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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano del
extracto etandlico del Piper aduncum (matico) frente a cepas de Porphyromonas
gingivalis in vitro; es un estudio de tipo experimental, prospectivo, longitudinal,

comparativo; para lo cual se utilizaron 20 cultivos de Porphyromona gingivalis.

En todas las muestras se midi6 el halo de inhibicién segun los objetivos marcados y
finalmente se compararon dichas medidas. Se procesé las hojas secas para obtener el
extracto etanodlico, a partir de la masa de extracto seco de Piper aduncum se
prepararon concentraciones de0.5%, 0.25% y 0.062% las que fueron preservadas en

frascos color ambar estéril y conservado en refrigeracion.

Los resuitados demostraron que, el promedio del diametro de los halos de
inhibicién sobre la Porphyromona gingivalis a las 72 horas del extracto de Piper
aduncum al 0.5% fue de 8,65 mm, para el de 0.25% fue de 6,25 mm y en menor
diametro para el de 0.062 % es de 4,8mm y a las 96 horas para el de extracto de Piper
aduncum al 0.5% fue de 16.25 mm, para el de 0.25% fue de 10.95 mm y en menor

diametro para el de 0.062 % es de 7.35 mm

Conclusién: El extracto etandlico de Piper aduncum (matico) tiene efecto
antibacteriano sobre las cepasl de Porphyromonas gingivalis y en las diferentes
concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.062% %, independientemente, muestran un
efecto inhibitorio.

Palabras claves: Piper aduncum, Porphyromona gingivalis, antibacteriano




SUMMARY

Objectiv of study was to determinate the antibacterial effect of ethanol extract - Piper
aduncum (matico) against strains of Porphyromonas gingivalis in vitro; it is an study
experimental, prospective, longitudinal, comparative; for which were used 20

cultures Porphyromonas gingivalis.

In all samples the zone of inhibition was measured according to the objectives and
finally the measures were compared. Dried leaves are processed to obtain the ethanol
extract, from the mass of dry extract of Piper aduncum concentrations of 0.5 %,
0.25% and 0.062 % which were preserved in amber sterile vials and stored under

refrigeration were prepared.

The results demonstrated that the mean zone diameter of Porphyromonas gingivalis
inhibicon about 72 hours Piper aduncum extract was 0.5% of 8.65 mm, to 0.12 %
was 6.25 mm and for smaller diameter is 0.062 % of 4.8mm and 96 hours for the
extract of Piper aduncum was 0.5% of 16.25 mm, 0.12 % to 10.95 mm and was of a

lesser diameter for 0.062 % is 7.35 mm

Conclusion: The ethanol extract of Piper aduncum (matico) have antibacterial effect
on strains of Porphyromonas gingivalis and in different concentrations of 0.5 %,
0.25% and 0.062 %. Regardless show a greater inhibitory effect of chlorhexidine
0.12%

Key words: Piper aduncum, Porphyromonas gingivalis, anti-bacterial.
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INTROBUCCION

La naturaleza es sabia y como muestra de ello existe toda una coleccion de plantas

con poderes curativos cuyas cualidades medicinales vienen siendo un recurso muy

utilizado desde la prehistoria en las distintas partes del mundo.

Siendo Perui une de los paises con mayor diversidad se sabe que desde tiempos
remotos el hombre hizo uso de las plantas con fines alimenticios y medicinales, pero
muchas de ellas son empleadas Unicamente mediante conocimiento empirico y
solamente para determinados padecimientos, desconociendo completamente sus usos

para otro tipo de dolencias, pero todo esto carece de sustento v base cientifica.

Es por ello que las nuevas investigaciones estan dando énfasis a la medicina
tradicional, utilizando las plantas que se encuentran al alcance de la poblacién, como
es el caso del Piper aduncum, conocida como matico, planta con multiples
propiedades, las cuales tratamos de orientar al tratamiento de algunas patologias

orales.

Nuestra poblacion actual necesita nuevas alternativas de tratamiento de costo minimo
y beneficios altos para el tratamiento de distintas patologias bucales, por lo que esta

investigacion ayudaria a aquellas personas de clases populares.
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CAPITULO 1.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 Origen Y Definicion Del Problema

Las enfermedades periodontales son de etiologia multifactorial, que afectan las
estructuras del soporte dentario ocasionando la perdida de la pieza dentaria.
Siendo la segunda enfermedad mas prevalente de la boca después de la caries
dental, afectando asi en nuestro medio a un 85% de la poblacién seglin el

Ministerio de Salud.'

La Porphyromona gingivalis, bacilo Gram negativo que forma colonias
uniformes, patdégeno oportunista bien adaptado a la mucosa oral, mejor conocido
por su participacién en la periodontitis, halitosis, periimplantitis también puede
ser un mediador importante en el desarrollo de enfermedades crénicas como:
ateroesclerosis, diabetes, canceres orodigestivos, artritis reumatoide, artritis

inducida por colageno y enfermedades cardiovasculares.

La Porphyromona gingivalis es causante de multiples problemas para el ser
humano por lo cual se busca nuevas alternativas de tratamiento a base de
medicina tradicional encontrando asi que el Piper aduncum (Matico), presenta
multiples propiedades como: antibidticas, antiinflamatoria, antithipertensiva,
cicatrizantes, fungicida, > etc. Que son empleadas por la poblacion para el
tratamiento de conjuntivitis, aftas, Glceras bucales, heridas, infecciones vaginales,

i . . 3,4
ulceras gastricas, etc ™
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No existe un estudio acerca del efecto antibacteriano del Piper aduncum en

Porphyromonas gingivalis por lo cual el propésito de este proyecto es constituir el

primer paso en la investigacion sobre el efecto antibacteriano en Porphyromonas

gingivalis,

demostrado el efecto podrd ser empleado como alternativa de

tratamiento a otras enfermedades relacionadas a la mencionada bacteria.

1.2 Formulacién Del Probiema

1.2.1 Problema Principal:

(Cudl es el efecto antibacteriano del extracto etandlico del Piper

aduncum (matico) frente a cepas de Porphyromonas gingivalis in vitro?

1.2.2 Problemas Secundarios:

a)

b)

)

¢Cual es la concentracion que tiene mayor efecto antibacteriano el
extracto etandlico de Piper aduncum (matico) sobre la
Porphyromonas gingivalis?

¢ Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico del
Piper aduncum (matico) en comparacion con la clorhexidina frente a
cepas de Porphyromonas gingivalis?

.Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del
Piper aduncum (matico) en comparacion con el agua destilada frente

a cepas de Porphyromonas gingivalis?
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dy (Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del
Piper aduncum (matico) a las 72 horas en comparacién con las 96
horas frente a cepas de Porphyromonas gingivalis?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetive Generatl

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del Piper
aduncum (matico) frente a cepas de Porphyromonas gingivalis in vitro

Lima-2014

1.3.2 Objetives Especificos

a) Hallar en qué concentraciones tiene mas efecto antibacteriano el
extracto etandlico de Piper aduncum (matico) sobre la Porphyromonas
gingivalis

b) Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Piper aduncum (matico) en comparacion con la clorhexidina frente a
cepas de Porphyromonas gingivalis

c¢) Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Piper aduncum (matico) en comparacion con el agua destilada frente a
cepas de Porphyromonas gingivalis

d) Determinar cuél es el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico del Piper aduncum (matico) a las 72 horas en comparacion

con las 96 horas frente a cepas de Porphyromonas gingivalis.
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1.4 Justificacién e Importancia

Bastara con observar a nuestro alrededor para tener una respuesta sencilla y
logica: ejercer la medicina en el Pert y otros paises con nieles socio econémicos
parecidos al nuestro es todo un reto profesional pues el médico no puede
circunscribirse a recetar, es necesario ubicarse en la realidad del paciente, que
cuando proviene de estratos econdémicos deprimidos muchas veces no puede
adquirir la receta completa para su tratamiento.’

La fitoterapia es una alternativa accesible, ventajosa y natural que cualquier
profesional de la salud pondria en practica, no solo en prevencién de la
enfermedad, sino también en la terapia de diversas patologias, reconocida a
través de diversas investigaciones quimicas, farmacolégicas y seguimiento
clinico en el Pert y el extranjero; y sobre todo por los menores riesgos de
toxicidad de los pacientes cuando se utilizan correctamente, mas aun
considerando que el 80% de la poblacién ya lo usa en mayor o menor grado,
dentro de usos y costumbres de la medicina tradicional peruana.’

Es asi que partiendo de un hecho anecdético y las costumbres ancestrales de las
personas, estamos tratando de demostrar si esta planta (Piper aduncum) es
correctamente empleada o si sus efectos son reales y afecta a la bacteria que es

importante en el campo de la odontologia.

14




1.5 Limitaciones

e Los pocos estudios realizados con la planta Piper aduncum (matico) a nivel
internacional y local, la cual impide obtener datos importantes para realizar
este trabajo.

e Dificultad para la adquisicién y mantenimiento de la Porphyromona
gingivalis, por ser una bacteria Gram negativa, puesto que requiere mayor
cuidado con el equipo.

e Mayor cuidado con la manipulacién de las cepas de P. gingivalis

e Limitaciones econémicas, por ser un proyecto costoso.

e Dificultad para los accesos al laboratorio.

e Dificultad para la identificacion del tipo de planta en la region Huanuco, ya

que requiere buen conocimiento botanico.

15




CAPITULO 1.
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de Estudios Realizados

Ruiz, S “et al”. 2013.° “Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos
de Piperaceae y nisina en Alicyclobacillus acidoterrestris.”, Maringa, Brasil.

Acidoterrestris Alicyclobacillus es una bacteria aerobia Gram-positiva. Esta
bacteria resiste temperaturas de pasteurizacion y de pH bajo y por lo general esta
implicada en el deterioro de zumos y bebidas acidas. El objetivo de este estudio
fue evaluar las actividades antibacterianas de la nisina y la especie Piper
(Piperaceae) sobre A. acidoterrestris. La concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
y la concentracién bactericida minima (MBC) se determinaron por el método de
microdilucién en caldo. La especie Piper aduncum tenia el MIC mas bajo y una
MBC de 15,6 mg / ml y fue seleccionado para el fraccionamiento. Se obtuvieron
seis fracciones, y la fraccién de diclorometano (F.3) tuvo el MIC mas bajo / MBC
(7,81 mg / mL). La fraccién de diclorometano se fraccionado de nuevo, y un
analisis espectral revelé que el compuesto se prenylated cromeno (F.3.7). El
método de tablero de ajedrez demostrado que el extracto crudo (CE) de P.
aduncum m4s nisina tenia una interacciéon sinérgica (concentracion inhibitoria
fraccional [FIC] = 0,24). La actividad bactericida de (F.3.7) fue confirmada por la
curva de tiempo-kill. P. aduncum, nisina, y cromeno prenylated exhiben una

fuerte actividad antibacteriana contra las esporas y células vegetativas de 4.
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acidoterrestris. Los resultados de este estudio sugieren que los extractos del
género Piper pueden proporcionar una alternativa a la utilizacién de tratamiento

térmico para el control de A. deterioro.

Leite, M “et al”. 2013.7 “La actividad antifingica de los extractos de las hojas de
Piper aduncum preparado por diferentes disolventes y técnicas de extraccion
contra dermatofitos Trichophyton rubrum y Trichophyton interdigitale” Sao
Paulo, Brasil

Se evaluaron los efectos de diferentes técnicas de extraccion de disolventes y
sobre el perfil anti-Trichophyton y la actividad fitoquimica de los extractos de las
hojas de Piper aduncum. Extracto de hecho por el método de maceraciéon con
etanol tiene un mayor contenido de sesquiterpenos y actividad antifiingica. Este

extracto puede ser ttil como un tratamiento alternativo para la dermatofitosis.

Melgarejo J “et al”. 2009. ® “Estudio quimico biodirigido para la evaluacion de
actividad antimalarica de la especie vegetal Piper aduncum mediante el test
FBIT”, La Paz, Bolivia. \

Para la realizacién del presente trabajo, se utilizo hojas de la especie vegetal
denominada Matico (Piper aduncum) que pertenece a la etnia Tacana, provincia

Abel Tturralde del departamento de La Paz. El extracto orgéanico y las fracciones

de esta planta fueron evaluadas a través del test de inhibicion de la
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biomineralizacion de la ferro-protoporfirina-IX (FBIT), método "In vitro" (no
directo), utilizado para la deteccion y evaluacion de la actividad antimaldrica.

Los resultados de la actividad antimalarica, se reportaron de acuerdo al valor de
las Clso (concentracion inhibitoria del 50% de la biomineralizacion de la FP-IX)
donde el extracto crudo organico presenta un Clso de 2.24 mg/ml y del
seguimiento biodirigido de separacion por cromatografia liquida al vacio VLC, se
logré purificar en 6 fracciones; que, incluyendo el extracto organico, presentan
muy buena actividad antimalarica con un Clso < O igual a Smg/ml, excepto la
fraccién F1, con un Clso de 5.60 mg/ml. La fraccion mas representativa F2 (40%),

presenta una actividad antimalarica con un Clso de 1,12 mg/ml.

Arroyo, J “et al”. 2013. ° “Efecto antitumoral in vitro del aceite esencial de Piper
aduncum L. (Matico) y su toxicidad oral en ratones”, Lima.

Introduccién: Piper aduncum (matico) es una especie utilizada por sus
propiedades medicinales en desdrdenes gastrointestinales y genitourinarios.
Objetivos: Evaluar el efecto antitumoral del aceite esencial de Piper aduncum
(matico) in vitro en siete lineas celulares tumorales humanas y determinar la

toxicidad oral en ratones.

Disefio: Experimental. Institucion: Facultad de Medicina, Universidad Nacional ‘

Mayor de San Marcos, Lima, Perd. Material bioldgico: Lineas celulares tumorales
humanas H460, DU-145, ME-180, K562, HT-29, MCF 7, M1l4, K562;

fibroblastos normales de ratén 3T3 y ratones albinos machos Balb/C53.

18




Intervenciones: Las lineas celulares fueron expuestas a cuatro concentraciones del
aceite esencial de P. aduncum y 5 fluorouracilo (5-FU). Para la toxicidad oral se
utilizé ratones albinos machos Balb C/53 de 40 dias post destete, a cinco dosis de
tratamiento, evaluandose el nimero de muertes en cada dosis. Principales medidas
de los resultados: Porcentaje de inhibicién del crecimiento celular (IC50), dosis
letal 50 (DL50).

Resultados: El aceite esencial mostré IC50 mayor a 250 ug/mL para las lineas
celulares M-14 (r =-0,99; p <0,01), DU-145 (r = 0,99; p <0,01), ME-180 (r = -
0,99; p <0,01). Para lineas celulares tumorales H460 (r = -0,99; p <0,01), MCF-7
(r=-0,99; p < 0,01), K562 (r=-0,99; p <0,01), HT-29 (r =-0,99; p < 0,01), los
niveles de IC50 estuvieron entre 20 ug/mL y 250 ug/mL. DL50 >2 000 mg /kg.
Conclusiones: El aceite esencial de P. aduncum no present6 efecto antitumoral in

vitro para las siete lineas celulares tumorales humanas y no fue tdxico

Matute, M. 2009 '° “Evaluacién In Vitro Del Extracto De Piper Angustifolium
(Matico) Y La Clorhexidina Como Antisépticos Bucales.” LIMA. 2009.

Se evalud el efecto antimicrobiano del extracto de Piper angustifolium en
comparacion con la clorhexidina al 0,12% frente a cepas de Streptococcus mutans
y Lactobacilos Casei in Vitro; es un estudio de tipo longitudinal, experimental y
comparativo; para lo cual se utilizaron 15 cultivos de Streptococcus mutans 'y 15
cultivos de Lactobacilos Casei. En todas las muestras se midié el halo de

inhibicion segun los objetives cientificos y finalmente se comparara dichas
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medidas. Se tomaron 100g de hojas secas y molidas que se maceraron con
cantidad suficiente de alcohol de 96° por 8 dias; luego se procedié al filtrado y
desecacion a temperatura ambiente por 4 dias. Los resultados han demostrado
que, el diametro del halo de inhibicion sobre el Estreptococcus mutans alas 24 y
48 horas fue mayor en el extracto alcohdlico de matico en comparaciéon con el
clorhexidine al 0,12 % y el didmetro del halo de inhibicion sobre el Lacrobacilos
casei a las\ 24 y 48 horas fue mayor en el extracto alcohdlico de matico en

comparacién con el clorhexidina al 0,12 %.

