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RESUMEN (iii)
La presente investigacion se realizé con el objetivo de evaluar la efectividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Pelargonium x hortorum L. H. Bailey
en diferentes concentraciones sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis ATCC
33277 y compararlos con el gluconato de Clorhexidina al 0,12%. La efectividad
antibacteriana se determino usando el método de difusion en pozo, se emplearon 25
cultivos de Porphyromonas Gingivalis ATCC 33277, las cepas se incubaron en
anaerobiosis a 37° por 72 horas. Para la dilucion del extracto se empled
Dimetilsufoxido (DMSO), que también fue usado como control negativo junto con el
agua destilada, luego cada una de las diluciones se compard con el gluconato de
Clorhexidina al 0,12%. Los halos de inhibicion se midieron a las 72 horas con una
regla milimetrada y fueron anotados en una ficha de registro. El anélisis fitoquimico
preliminar se realizé mediante el ensayo a la gota. Los datos obtenidos se sometieron
a andlisis estadisticos de ¢ de Student y ANOVA. Los resultados mostraron que el
promedio del diametro del halo de inhibicion del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum 'a 6,25 mg/ml es de 3,68 mm; a 12,5 mg/ml es de 5,50 mm; a 25 mg/ml
es de 7,18 mm y a 50 mg/ml es 11,44 mm y el gluconato de Clorhexidina al 0,12%
fue 10,32 mm. En conclusion el extracto etanolico de Pelargonium x hortorum a
50mg/ ml presenté mayor efectividad antibacteriana sobre cepas de Porphyromonas

Gingivalis, incluso mayor efectividad que el gluconato de Clorhexidina al 0,12%.

Palabras clave: Pelargonium x hortorum L. H. Bailey, extracto etandlico,

efectividad antibacteriana, Porphyromonas gingivalis.



SUMARY
This research was conducted to evaluate the in vitro antibacterial effectiveness of the
ethanol extract of Pelargonium x hortorum LH Bailey in different concentrations on
Porphyromonas gingivalis ATCC strains 33277 and compared with chlorhexidine
gluconate 0.12%. The antibacterial effectiveness was determined using the well
diffusion method, 25 cultures of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 was used,
the strains were incubated anaerobically at 37 ° for 72 hours. For the dilution of the
extract employment dimethylsulfoxide (DMSO), which also was used as a negative
control with distilled water, then each of the dilutions was compared with
'chlorhexidine gluconate 0.12%. The halos of inhibition were measured after 72 hours
with a millimeter ruler and were recorded on a registration form. Preliminary
phytochemical analysis was performed using the test to gout. The data obtained were
subjected to statistical analysis, Student t test and ANOVA: The results showed that
the average diameter of the inhibition halo ethanolic extract of Pelargonium x
hortorum to 6.25 mg / mi is 3.68 mm; 12.5 mg / ml is 5.50 mm; 25 mg / ml is 7.18
mm and 50 mg / ml is 11.44 mm and chlorhexidine gluconate 0.12% was 10.32 mm.
In conclusion the ethanol extract of Pelargonium x hortorum to 50mg / mi has greater
antibacterial effectiveness oﬁ strains of Porphyromonas gingivalis, even greater than

the chlorhexidine gluconate 0.12%.

Key words: Pelargonium x hortorum LH Bailey, ethanol extract, antibacterial

effectiveness, Porphyromonas gingivalis.
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INTRODUCCION

Se sabe que desde la prehistoria €l hombre ha utilizado uno de los recursos
mas valiosos que nos brinda nuestra naturaleza, estas son las plantas medicinales. El
hombre ha tenido la capacidad de descubrir, observar y experimentar con la
diversidad de plantas que pusieron en su camino a través de la evolucidn; a veces
acerto otfas veces se intoxicO, pero todo é€xito o fracaso vivido en busca de la
solucion a alguna patologia, malestar o dolor fue valioso para transformar la
medicina.

Las plantas no solo se utilizan en la medicina también se aplican a la industria
alimentaria, la cosmetologia, entre otros, esto es gracias a que muchas de ellas
expiden olores y esencias agradables al ser humano.

El Perti es un pais que cuenta con una gran diversidad de plantas, lo cual nos hace
uno de los 12 paises mds ricos y megadiversos del planeta; posee alrededor del 10%
de especies de la flora mundial, (25 000 especies) de las cuales, 30% son endémicas;
ocupa el primer lugar en nimero de especies de plantas con propiedades medicinales
utilizadas por la poblacion (4 400 especies).’

Es conocido que muchas plantas de la flora medicinal del medio peruano y de otros
paises, poseen efecto antibacteriano y antiinflamatorio en virtud a que la mayoria
contiene flavonoides y triterpenoides, taninos, entre otros componentes qul’micos,2
por tal motivo en los Gltimos afios los estudiantes avocados al campo de la medicina
de las universidades de nuestro pais han puesto énfasis en realizar investigaciones de

las propiedades curativas de las plantas; sus propiedades antiinflamatorias,
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analgésicas, antimicoticas, antibacterianas. Los odont6logos no son ajenos a este
tema, ya que en el campo de la odontologia diversas facultades han realizado trabajos
de investigacion sobre plantas medicinales; entre estas se menciona al aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) que demostr6 actividad antibacteriana frente a
bacterias orales. El enjuague bucal de Aloé vera resulté ser un agente inflamatorio
gingival,3 y por ultimo, el extracto acuoso de Pelargonium peltatum presentod
actividad antibacteriana frente a bacterias cario.génicas.4 De este modo algunas
plantas medicinales en el éreé de la salud dental estdn siendo utilizadas en diversas
formulaciones farmacéuticas, asi tenemos: los enjuagues bucales, colutorios,
soluciones topicas, pasta dental entre otros. Los beneficios que ofrecen a la poblacion
son mejores tanto en el aspecto terapéutico como econémico.’