Calderén, A. 2010 '' “Actividad antibacteriana in vitro de soluciones de
propoleo etandlico sobre dos bacterias periodontopatdgenas frecuentes en la
enfermedad gingivoperiodontal. Hospital Militar Central, Lima.

Determinar la actividad antibacteriana in vitro de soluciones de Propodleo
Etandlico a diferentes concentraciones sobre dos bacterias periodontopatdgenas
frecuentes en la enfermedad periodontal, cuya poblacién muestral estuvo
conformada por 20 pacientes con Enfermedad periodontal atendidos en el

Servicio de Periodoncia del hospital militar.

Se realiz6 una prueba piloto con Cepas ATCC Porphyromona gingivalis y
Fusobacterium nucleatum para comprobar la actividad antibacteriana del
Propéleo a sus diferentes concentraciones del 5% -15% - 30%, luego se procedi6
a la toma de muestras extraidas directamente de 1a placa subgingival del paciente

con enfermedad Gingivo periodontal.
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En condiciones de anaerobiosis las mues‘cras. fueron sembradas en cada placa
utilizando el método de difusion de disco, una vez reactivadas las bacterias se
procedi6 a preparar los pozos de sensibilidad para posteriormente realizar las
lecturas de los diferentes halos de inhibicién mediante un vernier, de las
concentraciones de Propéleo Etanélico al 5%- 15%- 30%, asi como- de los
Grupos control positivo y negativo.

Los resultados mostraron que todas las concentraciones de Propéleo Etanolico
presentaron actividad antibacteriana; con promedios para el Propoleo etandlico al
5% de 17.15 mm, para el Propéleo Etandlico al 15% de 22 mm y en menor
diametro para el Propoéleo Etandlico al 30% de 15.9 mm. Se concluye que el
PropoéleoEtandlico al 15% presentd una mayor actividad antibacteriana, mientras
que al 30% se observé una disminuciéon en esta, debido que a mayores
concentracionss do Propéleo cste tiende a saturarse y por lo tanto disminuir su

actividad antibacteriana.

Purca, T. 2013 '? Efectividad antibacteriana "in vitro" del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis (romero) sobre flora salival, Lima. En el Peru
ultimamente se han realizado diversos estudios en diferentes plantas medicinales,
comprobandose las propiedades de sus componentes como: antibacterianas,
antihemorragicas, analgésicas, antiinflamatorias, etc. Debido a ello, estos
estudios se han venido intensificando en los Gltimos afios, lo que ha permitido

identificar y aislar los principios activos responsables de su actividad
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farmacolégica dando lugar a variadas presentaciones avalando razonablemente su
utilizacién. En el campo de la practica odontoldgica, estas plantas han tenido
todo tipo de uso, en especial én la parte preventiva ¢omo aditivos en los diversos
productos de higiene oral con propiedades contra la halitosis, antiinflamatorios y
antibacterianos y es sobre todo en esta ultima caracteristica en que se han visto
empiricamente y determinado metodoldgicamente. Sin embargo debido a la
biodiversidad muchas de estas plantas no se han estudiado o recién se estan
empezando a estudiar especialmente en nuestro pais. El Rosmarinus officinalis
(romero), es una planta originaria del mediterraneo, cultivado en muchos paises
del mundo, planta rica en principios activos y con accion sobre casi todos los
o6rganos del cuerpo humano. Al tener un alto contenido en aceites esenciales,
cuyos ingredientes activos son flavonoides, 4cidos fenolicos y principios
amargos, genera una accion ténica y estimulante sobre el sistema nervioso,
circulatorio y corazéon, ademds de ser colerético, colagogo, antiespasmédico,
drurético. Por lo que en los titimos afios se han desarrollado una gran cantidad de
aportaciones cientificas que brindan amplia informacién de las aplicaciones del
romero. Teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita alternativas de costo
reducido y alto beneficio para el tratamiento de lesiones bucales que lo haria
accesible a las clases mas populares. Por ello, este estudio tiene como objetivo
determinar la efectividad antibacteriana del extracto etandlico de romero sobre

flora salival.
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2.2 BASES TEORICAS
PORPHYROMONAS GINGIVALIS

La Porphyromonas gingivalis, especie anaerobia negra pigmentada Gram- negativa
que reside en el biofilm subgingival, este organismo normalmente crece sin oxigeno
(o en presencia de concentraciones minimas de oxigeno) y se encuentra en las bolsas

periodontales anaerdbicas.

Ademas, se ha demostrado que este organismo tiene la capacidad de invadir y

B es ampliamente reconocido como un

sobrevivir dentro de las células eucariotas
contribuyente para el desarrollo de las infecciones periodontales junto con otros

patogenos orales.'* Esto se debe a su arsenal de factores de virulencia

N 5
especializados.'

P. gingivalis esta presente en bolsas periodontales sometidos a destruccion, asi como

en los margenes gingivales sanos.™

El mecanismo de la enfermedad periodontal con el desarrollo de esta bacteria no ha
sido completamente aclarado, pero recientemente se ha propuesto una hipétesis,
donde esta bacteria, llamada la piedra angular de la enfermedad periodontal, esta
vinculada con el deterioro del sistema inmunoldgico, haciendo que la periodontitis

se encuentre en progreso. 16

Su persistencia cronica en el periodonto depende de su capacidad para evadir la

inmunidad del huésped sin inhibir la respuesta inflamatoria general.'”
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Hay evidencia emergente que ia Porphyromonas gingivalis, un patdgeno oportunista
bien adaptado de la mucosa oral y constituyente importante de biofilms oral, mejor
conocido por su participacion en la periodontitis, puede ser un mediador importante

en el desarrollo de una serie de enfermedades cronicas multifactoriales. '®
Taxonomia

EI Género bacteroide agrup6é en su primera clasificacién un conjunto de bacterias
heterogéneas, con caracteristicas de ser anaerobios obligados gram negativos, no
esporulados y de forma bacilar, con la aplicaciéon de nuevas técnicas de identificacion
a base de biologia molecular como el ADN — ADN hibridacioén y estudio de su
caracteristicas bioquimica, se pudo identificar un grupo homogéneo de especies a

partir de los bacteroides llamados porphyromonas. '

Morfologia Y Estructura

Porphyromonas gingivalis es un bacilo corto o coco bacilo, que mide de 0.5 a 0.8
um por 1 — 3.5 um anaerobio estricto, gram negativo siendo considerado un comensal
en la cavidad oral. Su pared celular presenta a nivel de la membrana externa la
endotoxina, son capsulados, no esporulados, sin flagelos y abundantes fimbrias de
diferentes tipos. A nivel superficial presenta vesiculas que contiene una variedad de
enzimas que juegan un rol importante en su virulencia. Asi también producen

multiples enzimas con capacidad de degradar compuestos proteicos."
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Propiedades y Patogenicidad de la: P. Gingivalis

La perturbaciéon de las células epiteliales por las bacterias es la primera etapa en la
iniciacion de los procesos inflamatorios e inmunes que eventualmente van a causar
la destruccién de los tejidos que rodean y soportan los dientes que en Gltima instancia

resultan en la pérdida de dientes.

Las Porphyromonas gingivalis pueden invadir localmente los tejidos periodontales y
evadir los mecanismos de defensa del huésped. Al hacer esto, se utiliza un panel de
factores de virulencia que causan la liberalizacion de las respuestas inmunes e
inflamatorias innatas. Las Porphyromonas gingivalis se adhiere rapidamente a la
superficie de la célula huésped seguido por la internalizacién a través de bolsas
lipidicas y la incorporaciéon de la bacteria en los primeros fagosomas. Las
Porphyromonas gingivalis activa la autofagia celular para proporcionar un nicho
replicativo mientras que suprime la apoptosis. La vacuola de replicacion contiene
proteinas del huésped emitidos por la autofagia que se utilizan por este patdgeno
asaccharolitico de sobrevivir y replicarse dentro de la célula huésped. Cuando la
autofagia es suprimida por 3 - meﬁladenina, interioriza los trénsitos de
Porphyromonas gingivalis al fagolisosoma donde se destruye y degrada. Por esa
razon, la supervivencia de Porphyromonas gingivalis depende de la activacién de la

autofagia y la supervivencia de la célula huésped endotelial.

La formacion de biopeliculas bacterianas y la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV)

contribuyen al potencial patogénico de Porphyromonas gingivalis.
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Su persistencia cronica en el periodonto depende de su capacidad para evadir la
inmunidad del huésped sin inhibir la respuesta inflamatoria general, que en réalidad
es beneficioso para esta y otras bacterias periodontales. De hecho, el exudado
inflamatorio (fluido crevicular gingival) es una fuente de nutrientes esenciales, tales

como péptidos y hierro hemoderivados.

Porphyromonas gingivalis contribuye a la patogénesis de la periodontitis agresiva
mediante la induccion de altos niveles de citoquinas proinflamatorias, tales como IL

1B e IL-6 por las células T auxiliares CD4 + periféricas. "
Virulencia Y Crecimiento De La P. gingivalis.

Se han descrito varios factores de virulencia para contribuir a la patogenicidad de P.
gingivalis, incluyendo lipopolisacarido (LPS), fimbrias, hemaglutinina, hemolisina, y
la Arg-X-(RGP) y Lys-X-especifica (kgp) proteinasas de cisteina (gingipains) (13).
Los principales factores de virulencia de P. gingivalis incluyen.fimbrias, capsula,
vesiculas de membrana externa, lipopolisacarido (LPS), los metabolitos toxicos y

proteinasas. **

1. Capsula:
Constituido por polisacaridos siendo un agente codificante de epimerasa
epsC esencial para su sintesis existiendo 6 serotipos capsulares de K1 - K6.
Este juega un rol importante en la evasion del sistema inmunologico,

eludiendo la fagocitosis, opsonisacién y accionar del complemento. "
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La presencia de una cépsula en la P. gingivalis también puede proteger
contra el estrés oxidativo, Estos estudios demuestran que con una capsula, no
sélo se reduce la respuesta del huésped, pero se reduce la fagocitosis y hay un
aumento en la supervivencia de las bacterias."

. Endotoxina: (LPS)

Presenta en la membrana externa de la bacteria, compuesta en parte del lipido
A, que estaria participando en la interrupcidn de la homeostasis inmunolédgica
del huésped, ocasiona inflamacién gingival, asociada a la destrucciéon del
tejido conectivo y la reabsorcion del hueso alveolar por la activacion de
osteoclastos y causa la liberacion de prostaglandina E2, asi como el
incremento de IL18 ILB ¥

El lipopolisacarido de P. gingivalis es un factor clave en el desarrollo de la
periodontitis. Fibroblastos gingivales, que son los principales constituyentes
de tejido conjuntivo gingival, puede interactuar directamente con
Porphyromonas  gingivalis 'y sus productos bacterianos, incluyendo
lipopolisacarido, en las lesiones de periodontitis. La Porphyromonas
gingivalis LPS induce citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1B, IL-6, e
IL-8, que inducen la destruccién del tejido periodontal. P. gingivalis LPS
inhiBe la actividad de la fosfatasa alcalina, el colageno de tipo 1 Alfa 1, yla
produccion de osteocalcina y la mineralizacién en los PDLSCs que son
positivas para STRO-1 y SSEA-4. La P. gingivalis LPS también promueve la

proliferacion celular y produce IL-1p, IL-6, e IL-8."
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3. Vesiculas de la Membrana Externa:
Son sacos cerrados que se encuentran a un nivel mas externo de la bacteria,
presenta en su interior numerosas enzimas como: fosfolipasa C, proteasas,
fosfatasa alcalina, hemolisina, lipopolisacaridos. Estas son liberadas,

produciendo dafio a las células periodontales y neutréfilos. '

4. Hemaglutininas:
Son proteinas codificadas por el gen sag estas pueden ser 5 de A-E, promueve
la colonizacion por medio de la union bacteriana a receptores oligosacdridos

de células humanas.”

5. Fimbras:

Las bacterias cominmente expresan apéndices proteicos en sus superficies
exteriores. Una clase de polimeros extracelulares, conocido como pili o
Fimbrias (apéndices no flagelares), es utilizado como apego y la invasién de
las células huésped, la formacién de biopelicula, la motilidad celular, y el
transporte de proteinas y ADN a través de las membranas celulares.™

Fimbrias P. gingivalis parecen participar en casi todos las interacciones entre
la bacteria y el huésped, al igual que con otras bacterias. Este patogeno
expresa dos distintas fimbria- moléculas en su superficie celular, uno que se
compone de una proteina de la subgnidad (lamado Fim A o fimbrillin )

codificada por el gen fim A , y denominado fimbrias largas, mientras que la
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otra consiste en una subunidad Proteina Mfa codificada por el gen MFA1 y
denominado corto , menor, o Mfa fimbrias,”* donde ambos estin
aparentemente involucrados en el desarrollo de la periodontitis.
Presentes en forma peritrica de 0.3 a 3.0 um de largo y Snm de ancho,
compuestos por monémeros de fimbrilina, codificados por el gen fim A,
pudiéndose clasificar en 6 variantes, del tipo I al V y el Ib Estas presentan
capacidad de unirse a diferentes sustratos, moléculas, y células epiteliales,
fibrindégeno, fibronectina, lactoferrina. A su vez presenta propiedades
quimiotacticas y de induccién de citoquinas. Se ha podido detectar a las P.
gingivales con fimbrias fim A4 tipo Il y IV en la progresion de la periodontitis
y alas de tipo I, V en adultos sanos.’’
Las fimbrias fueron reconocidas como un factor de virulencia critico que
influye la iniciacién y progresion de la enfermedad, ya que se cree que
desempefian un papel importante en la colonizacién y la invasion de los
tejidos periodontales. ™
o Fimbrias Largas: A las fimbrias largas se considera que son
directamente responsables de muchas de los propiedades adhesivas
del organismo, que se unen especificamente y la activacién de
diversas células huésped, tales como células epiteliales, endoteliales,
y bazo, asi como monocitos de la sangre, dando lugar a la liberacion

. . . . . . 14
de citoquinas inflamatoria y varias adherencias moleculares.
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Nakagawa et al. Demostraron que la recombinacion de la Proteina
Fim A correspondiente a fim A genotipo II tiene una mayor capacidad
de adherirse e invadir células epiteliales humanas que Fim A
correspondiente a la proteina de otros genotipos. La patogenicidad de
ios diversos genotipos de fim A también se ha evaluado en modelos
animales, con fim A genotipos II, Ib, y IV muestran que causan
fuertes sintomas infecciosos y cambios inflamatorios en
comparacién con las cepas que albergan fim A genotipos I y IIL*
Fimbrias Cortas:

Mientras que las fimbrias de menor importancia son 80-120 nm de
longitud y 3,5 -. 6.5 nm de didmetro (Park et al, 2005).%*

Las fimbrias largas promueven la formacién inicial de biopeliculas y
luego actian restringiendo la regulaciéon sobre la maduracion del
biofilm, mientras que fimbrias cortas y Kgp tienen una supresiva y

regulatoria funcién durante el desarrollo del biofilm. ™

Participacion de Fimbrias en ia Formacién de Biopelicuias

P. gingivalis es capaz de agregarse con diversas bacterias orales
Gram-positivas y especies - negativos. Las fimbrias largas tienen una
significativa distancia de la pared celular bacteriana, lo que sugiere
que ellos son los primeros componentes bacterianos en interactuar con

. , . : 14
otras bacterias, asi como con las células huésped.
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6. Protefnasas Cisteinproteasas: Las proteasas de cisteina de Porphyromonas
gingivalis son productos extracelulares de un agente etioldgico importante en
las enfermedades periodontales. Muchas de las acciones in vitro de estas
enzimas son consistentes con las caracteristicas inflamatorias e inmunes
desregulados observadas de la enfermedad.”