Como muchas otras plantas el Geranio es ‘una planta que cuenta con buenas
propiedades medicinales; el Geranio se clasifica dentro de la familia Geraniaceae
Juss., esta familia incluye entre cinco y once géneros a los que pertenecen unas 750
especies, los géneros mas conocidos son Erodium y Geranium al nivel de plantas
silvestres y Pelargonium en cuanto a plantas de jardines, se distribuyen por todo el
mundo encontrandose desde zonas frias hasta zonas tropicales.” Los constituyentes
mayoritarios del aceite de geranio son citronelol y geraniol, 6 a los cuales se podria
atribuir sus propiedades antibacterianas, antifungicas, ademas de ser anti bronquial,

4,67 entre otros.

antihemorragico, cicatrizante,
Sabiendo que somos un pais que necesita alternativas mas econémicas para mejorar

la salud bucal y por encontrarnos inmersos en una flora maravillosa, este estudio
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tuvo como objetivo determinar la efectividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey (geranio comiin) sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis, ya que estudios de esta naturaleza son los pilares para
futuras investigaciones con esta planta como posible alternativa para el tratamiento
de la enfermedad periodontal, para ello se necesitan otras metodologias y confirmar

esta posibilidad.
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CAPITULO L
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Origen y definicion del problema.

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades orales mas
prevalentes en el mundo® y también es la causa primaria de pérdida de dientes
permanentes en el hombre.® ° El Peri no es ajeno a este mal, estudios
realizados por el Ministerio de Salud demuestran que un 85 a 90% de la
poblacién peruana la padece.” En el caso de la enfermedad periodontal, no se
ha podido lograr hasta la fecha un agente especifico, como es el caso del flior

10, 11

en la caries dental, capaz de prevenir las periodontopatias; solo se cuenta

hasta el momento con Ia eliminacion de los factores locales mediante la

1213 Un agente

fisioterapia bucal y el uso de agentes antibacterianos.
antibacteriano muy utilizado por los odontélogos es el Gluconato de
Clorhexidina, que por su alto costo se hace inaccesible para la mayoria de las
personas, ademas de poseer efectos colaterales como la tincion de dientes y
partes blandas, alteracion del sentido del gusto, sensacion de quemazon,

sequedad de tejidos blandos, lesiones descamativas y ulcerosas de la mucosa

gingival."*

De acuerdo a los problemas mencionados las plantas medicinales se
convierten en una alternativa curativa de menor costo. Para ello, es necesario
que aprendamos a investigar los recursos naturales, pero con los métodos y

requerimientos técnicos que la ciencia actual exige.> Estos conocimientos,
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debidamente sistematizados, deben contribuir a resolver, en parte, los
problemas de salud de la poblacién menos favorecida y mas alejada de la
modernidad, cuyas posibilidades de curarse son actualmente limitadas por el
alto costo de los farmacos modernos. '

Segiin nuestra realidad se sabe que la poblacién usé plantas tradicionales
para tratar de forma casera algun problema bucal, sin embargo muchas de
estas plantas no cuentan con estudios cientificos sobre sus propiedades 0
toxicidad, lo cual no garantiza de manera ética y cientifica su actividad
terapéutica, convirtiendo esto en una situacién problematica. Un aspecto
importante, para que se empleen de forma racional las plantas medicinales,
esta dado por la validaciéon basada en investigaciones que demuestren o
contribuyan a probar las acciones farmacolégicas, la seguridad y la calidad
que son, a criterio de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), los 3
pilares para el empleo de las plantas medicinales y de la medicina tradicional

en los sistemas de salud.!®

Segiin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en los uitimos afios un
80% de la poblacién mundial ha recurrido a las plantas medicinales para
tratar diversas enfermedades o afecciones.!” El Perti ocupa el primer lugar en '
nimero de especies de plantas con propiedades medicinales utilizadas por la
poblacion, ! por lo tanto se deberian realizar estudios de investigacion que

garanticen su seguridad y eficacia.
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En la medicina tradicional especies a base de hierbas de Pelargonium
(geranio) se han usado para problemas intestinales, heridas, enfermedades
respiratorias, resfriado,’ dolor de muela,* inflamacion de laringe, faringe;
causada por patdgenos bacterianos y fl'mgicos.6 La actividad antimicrobiana
de aceite esencial Pelargonium se ensay6 frente a bacterias Gram-negativas,
bacterias Gram-positivas y hongos (Candida albicans).” Se determin6 que el
extracto acuoso de pelargonium peltatum tiene capacidad inhibitoria sobre
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis y streptococos sanguis.'®

Por lo expuesto anteriormente se demuestra la eficacia del Pelargonium sobre
numerosas especies bacterianas, sin embargo atin no se han realizado
investigaciones que demuestren su efectividad sobre bacterias
periodontopatogenas. A pesar que hay mas de 300 especies que se aislan e
identifican en las bolsas periodontales, solo un pequefio porcentaje de ellas se
pueden considerar como etiologicamente importantes;'® dos especies
bacterianas, Actinobacillus actinomycetemcomitans 'y Porphyromonas
gingivalis, consideradas como patégenos periodontales con intima asociacion
etiologica.'” Por lo tanto consideramos importante y oportuno realizar un
estudio “in vitro” de la efectividad antibacteriana del extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum (geranio comun) sobre cepas de Porphyromonas

gingivalis ya que no existen investigaciones previas de esta planta sobre dicha

cepa bacteriana.
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Formulacién del problema.