Son compuestos bacterianos que proporcionan nutrientes para el crecimiento
bacteriano, produciendo un dafio colateral al huésped, degradando coldgeno
de diferentes tipos. Estas proteinas son llamadas gingipains, produciendo el
85 % de la actividad proteolitica generada por P. gingivalis y el 100 % de la
actividad tipo tripsina. Las gingipains son productos de 3 genes rgp4, rgpB,
Kgp.25 Se ha podido determinar que entre las acciones que producen estan; la
degradacion de fibronectina, fibrindgeno y de las uniones de las células
epiteliales, activacion del sistema de coagulacién y sistema calicreina
quinina. Interrumpen en la defensa del huésped al degradar IL8, un
importante quimiotactico y C3 cuya activacién produce C3a y C3b, este
ultimo un potente opsonizonte. '

Estas enzimas estan implicadas tanto en la destruccién de los tejidos
periodontales y la interrupcion de los mecanismos de defensa del huésped a
través de la degradacion de las inmunoglobulinas y factores del complemento
que conducen finalmente a la progresion de 1a enfermedad. 13

Gingipains estan presentes en grandes cantidades en la superficie celular de

P. gingivalis, y desempefian un papel importante en la patogénesis de la
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periodontitis por disregularizacion los mecanismos de defensa del huésped y
diversas protefnas del huésped degradantes™®. Las gingipains también juegan
un papel en la limpieza bacteriana, incluyendo la captaciéon de aminoacidos
de las proteinas del huésped, la adquisicién de hierro a partir de eritrocitos, y

la maduracién de las fimbrias.*?

. Proteinasas no Cisteinproteasas:
Estas son la colagenasa, proteasa7, hemaglutininall, una enzima tipo
conversora de endotelina, una dipeptidilpeptidasa31 y la periodontaina, esta

tltima, degrada las proteinas desnaturalizadas y los polipéptidos.®

. Inductor de Metaloproteinasas de la Matriz:

No es un producto generado por P. gingivalis, pero si lo induce, para que sea
producida por fibroblastos, leucocitos y macrofagos. Estas metaloprotemasas
degradan la mayoria de moléculas de la matriz extracelular, como el
colageno, fibronectina y la laminina.

P. gingivalis inactiva los inhibidores tisulares de metaloproteinasas,
especificamente el tipo 1, que tiene mucha relaciéon con la destruccién del

colageno tipo 1 y fibronectina."

. Rol del Hierro:

Utilizado por este patogeno en forma de hemo se ha demostrado que

desempefian un papel esencial en su crecimiento y la virulencia.
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Porphyromonas gingivalis no produce sideréforos. En lugar de ello, se
emplea a receptores especificos de la membrana externa, proteasas (en
particular gingipains), y lipoproteinas para adquirir hierro / hemo.

Ademas, las actividades proteoliticas de gingipain R y gingipain K
contribuyen al procesamiento / la maduracién de varias proteinas de la
superficie celular de Porphyromonas gingivalis, tales como fimA fimbrilin
(una subunidad de mayor fimbrias), proteina de 75 kDa (un ofminorfimbriae
subunidad), hemaglutininas, y la proteina del receptor de hemoglobina, que
son importantes para la bacteria de colonizar y proliferar en el surco gingival
y para invadir el periodonto."

Dentro de la disponibilidad de nutrientes la cavidad oral estd en constante
cambio, y como cualquier patéogeno bien desarrollado la P. gingivalis ha
ideado mecanismos para resistir este cambio. Como se observa, la P.
gingivalis es capaz de controlar la expresién de varios factores de virulencia
para sobrevivir en ambientes limitados de nutrientes. La adquisicidon de
hierro, tanto para los humanos y los microbios, es una sefial importante para
alterar la expresion génica y la produccion de proteinas; en las bacterias los
mecanismos de adquisicion de hierro se asocian especificamente con la
modulaciéon de la expresi(')n'de los determinantes de virulencia. Cuando el
hierro es limitada, los cambios drasticos en la saliva resultado el perfil
bacteriano, de manera que se produce un aumento en Streptococcus, Gemella

spp., Y Granulicatella‘spp., Que pueden, a su vez, altera el paisaje del biofilm
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oral. Si P. gingivalis es un residente de esta comunidad, sera entonces, a su
vez, alterada su expresion génica en respuesta a la proliferacion de Gram
positivos. Ademds, se ha demostrado que cuando P. gingivalis se cultiva en
un biofilm con T. forsythia, hay distintos cambios en el proteoma, en

particular para los procesos relacionados con la adquisicién de hierro.*

Fisiopatologia

P. gingivalis es considerado un colonizador secundario, comensal del surco gingival,
que llega por contagio o transmisién por individuos infectados, por medio de la
saliva principalmente. Su capacidad de adherirse principalmente por sus fimbrias
peritricas tipo Ib, II asi como por sus vesiculas de membrana, hemaglutininas,
capsula, le permiten dar el primer paso en la colonizacion del surco, poder adaptarse
e invadir las células epiteliales en un periodo aproximado de 20 minutos,33 pudiendo
replicarse dentro de ellas y diseminarse a las células de alrededor. Esta caracteristica
de invadir la célula, le da la capacidad de evadir las defensas del huésped. Asi
también su capacidad de degradar diversas proteinas, componentes del surco
gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar, ademas de alterar la respuesta
innata y especifica del anfitrion.

A todo esto se suma un factor huésped, que ante la presencia de esta bacteria, activa
una diversidad de respuestas que pueden incrementar el proceso inflamatorio,

. , . ., . 19
presente en el surco, haciendo cronico el proceso de destruccién del periodonto.
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Aislamiento Bacteriano

P. gingivalis es un microorganismo anaerobico estricto, que esta predominantemente
en las bolsas periodontales, especificamente en el biofilm subgingival y es por eso
que la muestra para su aislamiento es a partir del biofilm subgingival, que se toma
con diferentes instrumentos, como curetas, cintas, conos de papel. Siendo el mas
utilizado el cono de papel nimero 30 ¢ 40, que se colocan dentro del surco o bolsa
periodontal, por un periodo de 20 a 60 seg, para luego ser llevado a un medio de
transporte como VMGA-III, BHI, Tioglicolato, y luego ser sembrado en medios
enriquecidos como Agar sangre suplementado o el medio selectivo Agar Columbia
antibiotico37 e incubar a 37 °C por 7 a 14 dias, en condiciones de anaerobiosis, que
puede ser por Jarra, cdmara o sobres de anaerobiosis.

Pasado el tiempo, la lectura de las colonias debe reconocer caracteristicas como;
tamafio de 1-2 mm, forma redonda, convexa y ser pigmentados de un color marrén a
negro. La coloracion gram debe evidenciar una morfologia cocobacilar de 0.5x1-2
um y ser negativa.

Para la identificacion final se puede utilizar, un kit de pruebas bioquimicas
especificas, la prueba BANA: Benzoil- DL-Arginina-Naftilamida, los test
serologicos tipo ELISA41, 42 y la prueba de fluorescencia negativa con UV. Las
pruebas con base en la biologia molecular como PCR (reaccién en cadena de
polimerasa), son muy utilizados en la actualidad por su alto porcentaje de

especificidad y sensibilidad.”
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Interacciones Microbianas de la Porphyromona gingivalis:

El establecimiento de una comunidad se considera que es esencial para el

crecimiento y la supervivencia microbiana en la cavidad oral humana.

En el mundo natural, los microorganismos se organizan principalmente en las
comunidades, y éstas a su vez se encuentran montados sobre soportes abidticos o de
vida como biofilms. El biofilm comprende células microbianas incluidas dentro de
una matriz que consiste en polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos
(Flemming y Wingender, 2010) derivados de fuentes de microbios y fuentes
ambientales. La integridad de la comunidad de biopelicula se mantiene por
adherencia microbiana, la sefializacién celular por medio del contacto de célula a

célula, y la comunicacién metabolica.

Microorganismos como el estreptococos y otros precursores proporcionan sitios
receptores exclusivos para colonizadores mas patogenos tardios, tales como
Fusobacterium nucleatum (He et al, 2012.), Tannerella Forsythia, Treponema
denticola, y Porphyromonas gingivalis ((Kuboniwa y Lamont, 2010; Periasamy y
Kolenbrander, 2010), que estan estrechamente asociado con el desarrollo de la
periodontitis. La adhesion de P. gingivalis a las bacterias anteriores promueve la

colonizacién inicial, y en ultima instancia, facilita la destruccion periodontal.

Una interaccion entre especies bien comprendida es entre la de P. gingivalis y el
comensal oral de Streptococcus gordonii. Las Células de P. gingivalis muestran la

unién preferencial a las superficies orales recubiertas con determinado estreptococos,
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como S. gordonii y otros miembros del grupo oralis (Lamont et al., 1992). Es
probable que esta interaccién comienza principalmente en la superficie del diente
supragingival, desde aqui, P. gingivalis puede extenderse lateralmente a la regién
subgingival a través de un incremento en la biomasa o por la dispersién de células
como resultado de la liberacion celular activa o pasiva por cizallamiento mecénico de
la biopelicula supragingival. P. gingivalis, y algunos otros colonizadores secundarios
tales como Fusobacterium nucleatum también pueden proporcionar funciones de
puente mediante la expresion de multiples adhesinas que se unen a otros

colonizadores posteriores.

El crecimiento de bacterias dentro de una comunidad puede aportar ventajas
metabdlicas y acceso a los nutrientes que no estarian disponibles para los organismos
plancténicos. Como algunas especies florecen dentro de la comunidad que liberan
metabolitos que pueden ser utilizados por otros habitantes de la comunidad. En una
biopelicula como heterotipicos, bacterias a menudo se colocalizan con otros
constituyentes que son metabolicamente compatibles. Esta sinergia metabdlica
dentro de la comunidad puede permitir el desarrollo de una microbiota mas compleja.
Un ejemplo de sinergia metabdlica se produce entre 7. denticola y P. gingivalis.
Cuando se cultiva en un biofilm de especies dobles, estos organismos producen una
biomasa significativamente mayor que el total de los biopeliculas individuales
(Grenier, 1992). P. gingivalis produce acido iéobutirico que estimula el crecimiento
de T. denticola, T. denticola, produce acido succinico que aumenta el crecimiento de

P. gingivalis. La proteinasa de tipo quimotripsina producido por 7. denticola también
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estimula la formacién de un biofilm dual con P. gingivalis (Cogoni et al., 2012). La
cooperacién de P. gingivalis con otras especies orales tales como F. nucleatum
también ha sido demostrado. La capacidad de algunas cepas de F. nucleatum de
tolerar mayores concentraciones de oxigeno que P. gingivalis significa que F.
nucleatum facilita la generacion de condiciones de oxigeno reducido que promueven
el crecimiento y la supervivencia de P. gingivalis. Esta modificacién del
microambiente por F. nucleatum puede permitir el crecimiento de otras especies
orales estrictamente anaerobias (Kolenbrander et al., 1995). F. nucleatum también
puede elevar el pH de su entorno a través de la generacion de amoniaco,
neutralizando el acido producido por la fermentacién de los microorganismos y la

creaciéon de un entorno mas favorable para P. gingivalis y otros.

La colonizacion por los colonizadores pioneros tempranos, por ejemplo,
estreptococos puede mejorar el crecimiento y la virulencia de bacterias

potencialmente patdgenas tales como P. gingivalis y T. denticola.

Pero también algunos estreptococos orales han demostrado teper un impacto
negativo en la formacidon de biopeliculas por P. gingivalis. El contacto con el
colonizador por estreptococos después S. cristatus se ha demostrado que disminuir
la expresion de Fim A, que codifica la principal adhesina fimbrial de P. gingivalis, y
por lo tanto evita la acumulacion de P. gingivalis sobre S. cristatus rico en sustratos
S. intermedius también produce arginina de aminasa que puede reprimir la expresion

de ambos Fim A y MFA1 (fimbria menores) en P. gingivalis.”!
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Patologias Frecuentes Ocasionadas por la Porphyromona gingivalis:

Hay evidencia emergente que La Porpiyromonas gingivalis, un patégeno oportunista
bien adaptado de la mucosa oral y constituyente importante de biofilms orales mejor
conocido por su participacién en la periodontitis, puede ser un mediador importante
en el desarrollo de un numero de enfermedades crénicas multifactoriales y
aparentemente no relacionados, tales como la artritis reumatoide y canceres
orodigestivos.”® y puede influir en la salud sistémica y aumentar el riesgo para
aterosclerosis y diabetes,”® y aumenta el desarrollo de la artritis inducida por

colageno.

Una asociacién estadisticamente significativa también se ha observado entre P.
gingivalis en muestras de saliva y la enfermedad del higado graso no alcohdlico,
fortaleciendo ain mas el papel de P. gingivalis como factor de riesgo en miultiples

enfermedades cronicas.*®

1. Su Relacion Con La Periodontitis
La placa supragingival en los adultos sanos se compone principalmente
de especies Gram-positivas pertenecientes a los géneros Strepfococcus y
de Actinomyces, y al género Gram-negativas Veillonella , en los pacientes
con enfermedad periodontal tienen una mayor proporcion de Gram
negativo, proteolitica, bacterias tales como P. gingivalis o Tanneralla
Jorsythia, asi como especies de Prevotella, Fusobacterium, y Treponema

en su placa subgingival, anaerobios clave que contribuyen a la progresion
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de la enfermedad, en cuestion de cuales son los factores desencadenantes
que inducen un cambio de la salud oral de la enfermedad sigue siendo
inexplicable. De hecho, estudios recientes realmente han desafiado el
paradigma de que los pacientes con periodontitis estan colonizados
principalmente por especies Gram negativas como la P. gingivalis se
describe mejor como un patobionte , es decir, un miembro natural de la
microbiota humana que bajo ciertas perturbaciones en el huésped y / o
microflora puede causar la patologia.

Si bien se cree que la mayoria de personas albergan P. gingivalis en
algin nivel en la boca, un cambio en la composicién microbiana se asocia
con el crecimiento y desarrollo de la periodontitis, es conocido por ser
altamente proteolitica, activa cambios en las condiciones ambientales;
importante, causando un aumento del pH, creando asi un entorno mas
acogedor para muchos anaerobios Gram-negativos.?*

P. gingivalis es un organismo robusto que ha desarrollado numerosas
estrategias para sobrevivir en el duro ambiente de la bolsa periodontal.
Sus estrategias eficaces para facilitar la persistencia juegan un papel
importante en la iniciacidbn y progresion de las enfermedades
periodontales en adultos.”

Se reconoce cada vez mas que la periodontitis crénica no es una infeccion
bacteriana en el sentido clasico, es decir, causada por una sola o un

nimero limitado de agentes patégenos. Mas bien, la enfermedad
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periodontal es el resultado de una perturbacion inducida en la comunidad
polimicrobiana de la homeostasis en individuos susceptibles. Los
Componentes bacterianos de estas comunidades a menudo presentan
interacciones sinérgicas que pueden mejorar la colonizacién, la
persistencia o la virulencia, algunas bacterias pueden estar involucradas
en la ruptura de la homeostasis periodontal, mientras que otras pueden
desencadenar la inflamacion destructiva y a su vez interrumpe la
homeostasis.”

Ademés, P. gingivalis HRgpA vy RgpB activan la protrombina para
formar trombina, que, a su vez, genera C5a biologicamente activo el
actuar como una convertasa C5 .C5a potencialmente puede desempefiar
un papel clave en la defensa del huésped frente a la infeccién. P.
gingivalis no s6lo pueden promover su supervivencia, sino también
contribuir a la inflamacién destructiva La diafonia C5aR-TLR2 inducida
por P. gingivalis también inhibe la IL-12p70 inducida de TLR2, pero
aumenta la expresién de citoquinas inflamatorias y de resorcion de hueso,
tales como la IL-1f, IL-6, IL-17,' y TNF para causar la pérdida 6sea
inflamatoria.”

Estos datos sugieren que las bacterias periodontales han desarrollado
mecanismos para regular de forma proactiva la inflamacién en su propio

beneficio, ya que la destruccién del tejido les puede proporcionar los
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nutrientes y nuevos nichos (como resultado de la bolsas periodontales
profundas.”

La periodontitis humana es probablemente la infeccién mas comin, una
enfermedad inflamatoria cronica y se caracteriza por la destruccién de los
tejidos de soporte de los dientes, incluyendo la reabsorcién del hueso
alveolar 1). La degradacién del tejido Periodontal resulta principalmente
desde la respuesta inflamatoria del huésped ante un conjunto de bacterias
anaerobias gramnegativos subgingivales 2). Varios microbios orales han
sido implicados en la periodontitis incluyendo el llamado grupo de
'‘complejo rojo "que comprende Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsitias, y Treponema denticola 3). La presencia de P. gingivalis esta
fuertemente correlacionada con la enfermedad y estd considerado como
una especie clave.'’

El dafio colateral resultante de la batalla entre el huésped y la flora es la
pérdida de insercion clinica entre el diente y el hueso, debido a la
migracion apical del epitelio y tejido conectivo junto con la pérdida de
hueso alveolar. En pacientes no tratados periodontales, mas, la pérdida de
insercidn clinica y la inflamacion periodontal en curso, genera una bolsa
periodontal, que se manifiesta como un espacio més profundo por debajo
de la linea de las encias que excede 3 mm de profundidad, medida desde

el margen de la encia a la parte inferior del surco gingival.”
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Las regiones méas profundas de la bolsa periodontal estin protegidas de
perturbaciones y es mas probable que sea anaerdbico, rica en proteina de
la sangre y suero, y tienen un pH estable, ligeramente alcalino. Las Bolsas
periodontales profundas, evidentemente, proporcionan las condiciones
ideales para la propagacién de P. gingivalis. > Para establecer una
infeccion crénica en un entorno hostil del huésped de la hendidura
gingival, es imperativo que P. gingivalis encuentre maneras de evadir o
deshabilitar los mecanismos de defensa del huésped con el objetivo de
eliminarlo.’

Las tacticas de P. gingivalis para socavar la inmunidad innata puede
promover la supervivencia de otros miembros de la comunidad del
biofilm periodontal. Esta capacidad se ve reforzada por el hecho de la
liberaciéon de vesiculas de membrana de P. gingivalis facilmente
difusibles que contienen factores de virulencia clave como gingipains,
LPS, y fimbrias, que de este modo puede estar disponible para otras
bacterias dentro de la misma biopelicula."”

Por lo tanto, es razonable sugerir que los patdgenos periodontales han
evolucionado en formas que les permiten no sélo soportar la inflamacion,
sino también se aprovechan de ella para promover su supervivencia y,
colateralmente, infligir dafio a los tejidos periodontales. En conclusion, la
manipulacién de patdégenos de la inmunidad innata periodontal puede

perturbar las interacciones homeostéticas entre el huésped y la bacteria, lo
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que conduce- a la inflamacién crénica no protectora y no resuelta del

periodonto.!’

1

it
Una de las patologias més comuynes e!r la cavidad oral es la periodontitis

cronica, la cual presenta una et)iologk'le bacteriana predominante, siendo
entre ellas, las que maés destaca;% P. gingivalis Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans Tannerella jforsythia, Prevotela intermedia,
Treponema denticola, que son considerL:dos como el grupo agresivoen la
lesién. Pero es la P. gingivalis la predominante en esta patologia. En el
Pert, segiin MINSA, la enfermedad periodontal, presenta una prevalencia
de 85-87 %, no habiendo reportes de la periodontitis crénica, la cual se
presenta en personas por encima de lok 4C afios. La bacteria una vez que
llega a su habitad, se condiciona al medio para vivir en condiciones de
oxidoreduccion negativa, ast como por su diversidad de factores de
virulencia, rompe la homeostasis en el surco, generando una destruccion
continua vy agresiva de los tejidos de sostén del diente, llegando a
degradar hueso y tejidos blandos. Esta destrucciéon va a generar signos
clasicos como enrojecimiento perisulcular, incremento de
del surco gingival, sangrado al estimulo, movilidad de diversos grados,

s 1 I 1 1 4 3 1 1 : 3 : . ]9
que &l 1a cronicidad de 1a lesidén puede perderse la pieza aentarta.
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2. P. Gingivalis y la Halitosis:
La causa principal del mal aliento es la microflora oral, que produce
moléculas odoriferas volatiles, incluyendo compuestos de azufre y acidos
0rganicos.
Estudios recientes han indicado que la superficie dorsal de la lengua
puede ser la fuente primaria de putrefaccion microbiana en la boca. El
papel de las bacterias especificas en la superficie de la lengua en la
produccién del mal olor no se ha entendido completamente in vivo.
Varios estudios reportan una asociacion significativa de organismos
positivos BANA es decir; P. gingivalis y B. forsythus con el mal olor
oral.
En otro estudio, se concluyé que las bacterias gram positivas
contribuyeron poco a la produccién del mal olor oral, mientras que las
bacterias Gram negativas producen grandes cantidades de VSC
(moléculas odoriferas volatiles); entre las bacterias gram negativas, P.
gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum y T. denticola, los
periodontopatdgenos son los principales contribuyentes.
Por ende el dentista / periodoncista debe hacer hincapié en las medidas de

. . ! : - s 26
limpieza de la lengua, que reducirian la carga microbiana odorifera.

45




3.

P. Gingivalis Asociada a la Periimplantitis:

Varios pardmetros se han descrito para la determinacion del éxito o el
fracaso de los implantes dentales.

El propésito de un estudio fue comparar la tendencia de los dos patdgenos
periodontales para adherirse a colonizar y pilares de 6xido de circonio y
aleaciones de titanio, tanto en superficies duras y tejidos blandos. Entre
estos Aggregatibacter actinomycetemcomitans y  Porphyromonas
gingivalis han sido identificados como la especie mas fuertemente
asociados con la periodontitis y periimplantitis, Estos dos patégenos han
demostrado ser capaces de invadir las células epiteliales bucales
humanos.

La falta de una capa de cemento y de fibra de Sharpey en las superficies
de los implantes hace que la invaginacion epitelial se produce mas rapido

que los dientes naturales.”’

Enfermedades Cardiovasculares:

Varios estudios han informado de la deteccion de P. gingivalis en
muestras recogidas de pacientes con enfermedades cardiovasculares. En
una de esas, el 42% de la endarterectomia especimenes mostraron una
asociacion histologico de P. gingivalis con ulcera y la formacion de
trombos y encontraron que el 26% en la carétida muesiras de

endarterectomia fueron positivos.
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El mencionado estudio demostrd que aproximadamente el 50 % de los
especimenes recogidos de biofilm dental de pacientes cardiovasculares
fueron positivos para P. gingivalis, con fim A tipo II que se encuentra en
36 %, de tipo I en el 29%, y el tipo IV en 21 %. Estos hallazgos sugieren
que las cepas con tipos de fim A4 especificos, tales como de tipo Il y IV, se
asocian con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. **

El lipopolisacarido sistémica baja estimula una respuesta inflamatoria en
el ventriculo 1zquierdo a través de la metalo proteinasa que conduce a una

disminucién de la funcién cardiaca.®

. Asociacion de la P. Gingivalis con el Cancer:

Un patogeno oportunista, la Porphyromonas gingivalis, ha surgido como
un mediador potencial en la etiologia de una variedad de enfermedades
cronicas presumiblemente no relacionados, tales como la artritis
reumatoide, enfermedades cardiovasculares, la diabetes y mas
recientemente, los diferentes tipos de cancer orodigestivo.'®

La importancia de la participacion de P. gingivalis en el cancer ha
evolucionado en la dltima década. Cronoldgicamente estudios iniciales
han comprendido mayor asociacién epidemiolégica y clinica entre
microbioma oral, enfermedad periodontal o pérdida de dientes, con
canceres orodigestivo incluyendo céanceres de la cavidad oral, el tracto

gastrointestinal y el pancreas.
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Un estudio de 2012, que mide los anticuerpos del plasma a 25 bacterias
orales en muestras de sangre pre-diagndstico de 405 pacientes con cancer
de pancreas y 416 controles emparejados también indirectamente
asociados P. gingivalis con un mayor riesgo de cancer de pancreas. El
estudio demostré6 una alta correlacion de dos cepas de P. gingivalis
(ATCC 53978 y 33277). Las personas con altos niveles de anticuerpos
contra P. gingivalis ATCC 53978 tenian un doble riesgo maés alto de
cancer de pancreas que los individuos con niveles mds bajos de
anticuerpos de P. gingivalis.'®

PIPER ADUNCUM
Historia

En Flora de Pert, El Catadlogo de las Angiospermas y Gimnospermas reporta unas
830 especies de Piperaceas, principalmente hierbas y arbustos (Brako y Zarucchi,
1993); este niimero se ve nutrido con nuevos registros y especies de manera
continua, como se aprecia, por ejemplo, en el documento Diez afios de adiciones a la
flora de Pera (Ulloa et al., 2004), que afiade 12 especies para el género Piper y 7
especies para el género Peperomia solamente en el lapso de una década. Piper es el

, L . o . 28
género mas rico en especies endémicas en el Pert.

Piper aduncum conocido también con el nombre de pafiil o hierba del soldado,

debido a que aliviaban las hemorragias causadas por enfrentamientos en la guerra.
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Se dice que su nombre proviene de un soldado espafiol llamado Matico que la

descubrié accidentalmente curando heridos en Pert. %

Segiin la leyenda esta planta fue descubierta por un soldado espafiol herido llamado
Matico. Es probable que aprendiera su uso de las tribus locales que aplicaban las
hojas a las heridas para detener las hemorragias y comenzé a llamarse Matico o
hierba del soldado. Fue introducida en la medicina de Europa y Estados Unidos por
un médico de Liverpool en 1839, como hemostatico y astringente para las heridas.
En textos médicos norteamericanos, la United States Pharmacopoeia, de principios

del siglo XIX ya aparece citada esta planta.*®

Conocido también como Matico, hierba del soldado, Palo del soldado, achotlin,
cordoncillo, candelillo, higuillo, pimentero de hoja angosta, moho-moho. (21) Los
sinénimos cientificos de esta planta son piper aduncun, piper angustifolium, piper

elongatum y Artanthe elongata. *** Piper celtidifolium.*!
Taxonomia

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Plantas vasculares
Superdivisién: Spermatophyta

Plantas con semillas

Divisién: Magnoliophyta

Plantas con flores
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Clase: Magnoliopsida
Dicotiledéneas
Orden:  Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: P. aduncum **

Descripcion Botanica

Matico, hierba del soldado, Palo del soldado, achotlin,cordoncillo, candelillo,

higuillo, pimentero de hoja angosta, moho-moho.*?

e Arbol de 3 -5 mde alto y 8 - 15 cm de didmetro, ramificado en el segundo

tercio, con el fuste nudoso.

Corteza externa de color verde o gris palido, con anillos horizontales en
todo el fuste, distanciados unos 20 cm entre si, con pequefias fisuras
separadas 1- 2 cm entre si, y lenticelas poco protuberantes vy
equidimensionales, alargadas horizontalmente, de 0,2 - 0,5 cm de longitud,
regularmente distribuidas, del mismo color que la corteza externa.

Corteza interna homogénea, color verde o blanquecino; oxida a color
marrén oscuro luego de unos cinco minutos de expuesta al aire; tiene olor
fuerte, algo dulce y picante.

Ramita terminal con seccion circular, de 5 - 6 mm de diametro, lenticelada,

levemente fisurada, glabra, provista de nudos notables en la zona de
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insercién de cada hoja, los entrenudos de 2 - 5 ¢cm de longitud; préfilo
ligulado - lanceolado, de 1,5 - 3 cm de longitud.

Hojas simples, alternas y disticas, de 12 — 17 cm de longitud y 3,5 — 5 cm de
ancho, color verde o verde amarillento en él haz, verde mas palido en el
envés, lanceoladas hasta oblongo - elipticas, el apice acuminado, la base
rotunda y en casos desigualmente cordulada, con uno de los lados 3 - 10 mm
mas corto que el otro, nervios secundarios 6 - 7pares, pinnados, curvos,
prolongados hasta la parte media o 2/3 de la lamina, el par superior
fuertemente ascendente en dngulo de 60° con respecto al nervio principal, los
nervios terciarios moderadamente reticulados; laminas cartaceas, haz
pubérulo con pelos simples y cortos, envés con pelos simples y medianos;
peciolo corto, de 3 - 6 mm de longitud, levemente pubescente, vaginado
solamente en la base. Fig. 1

Inflorescencias en espigas de color blanco hasta verde, péndulas, de unos 8 -
15 cm de longitud y 4 mm de diametro, las flores densamente agrupadas en
bandas transversales; pedunculo de 12 - 15 mm de longitud, esparcidamente
pubescente hasta glabrado.

Flores pequefias, rodeadas por bracteas irregularmente oblongas, densamente
fimbriadas con pelos blanco, amarillentos en los margenes, anteras con tecas
de 0,2 mm de longitud, lateralmente dehiscentes.

Fruto obovoide, algo redondeado a tetragonal visto desde arriba; estigmas,

cortos v sésiles.*
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Distribucion Geogrifica

P. aduncum crece en México, América Central, América del Sur y las Antillas;
aunque se ha naturalizado en otras regiones como Indonesia, Malasia, Filipinas y en
islas del Océano Pacifico. En Papua, Nueva Guinea, se le considera la planta

invasora de mayor importancia.**

En el Perua:
Departamentos de Amazonas, Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin, Loreto,
Madre de Dios, San Martin, Ucayali, Cajamarca, Lima, Lambayeque, Pasco y

Piura , 0 — 3000 msnm. >

Habitat

El género Piper se distribuye en zonas pantropicales y subtropicales, la mayor
diversidad de especies se encuentra en el neotrépico (700 subespecies), seguido del
sur de Asia (300 subespecies).

El matico de la puna es una planta oriunda de América del Sur que crece en los
lugares humedos, junto a los arroyos y riachuelos®® crece silvestre en los bordes de Ia
vegetacion boscosa, las areas perturbadas abiertas, los bordes de caminos y cerca de
corrientes de agua; prefiere las faldas de colinas calcareas y los terrenos himedos,
1lanos o de poca elevacion. Se ha considerado también como una planta indeseable en
los cultivos de cacao y de café.**

Usualmente en suelos de textura arcillo arenosa, con pedregosidad media a alta.*®
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Composicion Quimica
El componente méas importante, desde el punto de vista cuantitativo, y al que se
atribuye en parte sus virtudes cicatrizantes, es el tanino. Esta sustancia se encuentra

en una concentracién de 5,7%.

Otros constituyentes importantes son varios tipos de alcaloides, a los que se les
atribuye un efecto relajador de la musculatura lisa Por ultimo, se sefiala la presencia

de numerosos glucosidos, especialmente de tipo flavonoides.

En Piper elongatum el compuesto principal es la Canfora (22.68%), el Canfene
(21.18%), Isoborneol (11.53%). Tan bien presenta alfa pineno, mirceno, limoneno,

borneol y terpinol acetato.

El aceite esencial contiene S5-metoxi-6 (2'-propen) - benzodioxole, dillapiol,

etoxidillapiol, mirisicina y piperitona.

Sin duda, la principal propiedad medicinal de esta planta es la de ayudar en la
cicatrizacion de todo tipo de heridas, ya sea externas o internas. De aqui deriva su
utilidad en el tratamiento de la ﬁlcéra digestiva. Externamente, su efecto benéfico
sobre heridas de lenta cicatrizaciéon es muy sorprendente, lo que ha contribuido en
mayor medida a su gran reputacion. El Padre Zinn (1929) le reconoce, ademaés,
bondades hemostaticas y un efecto benéfico en algunos trastornos de las vias
urinarias. Sin embargo, la principal y que parece util mantener en primer lugar es su

propiedad vulneraria, vale decir, cicatrizante de heridas.
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Fitoconstituyentes

Aminas: Presentes en gran cantidad de compuestos organicos, muchas veces les

confieren su actividad fisioldgica

Alcaloides: Medicinal. Por su actividad fisiologica diversa constituyen materias

primas para la fabricacion de medicamento
Esteroles: Medicinal. Forman parte de hormonas animales y vitaminas

Triterpenos: Medicinal e industrial. Constituyen los llamados aceites esenciales

2

utiles en perfumeria, farmacia y en la preparacion de determinados alimentos

Glicosidos cardiotonicos: Medicinal. Estimulan la funcién cardiaca, son los

llamados venenos del corazéon

Saponinas: Medicinal e industrial. Precursores de hormonas esteroidales y
corticosteroides. Por su actividad tensoactiva son utiles como emulgentes y

hemolizantes

Fenoles simples: Medicinal e industrial. Poseen actividad antifingica,

desinfectante y aromatizante

Flavoneides: Medicinal e industrial. Reducen fragilidad capilar, protegen frente

a estados toxicos, antiinflamatorios y colorantes.
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Taninos:

Medicinal e industrial. Propiedades astringentes y antisépticas. Utiles en la

fabricacién de tintas y otros colorantes, para curtir pieles
Cumarinas:
Medicinal e industrial. Anticoagulante y aromatizante.”