En vista que no se realizaron estudios en odontologia del Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey sobre cepas de Porphyromonas gingivalis formulamos

la siguiente interrogante:

(Cual sera la efectividad antibacteriana del extracto etanélico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey en diferentes concentraciones sobre cepas de

Porphyromonas gingivalis?

Objetivos.

Objetivo General

Evaluar la efectividad antibacteriana del extracto etanélico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey en diferentes concentraciones sobre cepas de

Porphyromonas gingivalis.

1.3.2  Objetivos Especificos

e Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey en diferentes concentraciones y las sustancias
control sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey en diferentes concentraciones sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey a la concentracion de 6,25 mg/ml y el quconato

de Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey a la concentracion de 12,5 mg/ml y el Gluconato
de Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

o Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey a la concentracion de 25 mg/ml y el Gluconato de
Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey a la concentracion de 50 mg/ml y el Gluconato de
Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium
x hortorum L.H. Bailey en diferentes concentraciones y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

1.4  Justificacion.
La enfermedad periodontal es muy frecuente en la practica profesional, el
tratamiento coadyuvante al desbridamiento mecdnico es el uso de
antimicrobianos, los cuales han demostrados mediante las investigaciones su
accion frente a diversos microorganismos causantes de enfermedades en
cavidad oral. Sin embargo son también muy conocidos los efectos adversos a

largo plazo que se pueden originar por el uso indiscriminado de los mismos.

La medicina natural aunque ha sido utilizada como tratamiento médico

general desde tiempos inmemoriales, es muy poco conocida como posible
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aporte al campo odontolégico y debido a que, en nuestro pais hay un gran
porcentaje de deficiencia en la salud oral, se realizd este trabajo de
investigacion como primer paso para que posteriormente se obtenga una
nueva opcion de tratamiento coadyuvante para combatir la enfermedad
periodontal (que es una de las patologias orales mas prevalentes en nuestro
pais)?’, es por ello que se justifica realizar el estudio al Geranio Comiin

(Pelargonium x Hortorum) como una alternativa a los tratamientos

farmacologicos existentes por las multiples propiedades que presenta.

e Relevancia Social: El presente estudio comprueba la efectividad
antibacteriana del Pelargonium x Hortofum (geranio comin) que es uné
planta que esta distribuida ampliamente en todo nuestro pais y por ello,
representa una alternativa mas, para la prevencion de enfermedades
bucales, que tendra un valor econdémico reducido por su bajo costo y facil
obtencion, esto ayudaria a las clases mas necesitadas y los pacientes

estaran mas familiarizados con el uso de la planta.

¢ Relevancia Clinica: Teniendo el conocimiento de la efectividad
antibacteriana que tiene el extracto etandlico del geranio comin
(Pelargonium x Hortorum) sobre el crecimiento de cepas de
Porphyromonas Gingivalis (bacterias anaerobias frecuentes en pacientes
con periodontitis agresiva?! y cronica),?? esta investigacion abre paso a
que posteriormente mediante aplicacion de otros estudios, el Pelargonium

x hortorum pueda aplicarse en la practica clinica, con ello se lograria
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disminuir el uso de soluciones quimicas y proponer en el futuro una
alternativa terapéutica natural. En sintesis este estudio seria el primer paso
para la posterior elaboracion de un producto derivado de esta planta,
dirigido al control de la enfermedad periodontal como alternativa a los
tratamientos existentes para los pacientes que acudan a la clinica con

dichas patologias.

Relevancia Teérica: Se justifica desde el punto de vista teérico ya que
colabora con la comunidad cientifica a ampliar el conocimiento en
relacién al uso de plantas medicinales en el campo odontolégico (que han
sido poco estudiadas), por lo que consideramos importante nuestra
investigacion en busca de una nueva y a la vez buena alternativa para
encontrar compuestos naturales de utilidad en nuestra area; por lo que la
continuidad de este tipo de investigaciones son esenciales para el
descubrimiento de nuevas alternativas para los tratamientos ya existentes

y que dichos descubrimientos estén sustentados de manera cientifica.

Asi mismo los resultados obtenidos nos llegan a generalizar la
informacion obtenida para que se pueda usar el extracto etandlico del
Pelargonium x Hortorum en el tratamiento periodontal e incluso el
estudio colabora a la comunidad cientifica y los conceptos obtenidos a
fomentar nuevas investigaciones y futuros estudios para que se pueda

adoptar nuevos y mejores resultados referente a este tema.
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e Novedoso y original: Se justifica la realizacion del trabajo de
investigacion debido a que en la actualidad no hay estudios en nuestra
universidad (ni tedricos ni comparativos) publicados que se refieran a las
propiedades del Geranio Comun (Pelargonium x Hortorum) y nos puedan
anticipar sobre su actividad antibacteriana sobre cepas de

Porphyromonas Gingivalis.