Segun Smith y Kassim que estudiaron esta especie en australia, se sabe que los

siguientes compuestos son constituyentes de esta especie:

Dillapiol, piperitona Pseudo-dillapiol y dihidrochalcona.’

El analisis fitoquimico determind la presencia de quinonas, saponinas esteroidales,
taninos, monoterpenos, alcaloides y flavonoides los cuales fueron identificados
mediante reacciones quimicas de identificacion y analisis CCD en cromatoplacas de
silicagel G-60 empleando agentes reveladores: luz visible, luz UV 254 y 366nm >

Tab. 1
PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Actividad funguicida contra Penicillium, Hyalopus y Hormodendrum; actividad

bactericida contra Salmonella, Shiguella y Escherichia coli.

El componente més conocido y al que se debe la accién cicatrizante es el tanino.
(5,7%), que reduce el tiempo de cicatrizacién de las lesiones®, los cuales poseen una

accion inhibitoria sobre la Enzima convertidora de angiotensina®®
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En un estudio microscépico, se observé que en todos los grupos habia una capa de de
granulacion, en virtud a una reaccién natural de cicatrizacion, siguiéndole los
tratados por via tépica, lo que- evidencia una mayor velocidad de cicatrizacion por

neofibrogénesis.*

El é4cido artrantico, mucilagos, resinas, maticina y alcaloides que tienen un efecto

relajador de la musculatura lisa y la vitamina K, con una accion antihemorrégica.*’

De forma interna:

Al contener taninos también ayudara a aliviar las diarreas, pero si se abusa puede ser
irritante. Se utiliza para nauseas, dolor de estdomago, vOmito, tos, bronquitis,

neumonia, infecciones urinarias, etc.

Los flavonoides, seguido por alcaloides, saponinas, taninos, aceites esenciales y
esteroides; ha demostrado un efecto antihipertensivo relativamente efectivo con el

extracto etanolico de matico.*®

El alto contenido de flavonoides, inducen la relajaciéon de los vasos sanguineos al
favorecer la presencia de algunas moléculas vasodilatadoras, como la acetilcolina,
adenosin trifosfato (ATP) y adenosin difosfato (ADP), la sustancia P, bradiquinina,

histamina, trombina, serotonina y otras
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Los flavonoides son capaces de incrementar la actividad del promotor de la sintasa
del 6xido nitrico endotelial, incrementando asi la produccién de 6xido nitrico en

cultivos celulares de células endoteliales humanas

La presencia de alcaloides en el extracto etandlico de matico sugiere su capacidad de
activar los receptores colinérgicos muscarinicos, lo cual conlleva a un incremento del

calcio intracelular de las células endoteliales.>

En la presente investigacién se ha comprobado que las hojas de Piper angustifolimo
o aduncum bajo las formas de extracto acuoso y extracto alcohdlico han mostrado
eficacia farmacologica como cicatrizante. Un estimulo (mecénico, fisico, quimico o
biolégico) sobre la membrana celular induce aumento de la actividad de la
fosfolipasa A2, liberacién de histamina del mastocito, activacién de la cascada del
acido Araquidoénico,y un incremento de otras sustancias vasoactivas, Goodman y col.
(1996). Por otro lado se demostraron que los flavonoides del tipo de las chalconas y
sus derivados flavonas, inhibieron la peroxidacidén enzimaética; evidenciando que la
chalcona 3b presentaba una disminucién dependiente de la dosis referente a la
actividad de la fosfolipasa A2, la generacién del TXB2 de las plaquetas humanas y
degranulacién del neutréfilo humano. Esta chalcona ejerce un efecto antiinflamatorio
topico en ratones; estos hallazgos explicarian el efecto cicatrizante obtenido en

38
ratones.

Al Piper aduncum, popularmente conocido como matico, se le atribuyen propiedades

medicinales como antisépticas y cicatrizantes de heridas, usado en problemas
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intestinales, erisipelas, desordenes hepaticos, contiene flavonoides v compuestos
fenolicos, y estos metabolitos le confieren efecto antioxidante y protector del higado
frente a los agentes toxicos. También contiene taninos, los que poseen propiedades
similares a la de los flavonoides sobre los radicales libres de oxigeno, y por

consiguiente actividad hepatoprotectora >
Usos Y Aplicaciones

* Aftas o ulceras de Ia boca.
Hacer gargaras con la infusién durante 3 dias. Ademas mascar la hoja y

ponerla en contacto con la zona inflamada.

¢ Cicatrizante.

Especialmente del ombligo de los nifios. Aplicar el polvo de la planta seca

machacada sobre la zona afectada.
o Conjuntivitis.
Hacer lavados con la infusion.
¢ Cortes y raspones.
Hacer lavados con la infusién.
e Diarrea.
Sobre todo la infantil. Beber la infusiéon como agua de tiempo.

s Digestivo.
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Tomar la infusiéon de 15g de hojas por taza de agua, 3 x 4 veces al dia.

Ademas, frotar 2 o 3 hojas cocidas a fuego lento sobre el estomago.
Encias, sangrado

Hacer gargaras con la infusion.

Faringitis.

Hacer gargaras con la infusion.

Infecciones vaginales.

Hacer lavados y bafios de asientos con la infusién de matico y malva. No

realizar durante la menstruacion.
Infecciones de las vias urinarias
Tomar la infusién como agua de tiempo.
Inflamacién de la boca. \

Hacer gargaras con la infusion.
Inflamacién de [a piel.

Hacer lavados con el cocimiento o aplicar las hojas cocidas directamente

sobre la zona afectada.

Inflamaciones respiratorias.

Tos.
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o Ulceras gastricas.

También el té de Matico se emplea en la higiene femenina como desinfectante, se

emplea para combatir las hemorragias de las mujeres, célicos y tumores de la matriz.

Son admirables las propiedades medicinales del Matico en el tratamiento de flujos
blancos y amarillos de las mujeres. En este caso, los lavados deben ser practicados

con igual cocimiento del Matico y de agua pura.

Para tratar las inflamaciones de la garganta se hacen gargaras, cada dos horas, con

igual cocimiento.
Las partes empleadas son las flores y hojas en infusién.

Lo usan mayormente las personas que viven en el campo en forma de té¢ o como

ungiiento para aliviar las heridas.”

La madera es usada eventualmente como combustible. Las hojas y ramitas tiernas en
infusién se emplean en la Amazonia peruana como un ténico para mitigar la fiebre,
inflamaciones, afecciones urinarias, amigdalitis, cistitis, diarreas y estrefiimiento;

también como diurético (IIAP, 2010)
Preparacion

e Ulceras del estdmago:
Las hojas secas en infusion a dosis de 20 gramos por litro de agua.

o Heridas Y Llagas:
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Cocimiento ligero de 40 gramos de hojas secas en un litro de agua. Aplicar en
lociones o lavativas en heridas o llagas de cualquier tipo.

Para uso topico, en gargaras:

Se prepara una infusién de una hoja fragmentada, en !2 taza de agua bien
caliente. En estado tibio se pueden hacer gargaras para aliviar las
inflamaciones de la garganta. Actiia como anti inflamatorio y antiséptico.
Como vulnerario:

Se prepara una decoccion de unas 3 o 4 hojas y al enfriar, hacer lavado de las
heridas externas. Si se cuenta con polvo preparado de las hojas secas, se
espolvorea, para obtener el efecto cicatrizante. La infusion de Jas hojas solas
o conjuntamente con las de malva de olor es muy efectiva para los lavados
vaginales en los casos de trichomoniasis (picazén y descensos). Una
infusion de 10 a 30 gramos de hojas frescas en 250 cc de agua en dosis de una
a 3 copitas por dia se aconseja en las disenterias, diarreas y el célera morbos.
Los frutos son utilizados como diuréticos, y en las infecciones venéreas. El
cocimiento de la raiz, como desobtruyente de las vias urinarias.
Antiinflamatorio:

Colocar las hojas sancochadas sobre las heridas, son eficientes
antinflamatorios.

Pomada:

La pomada se realiza en dos etapas: - Maceracién: Se dejan en remojo 100

gramos de hojas de matico en medio litro de alcohol, por una semana. -
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Elaboracién de la pomada: Colar el macerado y filtrar con un pafio limpio o
filtro de papel. Se calienta a bafio Maria medio kilo de vaselina sélida y se le
agrega el filtrado. Se revuelve hasta lograr una mezcla homogénea. Aplicar

sobre la lesion, después de lavar la herida. Su aplicacion, como se ve, es la
curacion de heridas.*®

La especie vegetal Piper aduncum fue seleccionada para realizar la
purificacién preliminar biodirigida de los posibles metabolitos responsables
de la actividad antipalidica, ya que estudios bibliograficos indican que
presenta ademds actividad bioldgica contra hongos (Neurospora crassa, C.

albicans), y bacterias (B. subtilis, S. aureus).”

Usos de Matico en 1a Odontologia:

Lents et al, estudiaron las plantas medicinales y mostraron que el extracto de 2.
aduncum es activo frente a S. aureus, B. subtilis y Mycobacterium. Ademas, el
extracto de las hojas de P. aduncum probados contra nueve cepas bacterianas
diferentes fue significativamente mas activo frente a bacterias Gram -positivas y

bacterias Gram- negativas.

La actividad antimicrobiana del extracto de P. aduncum no esta limitado a bacterias
y hongos. Su actividad también ha sido demostrada para poliovirus y L.
amazonensis. El amplio espectro de actividad del extracto de Piper aduncum ayuda a
explicar el uso generalizado de esta planta entre las poblaciones de los diferentes

‘ 37
paises.
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La evaluacién de la actividad bacteriostatica in vitro de los aceites escenciales de
Piper angustifolium sobre Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli realizada por
Tirillini mostré6 que esta especie posee dicha actividad sobre estos bacilos gram

negativos.*

En un estudio se evalué la actividad antimicrobiana de 92 plantas medicinales de
Honduras, el extracto de etanol de P. aduncum mostré eficacia mas amplia contra
hongos y bacterias; sin embargo, cuando se mide en las bacterias orales, no fue capaz
de inhibir el crecimiento de S. mutans, pero inhibid el crecimiento de S. sanguis y
otras bacterias (tales como F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P.

intermedia)®’

En Brasil se usa ademas contra la diarrea y la disenteria, para dolores de muela,

carminativo y antiulceroso.

Vasquez S. utilizd el aceite esencial de piper angustifolium (matico) para comprobar

su efecto fungicida sobre candica albicans en protesis dentales.*!

En la determinacion de la toxicidad oral del aceite esencial de Piper aduncum
(matico) administrado por via oral en ratones, no se tuvo muertes hasta Jos quince

’ .y, . . .40
dias de observacion y sin evidencia.
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2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
Efecto antibacteriano:

Capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo de bacterias (bacteriostatico) o su
eliminaciéon (bactericida) sin dafiar el organismo infectado, como los

antibiéticos.
Porphyromona gingivalis:

Bacteria "roja" y ‘"trapezoidal" en el inicio de la periodontitis del adulto
cronica. A pesar de que se encuentra en baja abundancia en la cavidad oral,

que causa un cambio microbiano en la cavidad oral
Piper Aduncum

Piper aduncum, llamada popularmente matico, hierba del soldado, achotlin o
cordongcillo, es un arbol perenne de la familia de la pimienta (piperacea).
Crece silvestre en costas y selvas de Centroamérica y Suramérica y en los

valles interandinos hasta los 3.000 msnm.
Extracto Etanélico

Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente (en este caso

alcohol), en proporcion variable, capaz de solubilizar los principios activos.
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Halo De Inhibicion: Zona alrededor de un disco embebido de extracto
etandlico de piper aduncum (matico) en el que no se produce crecimiento

bacteriano.

2.4 HIPOTESIS:
HIPOTESIS GENERAL
H1: El extracto etanodlico de Piper aduncum posee efecto antibacteriano
frente al crecimiento de cepas de la Porphyromona gingivalis (estudio in

Vitro)

HO: El extracto etandlico de Piper aduncum no tiene efecto antibacteriano
frente al crecimiento de cepas de la Porphyromona gingivalis (estudio in

Vitro)
2.5 SISTEMA DE VARIABLES
¢ Variable independiente:

Extracto etanodlico de Piper aduncum (matico)

e Variable dependiente:

Efecto antibacteriano sobre la bacteria Porphyromona gingivalis.
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2.6 DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES, DIMENSIONES E INDICADORES

VARIABLE DIMENSION INDICADOR CATEGORIA ESCALA INSTRUMENTO
Extracto de N o 05% Nominal Registro de
etandlico Piper | Concentracion del ¢ 0.25% Ordinal aplicacion del
aduncum extracto 0.062% experimento
Clorhexidina Concentracion 0.12% Nominal Registro de

Tipo de sustancia estandg(;l;ada de la Categorica apllcg¢|on tdel
empleada clorhexidina experimento
Agua destilada Concentracion Nominal Registro de
estandarizada Sml Categdrica aplicacion del
instrumento
Efectividad Reduccién del Medicién de los Registro de
Antibacteriana (IN crecimiento halos de inhibicién e 72 horas Nominal aplicacién del
VITRO) minimo de crecimiento e 96 horas Ordinal experimento
bacteriano bacteriano
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CAPITULG 11

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de estudio
Nivel: Tecnoldgico Intermedio
Tipo: Cuantitativo
3.2 Disefio de la investigacién
Cuasi Experimental: porque se manipul6 intencionalmente las condiciones
de la investigacion (variable independiente) y se analiza sus efectos sobre la
variable dependiente.

Segun el periodo en que se capta la informacion:

Prospectivo: porque los datos seran registrados conforme a la ocurrencia de
los hechos.

Longitudinal: Cuando el interés del investigador es analizar los datos a
través del tiempo en determinadas variables.

Segun los objetivos de la investigacion:

In Vitro: debido a que el estudio lo realizaremos en medios de cultivo que
serviran para el desarrollo de las bacterias, que son manejados en el
laboratorio.

Seegun la comparacion de las poblaciones:

Comparativo: Porque compara y contrasta los efectos de la variable

independiente en diferentes situaciones.
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3.3 Determinacion de! universo y peblacién
Universo:
Microorganismos presentes en la cavidad oral, causantes de diversas patologias
Poblacién Muestral:

Cepas de Porphyromonas gingivalis.

3.4 Seleccion de la Muestra:
Muestra:
Conformada por 20 cultivos de Cepas de Porphyromonas gingivalis
Método de seleccion:

Muestreo no probabilistico: intencional y por conveniencia.

3.5 Fuentes, técnicas e instrumentos de receleccion datos:
e Fuentes:
Observacion
¢ Prueba Antibacteriana
Medicién del halo de inhibicidn bacteriana.
e Meétodo:
Encuesta Etnobotanica
Procesamiento de datos
¢ Instrumento: Ficha de registro de medicién de los halos inhibitorios. Tendra

la funcidn de recolectar y registrar los datos sobre la medida individual de los
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halos en mm, formados-alrededor de cada pocillo presente en las placas
sembradas.
A las 72 y 96 horas de haber realizado la siembra se procedera a hacer las

lecturas y el llenado de la ficha de recoleccion.