1.5 Limitaciones.
o Dificultad para conseguir las cepas bacterianas.
e Laboratorio con los requerimientos necesarios para el cultivo de
bacterias anaerobias.
e Limitacién econdémica por el alto costo de este tipo de investigaciones.
o Escasos antecedentes cientificos sobre estudios de la actividad
bacteriana del Pelargonium x hortorum L.H. Bailey sobre cepas de

Porphyromonas gingivalis.



21

CAPITULOII.
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de estudios realizados:
Internacionales:

Gilea et al (2014). Romania. Analizaron “in vitro” La actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Pelargonium roseum. El objetivo de este
estudio fue la evaluacion de la actividad antibacteriana y antifingica del
aceite de Pelargonium roseum contra diferentes géneros de bacterias y
hongos, y compararlos con el efecto de ciertas sustancias antibacterianas
utilizadas con frecuencia sobre el crecimiento bacteriano. Se analizaron tres
muestras diferentes de aceites esenciales correspondientes a tres afios de
cultivo diferentes (S1, S2, S3) y se compard con cuatro muestras comerciales
de aceites esenciales con alto grado de pureza recibidas de distintas zonas
climaticas (S4 - de China, S5 - Reunion, S6 - Francia, S7 - Egipto), Los
microorganismos utilizados con el fin de probar la actividad antimicrobiana
del aceite esencial fueron: bacterias Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 29906, Escherichia coli
ATCC 25992), bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433), hongos (Candida albicans ATC
10231). Se utilizaron placas de agar sangre para los cultivos de las bacterias,
mientras que agar Sabouraud se utilizo para el cultivo de los hongos. Los

resultados mostraron zonas de inhibicion, los aceites esenciales estudiados
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fueron activos contra todas las bacterias estudiadas. En el caso de Candida
albicans, se observé la inhibicién completa del desarrollo del hongo. En los
casos de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se observo una
inhibicion comparable a la obtenida por el uso de una sustancia
antimicrobiana adecuada. Se concluyé que los aceites volatiles exhiben
considerables efectos inhibidores contra todos los organismos sometidos a
prueba, en algunos casos comparables con los de los antibidticos de
referencia. No hubo diferencias considerables entre las actividades
antimicrobianas del aceite obtenido por destilacion y aceites Pelargonium

‘disponibles comercialmente.”

Kabera et al (2013). Francia. Realizaron un estudio sobre la composicién
quimica y el efecto antimicrobiano “in vitro” del aceite esencial de
Pelargonium graveolens (Geranio rosat) crecido en Butare (Ruanda). El
objetivo de este estudio fue determinar la composicion quimica y el efecto
antibacteriano y antifingico del aceite esencial de Pelargonium graveolens
sobre diferentes cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas y el
hongo Candida albicans. El aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de
las hojas de Pelargonium graveolens se analizé por GC / FID y métodos GC /
MS. Los componentes individuales del aceite fueron identificados por sus
espectros de masas que se compararon con trabajos publicados anteriormente.
Se han identificado alrededor de sesenta y un compuestos, entre los cuales los

principales componentes eran geraniol (36. 6%), citronelol (15,9%), linalol
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(11,0%), isomentona (6,1%) y eudesmol 10-epi-gamma (4,6%). Las cepas
microbianas fueron Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella B,
Salmonella D, Shigella flexnerie, Shigella sonnei, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Ellos
fueron recogidos desde el laboratorio del Hospital Clinico Universitario de
Butare (CACHO), se multiplicaron y se utilizaron en esta investigacion. El
cultivo se realiz6 por el método de estrias por los platos y se mantuvo
herméticamente cerrado en un horno de secado a 37 °C durante 24 horas, a
excepcion de C. albicans que se mantuvo durante cinco dias. El Enterococcus
se cultivé en un medio de SS-agar, la Candida albicans se puso en el medio
de agar Sabouraud, mientras que Serratia marcescens, S. aureus, P.
aeruginosa fueron cultivadas en medio de Muller-Hinton. Los resultados
revelaron que los aceites esenciales de P. graveolens exhiben una actividad
antibacteriana contra Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella serotipos
B y D, Shigella flexneri y Shigella sonnet incluso a concentraciones pequefias
(1pl / ml). Por el contrario, esta investigacion mostré que el aceite esencial de
P. graveolens no tiene ningin efecto sobre el hongo Candida albicans, y las
bacterias tales como Staphylococcus aureus, Serratia marcescens y
Pseudomonas aeruginosa. Ellos permanecen resistentes a incluso
concentraciones altas de su aceite esencial (20 ul / ml). Se concluyd que el

aceite esencial de geranio (Pelargonium graveolens) es rica en geraniol, que
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hace que sea una parte de la familia de los fenoles que son conocidos por su

interesante propiedad antibacteriana.”

Bigos et él (2012). Polonia. Realizaron un estudio “ir vitro”. El objetivo de
este trabajo fue investigar la composicion quimica y las propiedades
antibacterianas obtenidas a partir del aceite esencial de geranio Pelargonium
graveolens (familia Geraniaceae), contra una cepa de S. aureus estandar
ATCC 433000 y setenta cepas clinicas de S. aureus. Se utilizé el método de
difucién en agar para la evaluacion de la inhibicion de crecimiento
bacteriano a diversas concentraciones del aceite de geranio. Las pruebas de
suéceptibilidad de las cepas clinicas a los antibidticos se llevé a cabo
utilizando los métodos de difusion en disco y E-test. Los resultados del
experimento mostraron que el aceite de P. graveolens tiene una fuerte
actividad antibacteriana contra todas las cepas clinicas aisladas de S. aureus
incluyendo cepas resistentes a multiples farmacos, cepas de MRSA y cepas
- de exhibicion MIC MLSB-positivos mostraron CIM de 0,25 a 2,50 1/ ml. El
analisis del aceite esencial probado derivado de Pelargonium graveolens Ait.
reveld que los componentes principales fueron el citronelol (26,7%) y
geraniol (13,4%) entre los sesenta y siete constituyentes identificados, otros
compuestos que prevalecen son el nerol (8,7%), formiato de citronelilo
(7,1%), isomentona (6,3%), linalol (5,2%), y 10-epi-y eudesmol (4,4%). Se
concluyé que el aceite de geranio (Pelargonium graveolens) era activo en

concentraciones de 0,25-2.50 ul / ml frente a estafilococos resistentes a
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miltiples farmacos. No se encontrd correlacion entre los valores de CIM en el
aceite de geranio para inhibir el crecimiento de cepas de S. aureus y los

valores de CIM para cefoxitina.®

Baculima et al (2011). Cuenca-Ecuador. Realizaron un estudio “in vitro” del
efecto Antibacteriano y antimicotico del Pelargonium Zonale en Patologia
Bucofaringea. El objetivo del estudio fue orientado a determinar el posible
efecto antibacteriano y antimicético del Pelargonium zonale en patologia
bucofaringea, frente a bacterias grampositivas Staphylococcus aureus
(S.aureus), Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) y levadura Candida
albicans (C. albicans) causantes de este tipo de patologia prevalente en la
poblacién. Se realizd el analisis fitoquimico y actividad bacteriana con el
extracto alcohdlico de las hojas de Pelargonium zonale. El estudio quimico
cualitativo de dicho extracto sugirio la presencia de compuestos fenolicos,
. taninos, flavonoides y terpenos, mientras que quinonas y leucoantocianidinas
dieron negativo. Para el ensayo de toxicidad y establecer la dosis letal media
(DL50), se utilizé6 el método de Artemia Salina, los datos obtenidos se
evaluaron con la prueba de Chi cuadrado (x2). Para determinar su posible
efecto antibacteriano y antimicético, se empledé el Método de difusion de
discos — Método de Kirby — Bauer y se compar6 con controles de
antibidticos y antifiingicos de eleccion médica en dicha patologia. Los
resultados muestran que Las distintas dosis empleadas de P .zonale en S.

aureus en comparacion con la DL50 obtenida, resultan toxicas, sin embargo-



no presentan un efecto antibacteriano significativo (mayor o semejante) a los
antibioéticos empleados como control v la accion antibacteriana del P. zonair
esta influenciada por compuestos especialmente por los taninos que por su
nosible accion antiséptica inhibirian el crecimiento bacteriano. Se concluye
que se trata de una planta téxica, por lo cual su uso se recomienda para via
externa. No se muestra un efecto antibacteriano y antimicético similar a los

sontroles empleados.”

Andrade et al. (2011). Brasil. Realizaron un estudio “in vitro” de la
actividad antimicrobiana y composicion quimica del aceite esencial de
Pelargonium Odoratissimum. El objetivo de este estudio fue analizar el acerte
esencial de P. odoratissimum y evaluar su efecto biologico sobre hongos
ioxigénicos y bacterias patdgenas. Evaluaron “in vitro” la composicion
quimica y la actividadad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de
Pelargonium Odoratissimum (L.) L'Hér., Geraniaceac contra los hongos
Aspergillus flavus CML 1816, Aspergillus carbonarius CML 1815,
Aspergillus parasiticus CMLA 817 y las bacterias Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25 992. El aceite esencial se aislo por
destilacion al vapor utilizando un aparato Clevenger modificado; se
identificaron sus constituyentes y se cuantifico por analisis GC / MS y GC-
FID. Las pruebas bioanaliticas in vitro se han realizado mediante un disefio
completamente al azar. Las concentraciones de aceite esencial empleado

variaron de 0,1 a 2 pL.mL-1 (en sulfoxido de dimetilo) para la especie de

v
N
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de inhibicion formados por las bacterias y los hongos se midieron seguidos de
calculos del porcentaje de inhibicion. Los resultados mostraron que el
componente principal del aceite esencial es el melileugenol (96,80%). Este
aceite esencial inhibié el crecimiento de hongos (inhibicién del 100%) y
exhibi6 un pequefio efecto sobre las bacterias a las concentraciones

ensayadas.?*

Nacionales

Guerrero et al (2013). Truyjillo-Perd. Realizaron un estudio “in vitro” de la
actividad antibacteriana de Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. Sobre
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis. El
objetivo fue comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso
obtenido de las hojas de Pelargonium peltatum (L.) L'Hér (geranio hiedra)
sobre Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis,
frente a la clorhexidina. Para el ensayo antibacteriano se emple6 el método de
difusion en agar. Se trabajo con 18 muestras de microorganismos de cada
especic mencionada, aisladas de los pacientes de una clinica dental.
Posteriormente, se prepararon 6 concentraciones diferentes del extracto
acuoso, para comparar la actividad antibacteriana frente al colutorio de
clorhexidina. El andlisis fitoquimico preliminar se realizé6 mediante el ensayo
a la gota. Los datos obtenidos se sometieron a andlisis estadisticos como