IDENTIFICACION DE LAS HOJAS Y ESPIGAS DE PIPER ADUNCUM

Para el proyecto se hizo una encuesta para determinar si la poblacién de la cuidad de
Huanuco, conocen y emplean la planta denominada matico. Se tomé una muestra del
material a identificar, la cual se guard6 durante 3 dias en refrigeracion y
posteriormente se sometid a un secado con el fin de eliminar los posibles
microorganismos que pueda contener y detener su deterioro. La muestra seca se
compar6 con los ejemplares previamente reconocidos que se encuentran en el
herbario y de acuerdo a las similitudes que se encontraron, se clasifico. Esta
caracterizacion se llevo a cabo en el herbario de la Universidad Privada Ricardo
Palma — Lima (Pert), donde luego del reconocimiento de la planta se obtuvo la

siguiente informacion general:

El Piper aduncum que pertenece a la familia de las piperaceas, es un arbusto de 2.5 a
3 metros de altura con ramas pubescentes, oblongolanceoladas, perfectamente

acuminadas, peciolo de 0.5 c.m de largo, pubescente.
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El material botanico se clasificé de la siguiente manera:

Clase: Dicotiledbnea.

Orden: Piperales.

Familia: Piperaceae.

Género: Piper.

Especie: Aduncum L.

OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PIPER ADUNCUM

(MATICO)

La planta en estudio, Piper aduncum (matico) fue recolectada en el distrito de
Coyllar, provincia de Ambo, departamento de Hudnuco, a 3.050 msnm. Luego se
trasladé a las instalaciones del Instituto de botanica de la Universidad Mayor de San

Marcos para la obtencién del extracto por el método de maceracion.

Maceracion

Para la obtencién de los extractos etandlicos por éste método se llevd a cabo el

siguiente procedimiento:

a) Recoleccién de la muestra.

b) Pretratamiento: Limpieza y secado de la muestra
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c) Reduccion de tamafio: se tomo las hojas secas y se procedié al molido

d) Extraccion: se pesé en gramos una cantidad de muestra (80 gr) y se
depositd en los recipientes dispuestos para tal fin, se adicioné 400 ml
de solvente etanol (96%) hasta cubrir completamente el material
vegetal, se agitd y se tapd.

e) Reposo: se dejé reposar por un periodo de 10 dias, agitando
esporadicamente el contenido.

f) Obtencidn del extracto: se filtré el producto, y, se elimina el solvente
con ayuda de un rotavapor, se envasé, peso y almaceno el producto.

g) Serealiz6 el tamizaje fitoquimico, ph y pruebas de solubilidad.

A partir de la masa de extracto seco de Piper aduncum se prepararon concentraciones
de 150, 75, 18,75 mg en 3ml de dimetil sulféxido las que fueron preservadas en

frascos color ambar estéril y conservado en refrigeracion.

OBTENCION DE LA BACTERIA

Se comprd la bacteria Porphyromona gingivalis 1iofilizado en laboratorio reconocido

THERMO SCIENTIFIC.

Porphyromonas gingivalis
(ATCC® 33277™)
Temperatura del almacenaje .Congelado: 80 °C o més frio liofilizado : 2 ° C a 8°

C. Nombre Depositado: Bacteroides gingivalis Coykendall et al.
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Descripcidén de producto: La cepa es parte de un conjunto de organismos de
control de calidad de los productos BioMerieux Vitek.
Propagacién
Medio: SUPLEMENTO caldo de soja triptico / Agar
Temperatura: 37 ° C
Atmoésfera: mezcla de gas anaerdbico, el 80% N210% C0210% H2
Procedimiento De Reactivacion de 1a Cepa
e Se abri6 el vial de acuerdo alas instrucciones adjuntas
e Bajo condiciones anaeroébicas, se retirdé del empaque y se procedid a
reactivar la cepa en SCHAEDLER ANAEROBE AGAR que contiene
5% de sangre de carnero mas vitamina k y hemina.
e Se colocd las placas en la JARRA DE ANAEROBIOSIS miés el
generador de condiciones anaerobias.
e Luego se incubd la bacteria en condiciones anaerdbias a 37°C durante

10 dias.

Siembra de 1a Muestra.

Mediante las asas se tomo una poco de la muestra de Porphyromona gingivalis y
se coloco en caldo nutritivo (tioglicolato). Posteriormente se procedié hacer la
siembra en agar SCHAEDLER por diseminacién con un hisopo estéril sobre toda
el area de la placa Petri. Se dejé de 3 — 5 minutos para el secado. Se realizé la

lectura a las 72 y 96 horas.
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PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Una vez realizada la siembra de la muestra en el Agar SCHAEDLER en la placa
Petri, se procedi6 a la elaboracion de seis pocillos, con un didmetro de 0.3mm, de
0.02 ml de capacidad. La distribucion fue: 01 pocillo para el extracto etandlico del
Piper aduncum al 0.5%, pocillo 02 para el extracto etandlico del Piper aduncum al
0.25%, pocillo 03 para el extracto etandlico del Piper aduncum al 0.062%, pocillo
04 para el control blanco de dimetil sulfoxido, pocillo 05 para la clorhexidina al
0.12 % que es el control positivo, y pocillo 06 pocillos para el control negativo de

agua destilada.

Se marcé en la base de la placa una linea que indicaron la posicién de los pocillos y
el tipo de solucién para cada uno. Asi mismo se enumerd cada placa con nimeros
arabigos del 1 al 20 en relacién al niimero de placas. Luego se colocaron en cada
pocillo 0.02ml de cada una de las soluciones sobre la superficie del medio y se dejé

reposar por 10 minutos antes de incubarlo.

Incubacion

¢

Posteriormente se procedié la colocacion de las placas Petri en una jarra,
incorporandole el generador de condiciones anaerobias y cerrandola herméticamente
(método de la jarra de anaerobiosis) para después llevarla a la incubadora a 37 °C por

72 horas para luego proceder con la lectura.
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3.6 Procesamiento, andlisis y presentacion de datos:

Una vez recolectados los datos fueron procesados y pasados a Excel, se usé la
prueba de andlisis de varianza (Anova) mediante el estadistico de Fisher (F) y el
nivel de significancia fue usado a 0.05. Esta prueba se usé para comparar los
promedios entre los 6 tratamientos.

También se usé la prueba de T de Student comparativo en los diferentes tamafios de

los halos de inhibicion en las 72 y 96 horas respectivamente.
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CAPUTILO IV.

PRESENTACION DE RESULTADOS

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS:

CUADRO N° 01. Promedio de la medicién de los halos inhibitorios en los cultivos
de Porphyromonas gingivalis, segin sustancia empleada, resultante de su aplicacién

alas 72 horas.

Tipo de Sustancia | mm
0=Extracto etanolico de Piper aduncum al 0,5% | 0.865
1= Extracto etandlico de Piper aduncum 0,25% | 0.625
2= Extracto etandlico de Piper aduncum 0,062% | 0.48

3=Dimetil Sulfoxido , 03
4=Clorhexidina 0.12% 0.455
5=Agua destilada 0.3

Fuente: Ficha de registro de observacion.

GRAFICO N° 01. Promedio de la medicién de los halos inhibitorios en los cultivos
de Porphyromonas gingivalis, segin sustancia empleada, resultante de su aplicacién

alas 72 horas.

72 horas

872 horas

Fuente: Cuadro N° 01.
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Comentario:

Hecha la lectura a las 72 horas de los halos de inhibicién se encontré que cuando se
emplea el extracto etandlico al 0.5% el halo de inhibicion es 0.865, extracto etan6lico
al 0.25% el halo de inhibicién es 0.623, extracto etandlico al 0.062% el halo de
inhibicién es 0.48, al emplear el grupo control blanco, dimetil sulféxido, se produjo
un halo de inhibicién de 0.3, el halo de inhibicién del grupo control positivo, la
clorhexidina, es de 0.455 y el halo de inhibicién del grupo control negativo, el agua

destilada, es de 0.3.

CUADRO N° 02 Promedio de la medicién de los halos inhibitorios en los cultivos
de Porphyromonas gingivalis, segim sustancia empleada, resultante de su aplicacién

a las 96 horas.

Sustancia Empleada | mm
0=Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% | 1.625
1= Extracto etanélico de Piper aduncum 0,25% 1.095
2= Extracto etanolico de Piper aduncum 0,062% | 0.735

3=Dimetil Sulfoxido 0.3
4=Clorhexidina 0.12% 0.81
5=Agua destilada 0.3

Fuente: Ficha de registro de observacién.
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GRAFICO N° 02. Promedio de la mediciéon de los halos inhibitorios en los
cultivos de Porphyromonas gingivalis, segiin sustancia empleada, resultante de

su aplicacion a las 96 horas.

96 horas

E196 horas

Fuente: Cuadro N° 02
Comentario:

Hecha la lectura a las 96 horas de los halos de inhibicién se encontré que cuando se
emplea el extracto etanélico al 0.5% el halo de inhibicién es 1.625, extracto etandlico
al 0.25% el halo de inhibicién es 1.095, extracto etandlico al 0.062% el halo de
inhibicion es 0.735, al emplear el grupo control blanco, dimetil sulféxido, se produjo
un halo de inhibicién de 0.3, el halo de inhibicion del grupo control positivo, la
clorhexidina, es de 0.81y el halo de inhibicién del grupo control negativo, el agua

destilada, es-de 0.3.
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CUADRO N° 03 Comparacién de los promedios de la medicién de los halos
inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis aplicando el agua destilada

(control negativo), a las 72 horas versus 96 horas.

Sustancia Empleada 72 Horas 96 Horas
mim mm
5=Agua destilada 0.3 0.3
0= Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% 0.865 1.625
1= Extracto etanolico de Piper aduncum 0,25% 0.625 1.095
2= Extracto etandlico de Piper aduncum 0,062% 0.48 0.735

Fuente: Ficha de registro de observacion.

GRAFICO N° 03. Comparacién de los promedios de la medicién de los halos
inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis aplicando el agua destilada

(control negativo), a las 72 horas versus 96 horas

2
1.5 i d
1 / 872 horas
96 horas
0.5 id
0 v
5=H20 0=0,50 1=0,25 2=0,06

Fuente: Cuadro N° 03
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Comentario: La grafica nos ilustra la comparacién de los promedios de los halos

inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis donde el agua destilada

presenta un halo inhibitorio de 0.3 a las 72 horas, que se mantiene a las 96 horas.

El extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5%, presenté un halo de inhibicién

de 0.865 a las 72 horas y de 1.625 a las 96 horas. El extracto etandlico de Piper

aduncum 0,25% present6 un halo de inhibicién de 0.625 a las 72 horas y de 1.095

alas 96 horas. Y el extracto etanolico de Piper aduncum 0,062% % presentd un

halo de inhibicion de 0.48 a las 72 horas y de 0.735a las 96 horas.

CUADRO N° 04 Comparacion de los promedios de la medicion de los halos

inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis aplicando la clorhexidina al

0.12% (control positivo), a las 72 horas versus 96 horas.

Sustancia Empleada 72 Horas 96 Horas
mm mm
4=Clorhexidina al 0.12% 0.455 0.81
0= Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% 0.865 1.625
1= Extracto etanolico de Piper aduncum 0,25% 0.625 1.095
2= Extracto etandlico de Piper aduncum 0,062% 0.48 0.735

Fuente: Ficha de registro de observacion.
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GRAFICO N° 04. Comparacion de los promedios de la medicién de los halos
inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis aplicando la clorhexidina al

0.12% (control positivo), a las 72 horas versus 96 horas.

B72 horas

96 horas

Fuente: Cuadro N° 04

Comentario: La grafica nos ilustra la compafacién de los promedios de los halos
inhibitorios en cultivos de Porphyromona gingivalis donde la clorhexidina al 0.12%
presenta un halo inhibitorio de 0.455 a las 72 horas y de 0.81 a las 96 horas. El
extracto etanodlico de Piper aduncum al 0,5%, presentd un halo de inhibicién de
0.865 a las 72 horas y de 1.625 a las 96 horas. El extracto etandlico de Piper
aduncum 0,25% presenté un halo de inhibicién de 0.625 alas 72 horas y de 1.095 a
las 96 horas. Y el extracto etandlico de Piper aduncum 0,062% % present6 un halo

de inhibicién de 0.48 a las 72 horas y de 0.735a las 96 horas.
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CUADRO N° 05. Comparacion de las medidas minimas y maximas de los halos

inhibitorios de los Cultivos de Porphyromona Gingivalis, segun sustancia empleada a

las 72 horas.

Pruebas de Medias Min | Max | Prom.
O=Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% | 0.7 1.1 0.865
1= Extracto etanolico de Piper aduncum 0,25% | 0.5 0.9 0.625
2= Extracto etanodlico de Piper  aduncum | 0.4 0.5 0.48
0,062% .
3=Dimetil Sulféxido 0.3 0.3 0.3
4=Clorhexidina 0.12% 0.4 0.6 0.455
5=Agua destilada 0.3 0.3 0.3

Fuente: Ficha de registro de observacién.

GRAFICO N° 05 Comparacién de las medidas minimas y maximas de los halos

inhibitorios de los Cultivos de Porphyromona Gingivalis, seglin sustancia empleada a

las 72 horas.
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Fuente: Cuadro N° 05
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Comentario:

La gréfica nos ilustra que el halo de inhibicion minimo del extracto etandlico de
Piper aduncum al 0,5% es de 0.7, el halo de inhibicién maximo es 1.1, obteniendo
un promedio de 0.865. El halo de inhibicién minimo del extracto etanélico de Piper
aduncum al 0,25% es de 0.5, el halo de inhibicién maximo es 0.9, obteniendo un
promedio de 0.625. El halo de inhibicién minimo del extracto etandlico de Piper
aduncum al 0,062% es de 0.4, el halo de inhibicién maximo es 0.5, obteniendo un
promedio de 0.48. El halo de inhibiciéon minimo del dimetil sulféxido es de 0.3, el
halo de inhibiciéon maximo es 0.3, obteniendo un promedio de 0.3. El halo de
inhibicién minimo de la clorhexidina al 0.12% es de 0.4, el halo de inhibicién
maximo es 0.6, obteniendo un promedio de 0.455. El halo de inhibicién minimo del
agua destilada es de 0.3, el halo de inhibicion maximo es 0.3, obteniendo un

promedio igual a 0.3.
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CUADROQO N° 06. Comparacion de las medidas minimas y maximas de los halos
inhibitorios de los Cultivos de Porphyromona Gingivalis, segun sustancia empleada a

fas 96 horas.

Pruebas de Medias Min Max | Prom.

O=Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% | 1 2.4 16,250

1= Extracto etanolico de Piper aduncum 0,25% | 0.7 1.4 10,950

2= Extracto etandlico de Piper aduncum | 0.5 12 ,7350

0,062%

3=Dimetil Sulféxido 0.3 0.3 ,3000
4=Clorhexidina 0.12% 04 2 ,8100
5=Agua destilada 0.3 0.3 ,3000

Fuente: Ficha de registro de observacion.
GRAFICO N° 06 Comparacion de las medidas minimas y méaximas de los halos
inhibitorios de los Cultivos de Porphyromona Gingivalis, segun sustancia empleada a

las 96 horas.
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Fuente: Cuadro N° 06
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Comentario:

La gréfica nos ilustra que el halo de inhibiciéon minimo del extracto etandlico de
Piper aduncum al 0,5% es de 1, el halo de inhibicién maximo es 2.4, obteniendo un
promedio de 16,250. EI halo de inhibicién minimo del extracto etandlico de Piper
aduncum al 0,25% es de 0.7, el halo de inhibicién maximo es 1.4, obteniendo un
promedio de 10,950. El halo de inhibicién minimo del extracto etandlico de Piper
aduncum al 0,062% es de 0.5, el halo de inhibipi(')n maximo es 1.2 obteniendo un
promedio de 7,350. El halo de inhibicién minimo del dimetil sulféxido es de 0.3, el
halo de inhibicion maximo es 0.3, obteniendo un promedio de 0.3. El halo de
inhibicién minimo de la clorhexidina al 0.12% es de 0.4, el halo de inhibicioén
maximo es 2, dando un promedio de 8,100. El halo de inhibicién minimo del agua
destilada es de 0.3, el halo de inhibicién maximo es 0.3, obteniendo un promedio

igual a 0.3.
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ESTABDISTICOS DE CONTRASTE

CUADRO N° 07. Contrastaciéon estadistica de 1a Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Extracto etanélico al 0.5%

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacion tip. | Errortip. de la
media
96 h 20 1,6250 ,26926 ,06021
lec72y96
72h 20 ,8650 ,12258 ,02741

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t gl Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas 3,105 ,086 11,488 38 ,000
iguales
lec72y96
No se han asumido 11,488 26,551 ,000
varianzas iguales

Comentario: Hay diferencias entre 72 h y 96 h, siendo

inhibicion

mayor a las 96 h el halo de
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CUADRO N° 08. Contrastacion estadistica de la Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Extracto etandlico al 0.25%

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacién tip. | Error tip. de la
media
72h 20 ,6250 ,07164 ,01602
lec72y96
96 h 20 1,0950 , 31368 ,07014

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

Sig. t ol Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas 69,343 ,000 6,533 38 ,000
iguales
lec72y96
No se han asumido 6,533 20,976 000

varianzas iguales

Comentario: Hay diferencias entre 72 h y 96 h, siendo

inhibicion

mayor a las 96 h el halo de
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CUADRO N° 09. Contrastacion estadistica de 1a Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Extracto etandlico al 0.062%

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacién tip. | Errortip. de la
media
72 h 20 4800 ,04104 ,00918
lec72y96
96 h 20 7350 21831 ,04881

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t oll Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas 33,590 ,000 5,134 38 ,000
iguales
lec72y96 :
No se han asumido -5,134 20,341 ,000
varianzas iguales

Comentario: Hay diferencias entre 72 h y 96 h, siendo mayor a las 96 h el halo de

inhibicion
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CUADROG N° 10. Contrastacion estadistica de la Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Dimetil Sulféxido.

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacién tip. | Error tip. de la
media
72h 20 ,3000 ,00000 ,00000
lec72y96
96 h 20 13000 ,00000 ,00000

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t gl Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas ,000 38 1,000
iguales
lec72y96
No se han asumido ,000 38,000 1,000
varianzas iguales

Comentario: No Hay diferencias entre 72 h y 96 h en el halo de inhibicion en el dimetil

sulfoxido.
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CUADRO N° 11. Contrastacion estadistica de la Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Clorhexidina al 0.12%

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
" media
72h 20 4550 06863 01535
lec72y96
96 h 20 8100 46893 110486

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t ol Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas 14,479 ,001 3,350 38 ,002
iguales
No se han asumido -3,350 19,814 ,003
varianzas iguales

Comentario: Hay diferencias entre 72 h y 96 h siendo mayor a las 96 h el halo de inhibicion
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CUADRO N° 12. Contrastaciéon estadistica de la Prueba T Student aplicada para

diferenciar las sustancias empleadas. Agua destilada.

Estadisticos de grupo

quimtotal N Media Desviacién tip. | Errortip. dela
media
72h 20 ,3000 ,00000 ,00000
lec72y96
96 h 20 ,3000 ,00000 ,00000

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t o] Sig. (bilateral)
Se han asumido varianzas ,000 38 1,000
iguales
lec72y96
No se han asumido ,000 38,000 1,000
varianzas iguales

Comentario: No Hay diferencias entre 72 h y 96 h en el halo de inhibici6n.
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CUADRO N° 13. Contrastacién estadistica de la Prueba de Anova aplicada para

diferenciar los promedios inter e intra grupos, segtin la sustancia empleada.

ANOVA de un factor
Suma de d Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 4,623 5 ,925| 208,947 ,000
lect72h  Intra-grupos ,505 114 ,004
Total 5,128 119
inter-grupos 25,425 5 5,085 69,588 ,000
lect96h  Intra-grupos 8,331 114 ,073
Total 33,756 119

Tabla de resultado de varianza de Fisher.

Comentario: A las 72 horas de exposicion existen diferencias significativas en el
promedio de los halos de inhibicién de la bacteria Porphyromona gingivalis entre los
6 tratamientos (extracto etanolico al 0.5%, extracto etandlico al 0.25%, extracto
etandlico al 0.062%, dimetil sulféxido, clorhexidina al 0.12% y agua destilada) (F =

208,947) y (p = ,000)

A las 96 horas de exposicion existen diferencias significativas en el promedio de los
halos de inhibicién de la bacteria Porphyromona gingivalis entre los 6 tratamientos
(extracto etandlico al 0.5%, extracto etanodlico al 0.25%, extracto etandlico al
0.062%, dimetil sulféxido, clorhexidina al 0.12% y agua destilada) (F = 69,588) y (p

=000)
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CUADRO N° 14. Contrastacion estadistica de la prueba de Tukey aplicada para

diferenciar los promedios de los halos de inhibicién segun sustancia empleada a las

72 horas.
Leyenda

Extracto etandlico de Piper aduncum al 0,5% 0
Extracto etandlico de Piper aduncum 0,25% 1
Extracto etandlico de Piper aduncum 0,062% 2
Dimetil Sulfoxido 3
Clorhexidina 0.12% 4
Agua destilada 5

Sustancia N Subconjunto para aifa = 0.05

empleada

1 2 3 4

3,00 20| ,3000

5,00 201 ,3000

4,00 20 ,4550

2,00 20 ,4800

1,00 20 ,6250

,00 20 ,8650

Sig. 1,000 ,842 1,000 1,000
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Comentario:

A las 72 horas de exposicidon, segun los halos de inhibicién en la bacteria

Porphyromona gingivalis entre los 6 tratamientos, resultaron 4 grupos:

e El primero grupo es el de menor halo de inhibicién formado por el agua
destilada y el dimetil sulfoxido

e El segundo grupo es la clorhexidina al 0.12% y el matico al 0.062%

e El tercer grupo formado por el matico al 0.25%

e Y el cuarto grupo el matico al 0.5%

Por ende se observa la secuencia de menor a mayor en didmetro de los halos de
inhibicion: agua= dimetil < clorexidina=extracto etanodlico 0.062< extracto etandlico

0.25< extracto etandlico0.5

El cual demuestra que el extracto etan6lico al 0.5% tiene mayor halo inhibitorio sobre

las bacterias de Porphyromonas gingivalis.

quimicos N Subconjunto para affa = 0.05
1 2 3 4
3,00 20| ,3000
5,00 20| ,3000
2,00 20 , 7350
4,00 20 ,8100
1,00 20 1,0950
,00 20 1,6250
Sig. 1,000 ,951 1,000 1,000
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Comentario:

A las 96 horas de exposicién, segiin los halos de inhibicién en la bacteria

Porphyromona gingivalis entre los 6 tratamientos, resultaron 4 grupos:

e El primero grupo es el de menor halo de inhibicién formado por el agua
destilada y el dimetil sulfoxido

e El segundo grupo es la clorhexidina al 0.12% y el matico al 0.062%

¢ El tercer grupo formado por el matico al 0.25%

e Y el cuarto grupo el matico al 0.5%

Por ende se observa la secuencia de menor a mayor en didmetro de los halos de
inhibicion: agua= dimetil < clorexidina=extracto etandlico 0.062< extracto

etanolico 0.25< extracto etandlico0.5
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CAPITULO V
DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo encontrar la accién antibacteriana del extracto
de Piper aduncum en comparacioén con la clorhexidina al 0,12 % especificamente

sobre cepas de Porphyromonas gingivalis

En la presente investigacién los resultados nos demostraron que existen diferencias
significativas con respecto al tamafio de los halos de inhibicién en las distintas
concentraciones utilizadas del extracto etandlico de Piper aduncum (0.5% - 0.12% -
0.062%), se ha determinado que el extracto de Piper aduncum resulta ser mas eficaz
sobre estos microorganismos en comparacién con la clorhexidina 0.12% en las dos
mediciones horarias en que se realizé la lectura, lo que concuerda con los estudios
realizados por Matute, M. '° que tratan sobre las propiedades antibacterianas del
Extracto etandlico de Piper aduncum en bacterias anaerobias como Streptococcus
mutans y Lactobacilos Casei, obteniendo también formaciones de halos inhibitorios,
el diametro del halo de inhibicién sobre el estreptococos mutans a las 24 y 48 horas
fue mayor en el extracto alcohdlico de matico en comparacién con el clorhexidina al
0,12 % y el diametro del halo de inhibicién sobre el lactobacilos casel a las 24 y 48
horas fue mayor en el extracto alcohdlico de matico en comparacién con la

clorhexidina al 0,12 %
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En nuestra investigacion se emplearon concentraciones de 0.00 6ug/mL, 0.025ug/mL
y 0.050ug/mL las cuales son menores que las que emple6 Arroyo, J “et al”. (2013) °
que evalud el efecto antitumoral del aceite esencial de Piper aduncum (matico) in
vitro en siete lineas celulares tumorales humanas y determino la toxicidad oral en
ratones. El Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular (IC50), dosis letal 50
(DL50). El aceite esencial mostré IC50 mayor a 250 ug/mL para las lineas celulares
los niveles de IC50 estuvieron entre 20 ug/mL y 250 ug/mL. DL50 > 2 000 mg /kg.
Y concluyd que el aceite esencial de P. aduncum no present6 efecto antitumoral in
vitro para las siete lineas celulares tumorales humanas y no fue toéxico lo que nos
indica que nuestras concentraciones tampoco serian toxicas si se hacen pruebas en

seres vivos

Los promedios de medicion de los halos de inhibicién para cada concentracion de
extracto etandlico que fue empleada en nuestra investigacién mostraron que todas las
concentraciones de extracto de Piper aduncum presentaron actividad antibacteriana;
con promedios para el de extracto de Piper aduncum al 0.5% de 16.25 mm, para el
extracto de Piper aduncum al 0.12% es de 10.95 mm y en menor didmetro para el
extracto de Piper aduncum al 0.062 % es de 7.35 mm lo que difiere a la
investigacion de Calderdn, A. que determina la actividad antibacteriana in vitro de
soluciones de Propdleo Etandlico a diferentes concentraciones sobre dos bacterias
periodonto patdgenas frecuentes en la enfermedad periodontal, realiz6 una prueba
piloto con Cepas ATCC Porphyromona gingivalis y Fusobactertum nucleatum para

comprobar la actividad antibacteriana del Propoleo a sus diferentes concentraciones
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del 5% -15% - 30%, y los resultados mostraron que todas las concentraciones de
Propoleo Etandlico presentaron actividad antibacteriana; con promedios para el
Propoéleo Etandlico al 5% de 17.15 mm, para el Propéleo Etandlico al 15% de 22 mm
y en menor didmetro para el Propdleo Etanélico al 30% de 15.9 mm. Se concluye
que el Propdleo Etandlico al 15% presentdé una mayor actividad antibacteriana,
mientras que al 30% se observé una disminucién en esta, debido que a mayores
concentraciones de Propdleo este tiende a saturarse y por lo tanto disminuir su
actividad antibacteriana; = mientras que el extracto de piper aduncum a mas

concentracion mayor potencial antibacteriano.

Cabe resaltar que para la presente investigaciéon utilizamos como control negativo
agua destilada, y dimetil sulfoxido (solvente del extr‘acto) la cual no formé halo
inhibitorio en ninguno de los ensayos, manteniéndose como constante en 0 mm. Lo
cual nos sirve a manera de control de calidad garantizando la siembra bacteriana y
que la formacién de los halos inhibitorios alrededor de los pocillos de las diferentes
concentraciones de extracto de Piper aduncum y clorhexidina fueron formados por
estas sustancias.

Finalmente esta investigacién nos permite demostrar que el extracto Piper aduncum
que se obtiene de la maceracion las hojas de matico y etanol tiene efecto antibacterial
sobre cepas de Porphyromonas gingivalis, frente a la existencia de resultados con
algunas semejanzas con otras sustancias, seria importante comparar nuevos

resultados aplicando estas sustancias.
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CONCLUSIONES

El extracto etanélico de Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano
sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis y en las diferentes
concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.062% %, independientemente, muestran

un efecto inhibitorio.

Las concentraciones del extracto etandlico de Piper aduncum de 0.5% y
0.25%, tiene mayor efecto antibacteriano que el grupo control positivo, la

clorhexidina 0,12 % frente a cepas de Porphyromonas gingivalis.

La concentracion del extracto etanolico de Piper aduncum al 0.062% tiene
1gual efecto antibacteriano que el grupo control positivo, la clorhexidina 0,12

% frente a cepas de Porphyromonas gingivalis.

Las concentraciones del extracto etanélico de Piper aduncum de 0.5%, 0.25%
y 0.062% tiene mayor efecto antibacteriano que el grupo control negativo, el

agua destilada, frente a cepas de Porphyromonas gingivalis.

Existe un mayor efecto de antibacteriano del extracto etandlico de Piper

aduncum al 0.5%, 0.25% y 0.062% a las 96 horas en comparacion de las 72

horas en las cepas de Porphyromonas gingivalis.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio de biocompatibilidad y citotoxicidad del

Piper aduncum

Se recomienda realizar estudios con respecto a la composicion quimica del
Piper aduncum con el fin de determinar el o los compuestos quimicos que

causan la accion antibacteriana.

Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(MIC) y Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del extracto etanélico

de Piper aduncum.

Se recomienda realizar trabajos comparativos entre las distintas especies del

Piper.

Realizar estudios in vivo del extracto etandlico de Pipe aduncum, a fin de

verificar, si con los resultados in vitro son similares.

Comprobar el efecto antibacteriano del Piper aduncum en la preparacion de

pomadas, colutorios y pastas dentales para ser utilizadas en pacientes con

enfermedad periodontal.
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ANEXO N° 01

PIPER ADUNCUM (MATICO)

Fig. N° ol
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TABLA N°1

Tabia 1. Estudio Soqulerics do los extracios scuosoy elandiits o s hojas de “mafes”

Metabolitos secundatios: Rx Extracto acuoso Exteacto etandlico
Afealolties : Dragendorff + e
Flavonoldes : Shinoda ) ot
Saponinas Espuma ++ +
Fendlicos : Cloruro féerico b b
Agceites : Olar v N
Taninos : Gelatina ++ e
Esteroides : L. Burehard - +
Aminodcide @ Ninhicrina - -
Quincoas ; Botlranger - ¥

¢y = Ausencia f+} = Poca cantidad
(4} = Regularcantidad  {+++} = Baslante cantidad
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ANEXO N°2

ENCUESTA ETNOBOTANICA

ENCUESTA ETNOBOTANICA

Proyecto Matico Odontologia UNHEVAL — Huanuco 2014

Datos Personales del Encuestado

SEXO: EDAD:

LUGAR DE NACIMIENTO: LUGAR DONDE
VIVE:

HACE CUANTO TIEMPO VIVE EN ESTE LUGAR: OCUPACION:

1. ¢Qué plantas medicinales usted ha usado? ¢ Qué tipo de dolencia trata
con estas plantas?

2. ¢ Ha escuchado alguna vez sobre el matico? ;Lo ha usado alguna vez?

Si la respuesta es SI, siga con el cuestionario
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3. ¢ Para qué usa el matico?

4. ; Qué parte de la planta usa?

5. ¢En qué estado usa el matico, son tiernas o maduras?

6. ¢ Como consigue el Matico?

8. ¢, Qué cantidad de preparado usa y durante cuanto tiempo trata esas
enfermedades?

112



113




ANEXQO N° 03

FICHA DE OBSERVACION DEL EXPERIMENTO

UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN

FACULTAD DE MEDRICINA HUMANA

ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA.

N de muestra

TITULO:

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PIPER
ADUNCUM (MATICO) FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONAS

GINGIVALIS (ESTUDIO IN VITRO) LIMA -2014

OBJETIVOS:

(Cudl es el efecto antibacteriano del extracto etanolico de piper aduncum

(matico) frente a cepas de Porphyromonas gingivalis (estudio in vitro)?

e) ;Cudl es la concentracién que tiene mas efecto antibacteriano de
extracto etandlico de piper aduncum (matico) frente a cepas de

Porphyromonas gingivalis?
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f) (Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
piper aduncum (matico) en comparacion con la clorhexidina frente a

cepas de Porphyromonas gingivalis?

g) (Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
piper aduncum (matico) en comparacion con el agua destilada frente a

cepas de porphyromonas gingivalis?