estimadores de media y dispersion, analisis de varianza unifactorial y prueba



de Tukey. Los resultados mostraron que la mas alta actividad antibacieriana
se obtuvo en la concentracion de 400 mg/mL y la mas baja en la de 2%
mg/mL del extracto acuoso, sobre las tres especies de Streptococcus. er
comparacion con la clorhexidina; con efecto similar a la concentracién de 200
mg/mL. El ensayo fitoquimico preliminar indic6 la presencia de flavonoides,
taninos, esteroides, antocianinas y saponinas. Se concluyé que el extracto
acuoso de Pelargonium peltatum tiene actividad antibacteriana sobre

Streptococcus mutans, Streptococcus mitis 'y Streptococcus sanguis.!t
Locales

No se encontré estudios sobre el extracto Etandlico del Pelargonium x

hortorum L.H. Biley (geranio comun).
2.2  Bases teoricas y cientificas.
2.2.1 Geranio

2.2.1.1 Historia

El nombre geranio se deriva del vocablo griego geranos o “grulla” debido a
que las vainas de la semilla tienen la forma del pico de una grulla. Fue
antiguamente conside;rada como una planta de grandes virtudes curativas y
empleada como remedio para heridas, tumores, el célera asi como para curar
problemas de la piel, tlceras y detener hemorragias. Se afirmaba que el

geranio ayudaba a mantener alejados a los malos espiritus. En 1819, un
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quimico llamado Recluz, fue el primero en destilar las hojas del geranio. Mas
tarde Demarson, otro quimico y boténico, hizo unos experimentos en Paris,
para detectar cual de los distintos geranios era el mas indicado para extraer el

aceite esencial y presentarlo a los terapeutas.?

Los geranios tal y como los conocemos en la actualidad tienen muy poco que
ver con las primeras plantas de Pelargonium spp. que llegaron a Europa a
principios del siglo XVII. Exploradores ingleses y holandeses, fueron los
responsables de traer las primeras especies de Pelargonium desde Surafrica.
Inicialmente eran plantas exclusivas de gente de clase alta débido a su alto
precio. Esta situacion cambid ya que a finales del siglo XVII y principios del
XVIIL, la importacién de otras especies del género Pelargonium aument6 de
forma drastica debido al interés en aquella época por el cultivo de plantas en

invernadero y, en especial, al interés que producian las plantas exdticas.?®

A mediados del siglo XVIII los geranios llegaron a EE.UU. y Australia y se
volvieron muy populares en California. Esto hizo que el nimero de cultivares
creciera exponencialmente hasta que se par6 con el principio de la primera
guerra mundial. Se perdieron asi los cultivares, los parentales y los

nombres.?’

Por este motivo muchas sociedades estan intentando recuperar los hibridos

perdidos por tanto tiempo. Existe gran dificultad en la clasificacion de las
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especies y en la determinacion de la filogenia de los distintos cultivares

existentes.?’

Desde el inicio del siglo XIX se han creado mas de 4.000 variedades de
geranio mediante mutaciones e hibridaciones. La mejora de este género se
realiz6 principalmente por universidades y empresas del Norte de Europa y
Estados Unidos. Al parecer el desarrollo de todo el conjunto de geranios se

debe a menos de diez especies.”®

Para conocer la procedencia del geranio zonal (Pelargonium x hortorum
Bailey) se han realizado varios estudios de cruzamiento y cromatrografia en
capa fina de metabolitos secundarios de extractos alcoholicos de hojas y de

los patrones de distribucion de alcaloides.”

La conclusion general de estos tfabajos implican que P. x hortorum Bailey se
originé por cruzamientos de especies silvestres pertenecientes al género
Pelargonium 1'Hér. ex Ait.,, subgénero Ciconium (Sweet) Harvey. Las
especies que contribuyen son principalmente dos: P. zonale (L.) L'Hér. ex
Ait. y P. inquinans (L.) L"Hér. ex Ait. junto con otras cinco pertenecientes a
este mismo subgénero: P. scandens Ehrh., P. hybridum (L.) L'Hér. ex Ait., P.

frutetorum Dyer, P. stenopetalum Ehrh y P. acetosum 1. 2
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2.2.1.2 Clasificacion y Sistematica

Taxonomia

Rango

Reino

Subreino

Superdivision

Division

Clase

Subclase

Orden

Familia

Género

Species

Nombre cientifico y nombre comin

Plantae - Plantas

Tracheobionta - Plantas vasculares

Fanerdgamas - Spermatophyta

Plantas de flor - Magnoliophyta

Magnoliopsida - dicotiled6neas

Rosidae

Geraniales

Geraniaceae - familia del geranio

Pelargonium L'Her. ex Aiton - geranios

Pelargonium xhortorum L.H. Bailey (pro

[inquinans * zonale] — Geranios zonales

sp-)
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Taxonémicamente el geranio se clasifica dentro de la familia Geraniaceae
Juss. Segun distintos autores, esta familia incluye entre cinco y once géneros
a los que pertenecen unas 750 especies. Los géneros mds conocidos son -
Erodium y Geranium al nivel de plantas silvestres y Pelargonium en cuanto a

plantas de jardines.’

Cuando nos referimos al geranio, en realidad, estamos hablando de
numerosas especies y dos géneros distintos: Pelargonium y Geranium. Los
nombres de estos géneros normalmente se confunden debido a que el término
‘geranio’ es el nombre comin de ciertas especies de Pelargonium. La
diferencia entre ambos géneros fue establecida por L"Héritier, las principales
caracteristicas que los distinguen son la presencia en Pelargonium de un tubo
nectario®® 27 y la diferencia en el niimero de estambres.?’ Los nombres
proceden del griego y se refieren a las formas semejantes a picos de aves que
adquieren sus frutos. Asi la palabra “Geranium” proviene de geranos que
significa grulla y “Pelargonium” deriva de pelargos, que significa cigiiefia

(Laughner, 1993).26

Pelargonium Geranium

Originarias de Africa del Sur Originaria de los paises templados o frios
(G.montanum, G.grandiflorum..., cultivadas como
plantas vivaces).

Flor ligeramente zigomorfa: 7 estambres de Flor regular de 10 estambres.
cada 10 son fértiles.
Aguijon nectario o pétalo posterior. Ningiin espold

Extraido de: El Cultivo Del Geranio (1* Parte). Disponible en: http://www.infoagro.com/flores/flores/geranio.htm 23
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El gran nimero de especies incluidas dentro del género Pelargonium L., se
dividen en la actualidad en dieciséis subgéneros o secciones.’> La
clasificacion de los individuos pertenecientes a este género varia a medida
que se van realizando estudios para conocer mejor las relaciones que existen
entre ellos. Estas dificultades se deben a qué los geranios que actualmente
conocemos son hibridos con una herencia compleja que proceden de
cruzamientos realizados entre diferentes especies durqnte siglos. Los primeros
intentos de clasificacion se basaron en variables macroscopicas centrandose
en caracteres morfoldgicos, anatomicos, palinolégicos y ecolégicos.** ** Con
la aparicién de nuevas técnicas se han realizado estudios carioldgicos,*
quimiotaxonémicos®® y a nivel de material genético con el empleo de RAPDs
[Random Amplified Polimorphic DNA] ,* ASAP [Arbritary Signatures from

Amplification Profiles]’’ y analisis del DNA mitocondrial y cloropléstico.*®

Unicamente tres de los subgéneros incluidos dentro del género Pelargonium
L. tienen importancia comercial: Dybrachya, Pelargonium y Ciconium.
Dentro del subgénero Dybracya se clasifica la gitanilla, geranio de hiedra o
murciana (Pelargonium peltatum L. 1L.'Hér. ex Ait. o P. x hederafolium). En
el subgénero Pelargonium se incluyen el geranio de pensamiento o
pelargonio (P. x domesticum Bailey o P. grandiflorum Willd.) y los geranios
de olor (P. odorantissimum L'Hér. ex Ait., P. graveolens L'Hér. ex Ait.,
P.capitatum L'Hér. ex Ait., P. crispum L'Hér. ex Ait., P. quercifolium y P.

tomentosum). En el subgénero Ciconium se clasifica el geranio zonal o comin
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(P. x hortorum L.H. Bailey) y sus ancestros (P. zonale (L..) L'Hér ex Ait. y P.
inquinans (L.) L'Hér ex Ait., P. scandens Ehrh., P. hybridum (L.) L'Hér ex

Ait., P. frutetorum Dyer, P. stenopetalum Ehrh y P. acetosum 1).%°

En el nombre de Pelargonium x hortorum: ‘X hortorum’ se traduce como ‘de
jardines, de huertas’ y se refiere a su uso doméstico como hibrido complejo’.
Es uno de los grupos més importantes en la horticultura y es usada como

planta en maceta o planta para ser trasplantada.*

La familia Geraniaceae es reconocida en el Perti por presentar cinco géneros

y 59 especies, mayormente hierbas y subarbustos®*!.

2.2.1.3 Descripcion botanica

Botanicamente la familia Geraniaceae esta formada por plantas herbéceas

aunque pueden ser arbustos o medio arbustos con tallos gruesos y carnosos.>

42

Las plantas del género Pelargonium son plantas vivaces de follaje perenne (a
diferencia de las plantas pertenecientes al género Geranium) semirresistentes,

casi siempre arbustivas.*?

Los geranios tienen una base lefiosa pero los nuevos brotes son tiernos. En
condiciones favorables pueden alcanzar mas de un metro de altura. Hay
algunas variedades llamadas ‘variedades enanas’ que no alcanzan més de 25

centimetros de altura y hay otros mas pequefios llamados ‘miniaturas’.3
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Toda la planta estd cubierta por una fina capa pilosa. Los pelos glandulares
del tallo, peciolo y hoja producen las caracteristicas fragancias de terpenos de

estas especies.®

El tallo es grueso, mas ramificado en la base de la planta. Presenta parejas de
estipulas verdes en forma de triangulos que se asume que son fotosintéticas y

que se unen de forma persistente en la zona de la yema.*?