FICHA DE OBSERVACION DE EXPERIMENTO

1. EXTRACTO EMPLEADO

72 horas 96 horas

Extracto etanédlico 0.062
Extracto etandlico  06.25
Extracto etanélico 0.5
Clorhexidina 0.12%}

Agua destilada

2. EFECTO SOBRE CRECIMIENTO ANTIBACTERIAL

Hale inhibitorio 72 h

Halo inhibitorio 96 h
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ANEXO N° 04
VALIDACION BE LAS ENCUESTAS

Directora del Musec de Etnobiolota de la Universidad Privada Ricardo Palma- Lima:
" Lic. Gonzales de la Cruz Mercedes

1. DATOS GENERALES:
1.1 Apellidos y Nombres def Informante:
1.2.. Cargio-¢ Institucion donde labara: Mcﬂfn:;

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
L3 Nombrc del Instrumenta monvo dc evaluacidn:
Encierti.. 2Xnoboclanico

I/UET 6
(3 Tuulo de: Su hwcsuﬂacmn

tAmet au&ﬁaoﬁmm& aﬂe P(pe

U'(LP—

— aLEféLﬁan‘m //\4

!

Au' or &k.l {ustramento a CL,% 4 < f,cmwo, 54 " S" ‘wvebin
(2% o &'J\Ql CZ U{ 141‘_?::&:) ] E 22:
i A&Z TOS DE VALIDACION: } S &
Muy .
y ey Fpor - Deficients | Regutor | Buiona o, |ENCeiente
INDICADORES CRITERIOS 00-20% 21—%50% A160% 6::1.;3; 1 00%
LELARIDAD Estd fortmulado  con  lenguaje e
) - aprapiado. ) el
LOBJETIVIDAD Estd, expresade en conductas .
{ observables. ~
3ACTUALIDAD ‘Adecuado ol avance de ko V4
ciencia v fa wenologia. . i 1. . N
LORGANIZACION | Existe una ocganizacion ldgica, | e
S.SUFICIENCIA Comprende los  aspectos  en ;
4 cantidad v calidad ' <
GINTENCIONALIDAD [ Adcevado para valorar aspectos v
‘ dé I investigacion. B . B
ZCONSISTENCIA " [Basado e aspectos  tedricos /
_Lcientificos,. . | LA
| 3. COHERENCIA Enre lus “dimensiones, |
indicadores e indices.. e
LMETODOLOGIA La  estrategin  responde  al 5%
propasite de fa investigacion, P |
J0COPORTUNIDAD  HEI instrumento serd aplicada en. L
ol mamientr oporlund o mds /
adecuada segin sus-
-procedimientos, :
PROMEDIO [5CF I
VALIDACION .
‘Adovado de: OLANG. Adilic, (20031
i, PROMEDIO DE VALORACION: ....9!.(.....%‘1\',: OPINION DE APLICABILIDAD:

(...} Elinstrumento puede seraplicado, tal como esti elaboreatdo.

(e ) El jnsteumento debeser mcjorm.lo antes de seraphc:\do

Lugar ¥ fecha: ,&UKO,Z?)CJQ—C ket

NOBIOLOGIA -

¢€ Gonzales de ja Cror
PIRKCTII \
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Parasitologo del Equipo de Investigacion del Wabash College: Cirdenas Callirgos, Jorge

Estadista de la Universidad Ricardo Palma-Lima Iannacone Oliver, José Alberto.

N

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

B
I. DATOS GENERALES: ~ STO
L.k Apellidos y Nombres del nformante;; -
1.2, Cargo eInstitucion donde Yabera: 1 £
1.3 Nombre def lnstrumumo motivo deeval uacum‘

i Tr(ulq ,dg Ia lnvest’lgacmn:

P T S T TOPCr TN

E& Autor det Tnsthuménios

1L ASPECTOS DE VALIDACION:

Deéficiente | Régutar | Bucnd Excelente

INDICADORES CRITERIOS 0-20% | 2150t | 4100 | Buena | g 5any
JLCL AR!I)AD Bsid formulado con !cngua;e R i
apropiado. .
20BIETIVIDAD Esth  expresado en umduchs
: e, obSErAblES,
JACTUALIDAD Addcuado al avanee de fa

. e __féhgieia v la fecnologia.

4 ORGANIZACION | Existe una organizacion. [ogica.
SSUFICIENCIA Comprende “los  gspectos en
] cantidad v colidud :
G INTENCIONALIDAD] Adecuddo para valorar aspegtos
dela Investigagion,

1 7Z.CONSISTENCEA Basudo en aspectos  tedrico-
X k :Cién.ﬁﬁc’;)Sr e -
| RCOHERENCIA S Enwy Tag dimenstones.,.

| indicadores ¢ indices. )
9METODOLOGIA.  {l:a  cstrafegia  vesponde  al

) - ___1propdsita de la investivacion.
10, OPORTUNIDAD - LEI instrumento serd aplicado en
el momenty opartune o mis
 adecindo scgln sUs
procedimientos.

PROMEDIO DI
VALIDACION i
Adapinde de: OLANO. ntilio. (2003).

[t PROMEDIO DE \'.-\LORACSON ?@ﬁ o: §V: GFINION DE APLICABILIDAD:

(i/f El insteuniento pucde seraplicade, tal como estd elabiorado..
_ L. Ebinstramente debe ser mejorade autes de ser aplicade.
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ANEXO 05

CONSTANCIA DE LA CERTIFICACION DE LA PLANTA

Directora del Museo de Etnobotinica de la Universidad Privada Ricardo Palma- Lima
Gonzales de la Cruz Mercedes

CONSTANCIA

DETERMINACION DE ESPECIMENES

La que suscribe deja constancia que la muestra botanica (rama florifera)
analizada, presentada por las sefioritas:Beatriz Espejo Evaristo y Giselle Ruiz
Angulo, corresponde a la especie Piper aduncum L. perteneciente a la familia
Piperaceae

Por lo que se expide la presente constancia de determinacion para los
fines que crean pertinentes.

Surco, 03 de Noviembre de 2014

Biga. Mercedes Gonza!ez dela Cruz
cBP: 1778
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ANEXO 06

CONSTANCIA DE LA CERTIFICACION DE LABORACION BEL

EXTRACTO ETANGLICO PIPER ADUNCUM

Quimica Farmacéutica Bertha Jurado Texeira de la Universidad de Biologia y
Quimica San Marcos.

CONSTANCIA

Se deja constancia que las Srtas. Bachilleres: RUIZ ANGULO, Giselle Madeltin y
ESPEJO EVARISTC Jaquelin Beatriz de fa facultad de Medicina Humana EA.P.
Odontologia de la Universidad Macional Hemmilic Valdizan han realizado Ia
prepa(acién del exiracto etandlico, tamizaje fitoquimico y la prueba de solubilidad
para el desarmrolio de su proyecto de tesis titulada: “Efecto antibacteriano de Piper
aduncum (matico) sobre cepas de Frophyromanas gingivalis — in vitro®, que se

realizé en el mes de enero de 2015.

Se expide [a presente consiancia para los fines que-sean convenienfes.

Lima, 03 de marzo del 2015.

C.OFA N° 3501
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ANEXO 07

CONSTANCIA DE HABER REALIZADO LA PRUEBA ANTIBACTERIANA

Microbiclogo Elfer Valdivia Paz-Soldan

CONSTANCIA

Se deja constar que las sefioritas Bachilleres ESPEJO EVARISTO, Beatriz
Jaquelin y RUIZ ANGULO, Giselle Madellin de la Facultad de Medicina
Humana EAP de Odontologia-de la Universidad Nacionaf Hermilio Valdizan han
realizado la siembra, incubacion bacteriana y las Pruebas de sensibilidad
" bacteriana para-el desarrolto del proyecte de tesis titulada:

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PIPER
ADUNCUM (MATICO) FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONAS
GINGIVALIS (ESTUDIO IN VITRO) LIMA-2014

Que se llevé a cabo el mes de marzo del 2015 en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Cientffica. del Sur, a cargo del microbidlogo
Eifer Valdivia Paz-Soldan.

Se expide la presente constancia para los fines que sean convenientes.

Lima 28 de marzo del 2015

ELFER VALDIVIA A PAZSOLDNG |

ELFER VALDIVIA PAZ SOLQ&‘*

Bialoge-Micre bidluge + +CBEA
rdiniador LAB. Micfcb{cxm.i
I CBUR
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ANEXO 08

CERTIFICACION DE LA BACTERIA

~Fee BN
e e AR
T

TR T
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ANEXO N°09

DATOS DE LA PLANTA
Propiedad Extracto
Olor Suigeneris
Color Verde oscuro
Sabor -
pH 5
Prueba de Solubilidad:

LEYENDA: (-) Insoluble

(++) Soluble (+++) Muy soluble

Solventes Extracto Seco
Agua destilada -
Etanol e
Metanol + 4+
n-butanol T+
Acetato de etilo +++
Diclorometano ++ 4+
Cloroformo +++
Tamizaje Fitoquimico:
LEYENDA: (-) Nulo (+) Leve (++) Moderado (+++) Abundante
METABOLITO REACCION PROCEDIMIENTO REACCION
POSITIVA
Antrona (Antrona en | X gotas de MP +III | Coloracidén verde
H2504 cc al 2%) gotas de Antrona (+++H+3
Feling ( A: CuSO4; X gotas de MP + III | Coloracién rojo
CARBOHIDRATOS | B: tartrato mixto de gotas Fehling A + II | ladrillo
potasio y sodio gotas de Febling B + | (++++)
(KNaC4H406.4H20) | calentar en B.M
COMPUESTOS FeCl3 X gotas de MP + I | Coloraciéon verde o
FENOLICOS gotas de FeCl3 10% | azul
(++++)
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TANINOS Gelatina X gotas de MP +III | Precipitado denso
gotas de gelatina blanco (++++)
Shinoda X gotas de MP + 1- | Chalconas, auronas,
2 virutas de Mg isoflavanonas: no
metalico y Il gotas | hay coloracion.
de HCI cc
Isoflavanonas:
amarillo rojizo
FLAVONOIDES
Flavanonoles: rojo a
magenta
Flavonas y
flavonoles: amarillo
arojo.
(+H++)
ANTOCIANINAS Y | Rosenheim X gotas de MP + II | Coloracion rojo
FLAVONOIDES gotas de rosenheim | oscuro
CATEQUICOS (sol. Yodo yodurada)
)
AMINCACIDOS Ninhidrina (0.1% en | X gotas de MP + III | Coloracion violacea
LIBRES Y GRUPOS | etanol) gotas de ninhidrina
AMINO + calentar en B.M 10 | (=)
min
Dragendorff (yoduro | X gotas de MP + Precipitado naranja
potasio — bismuto ) evaporar el solvente | (++)
B.M + V gotas de
HCI 10% + 111 gotas
de Dragendorff
Mayer (yoduro de X gotas de MP + Precipitado blanco
potasio mercarico) evaporar €l solvente | (+++)
B.M + V gotas de
HCI 10% + III gotas
ALCALOIDES

de mayer

Bertrand (acido silico
— tungstico)

X gotas de MP +
evaporar el solvente
B.M + V gotas de
HCI 10% + III gotas
de Bertrand

Precipitado blanco
(+++)

Sonrenschein (dcido
fosfomolibdico)

X gotas de MP +
evaporar el solvente
B.M+ V gotas de

Precipitado amarillo-
verdoso
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HC1 10% + III gotas

de Sonrenschein (+++)
NAFTAQUINONAS, | Borntrager NaOH X gotas de MP + TII | Coloracién roja
ANTRAQUINONAS | 5%) gotas de Borntrager
Y ANTRANONAS (-)
Lieberman - X gotas de MP + Esteroides : verde
Bourchard llevar a sequedad en | azul (++++)
TRITERPENOIDES B.M + X gotas de
Y ESTERQIDES anhidrido acético + | Triterpenoides: rojo
H2S04 cc en zona (| naranja
por la paredes del
tubo) sin agitar
ImL de MP + 5 Formacionde 0.5a 1
y mLde agua destilada | cm de espuma
SAPONINAS Generacidn de + agitar fuerte por 1 | estable x 15 min (-)
espuma min
X gotas de MP + V| Coloracion
i ) gotas de acido anaranjada (+++)
GLICOSIDOS Baljet picrico 1% + V
gotas de NaOH al
5%
X gotas de MP +V | Coloracién rojo
gotas de oscuro
LACTONAS Legal nitroprusiato de Na
0.5% + V gotas de Q)
KOH 2N
X gotas de MP + Fluorescencia celeste
) Papel humedecido
CUMARINAS NH40OH cc 6 NaOH | con NH40OH cc 6 (+++)
10% NaOH 10% en boca
de tubo + calentar
por 5 min
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ANEXO N°10

r

SECUENCIA DE ELABORACION DEL PROYECTO

0 Piper aduncum (matico) en su habitad en la ciudad de Huanuco

FIG. 1: se recolect

provincia de Ambo
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Secado de las hojas de Piper aduncum (matico)

FIG. 2

moliendo las hojas secas de Piper aduncum (matico)

FIG.3
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FIG. 5: se llevd el contenido a un frasco de color ambar
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96°

FIG 7: se macer6 durante 10 dias agitando el contenido todos los dias
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FIG 8: se col6 el macerado con ayuda de una gasa
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FIG 10: se tomé un poco de [a muestra y se realizo las pruebas fotoquimicas

. 130




FIG 11: luego de obtener el extracto seco procedemos hacer las diluciones con dimetil
sulféxido




PRUEBA ANTIBACTERIANA

FIG 13: se tomé bacterias Porphyromonas gingivalis
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FIG 15: se marco la placa para colocar en orden las sustancias
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FIG 16: se colocd la mezcla de porphyromonas mas el caldo nutritivo en el agar SHAEDLER

FIG 17: se hicieron 6 pozos
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FIG 18: se colocd en cada pozo el extracto al 0.5%, 0.25%, 0.062% dimetil sulféxido,
clorhexidina 0.12% y agua destilada respectivamente
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FIG 19: se colocaron las placas en una jarra de anaerobiosis con un sobre de CO2

(acondicionador para anaerobios)

FIG 20: se puso la jarra en la incubadoraa 37 °
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FIG 22: segundo lectura 96 horas
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Hao de ft (Uversifescim Froductiva v del firtalecinbonts de Iy fducacian

UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN DE HUANUCG

FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS PARA OPTAR EL TITULO
PROFESIONAL DE CIRUJANO DENTISTA

En Cayhuayna, a los.4}dias del mes de’dén/ ............ del afio dos mil quince, stendo las.l.( horas
coni?..minutos, y de acuerdo al Reglamento de Grados y Titulos de la UNHEVAL, se reunieron en el
aula N° 301 de la EAP de Odontologia, los miembros del Jurado Calificador de tesis, nombrados con
Resolucion N° 110-2015-UNHEVAL-FM-D, de fecha 23.Abr.2015, para proceder con la evaluacién de la
Tesis ttulada: “EFECTC ANTIBACTERIANQ DEL EXTRACTG ETANOLICO DEL PIPER ADUNCUM
(MATICO) FRENTE A CEPAS DE PORHYRGMONAS GINGIVALIS, (ESTUDIO IN VITRO) LiMA -
2014”, elaborado por las Bachilleres en Odontologia ESPEJO EVARISTO, Beatriz Jaquelin y RUIZ
ANGULO, Giselle .

El Jurado Calificador de Tesis esté conformado por los siguientes docentes:

+ CD. César Lincoln GONZALES SOTO Presidente
+ Mg. Miguel Nino CHAVEZ LEANDRO Secretario
+ CD.Jubert Guillermo TORRES CHAVEZ Vocal

+ CD. Rafael CACHAY CHAVEZ Accesitario

Finalizado el acto de sustentacién de Tesis, el Presidente del Jurado Evaluador indica a los sustentantes y al ptiblico
presente retirarse de la sala de sustentacién por un espacio de cinco minutos para deliberara y emitir la calificacién
final, quedando...zﬂf!@ﬁ?ﬂsﬂd ..... los sustentantes ESPEJO EVARISTO, Bealriz Jaquelin y RUIZ
ANGULO, Giselle, con la nota de ...ﬁ...equiualente a ..LX0EEE T &, con lo cual se da por concluido el proceso de
sustentacién de Tesis a horas . £.2-.01) en fe de lo cual firmamos.

Cayhitayna, abril s\xdel 2015
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