Las hojas son gruesas con un aspecto aterciopelado. Pueden llegar a tener més
de diez centimetros de envergadura, son palmeadas y tienen de tres a cinco
16bulos poco profundos con un borde ondulado. Se unen al tallo mediante un
peciolo largo.** La superficie de la hoja no es lisa, estd curvada en la base
haciendo que el agua se deslice hacia la parte baja de la hoja donde se une

- con el peciolo.!®

Las hojas se sittian en el tallo de forma alterna en la parte superior y opuesta
en la zona inferior.’> Las tonalidades verdes varian en funcién de la variedad y
suelen tener una ‘zona’ caracteristica en el centro del haz y paralela al borde
de la hoja. A esta caracteristica le debe su nombre el de geranio zonal
(Pelargonium x hortorum).® La banda es debida a la presencia de
antocianinas y puede ser de color negro, castafio, rojo, bronce o carmin.
Algunas especies destacan por sus hojas tefiidas de blanco o amarillo,*

pueden ser variegadas, bicolores € incluso tricolores.*3
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Las especies del género Pelargonium tienen una inflorescencia compuesta
redondeada situada al final de un largo pedanculo floral. Las inflorescencias
contienen docenas de flores pentdmeras y estidn agrupadas en umbelas densas
y compactas.** Algunas veces estin ramificadas y como en ocasiones las
flores mas antiguas se encuentran en el centro se suelen denominar

pseudoumbelas.** Contienen bracteas.*3

Las flores difieren de las de otros géneros porque son asimétricas, tienen los
dos pétalos posteriores diferenciados de los tres pétalos anteriores. Ademas,
el sépalo posterior estd modificado de forma que se une con el pedicelo y
forma el hipantium- tubo nectario. Su longitud oscila entre unos pocos
milimetros y varios centimetros y se utiliza como carécter diferencial ** Las
flores son hermafroditas en cuanto a reproduccién y polinizacion.’ Tienen
entre dos y siete estambres fértiles cuyos filamentos estan unidos en la base >
y cuyo numero, curvatura y posicion respecto a los estambres no fértiles
también son caracteres identificativos. Cada una de las flores tiene un tinico
estilo con un estigma de 5 16bulos.?’ Las flores son proténdricas, las anteras
maduran tres dias antes de que el estigma se vuelva receptivo evitando asi la
autofecundacion. El ovario tiene placentacion axilar, consta de cinco carpelos
cada uno de los cuales contiene dos 6vulos superpuestos resultando en un
total de diez 6vulos por flor. Unicamente uno de estos dos 6vulos
superpuestos, generalmente el superior, es el que da lugar a la semilla.?’ Los

miembros del género Pelargonium presentan un sistema de incompatibilidad
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esporofitica y granos de polen trinucleados. Estos granos de polen no
germinan normalmente en un estigma incompatible.”” Ademds, se ha descrito
la existencia y herencia de esterilidad masculina en esta especie.*® Debido a la
incompatibilidad esporofitica el éxito de la produccion de hibridos
interespecificos es bajo.28 Se ha utilizado con éxito el rescate de embriones
para obtener plantas de cruzamientos intraespecificos y entre diferentes

subgéneros.”’ 8

Las ﬂores de Pelargonium son de tres tipos: simples, con 5 pétalos;
semidobles que tienen de 6 a 15 pétalos y dobles donde se observan mas de
16 pétalos.”® Las flores dobles contienen pétalos extra que incorporan anteras
que pueden ser funcionales o no. Al parecer este doblamiento implica la total

transformacion de todo el aparato sexual dando lugar a flores estériles.?’

Los cinco pétalos tienen normalmente el mismo color aunque a veces
aparecen nerviaciones en los pétalos superiores. Los colores de las flores son
claros y brillantes con tonalidades muy variadas que incluyen el blanco, el
crema, el naranja, el rosa, el salmén, el rojo, el malva, morado y
combinaciones de estos. En muchas ocasiones poseen un color mas intenso en
el interior de los pétalos.*®-* 0 Las flores se abren desde mayo hasta octubre sin

ninguna interrupcion.*

Los frutos tienden a curvarse en forma de pico y son esquizocarpos,5 es una

forma de fruto entre dehiscente ¢ indehiscente donde cada uno de los cinco
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mericarpos contiene una semilla. Cuando los frutos maduran se escinden y
pueden ser diseminadas por el viento o por animales. La capsula del fruto

tiene un color verde y cuando madura se torna marrén.®

La cubierta de la semilla es extremadamente fuerte, protege el interior del
oxigeno y del agua. Algunas poseen también inhibidores quimicos en la
semilla o en su cubierta lo que hace que las semillas no germinen a la vez de
forma natural. Si la semilla no se escarifica su germinacion puede retrasarse
hasta seis meses y menos de la mitad de las mismas sobreviven. Una vez la
cubierta se rompe mediante un pequefio corte o punzamiento el agua puede
penetrar en la semilla y comienza la germinacién entre 2 y 20 dias después en
aproximadamente un 80% de las semillas.’’ Antes de escarificar las semillas,
hay que eliminar el mericarpo. Se puede escarificar colocando las semillas

entre papel de lija y restregandolas suavemente.*’

El Pelargonium x hortorum (geranio zonal o comun) tiene porte arbustivo y
recto y puede alcanzar unos 60 cm de altura. Presenta una floracion muy
prolongada; ciertas variedades florecen desde primavera hasta mediados de
otofio, e incluso buena parte del invierno si la temperatura no desciende
demasiado. En zonas frias hay que preservarlos del hielo cubriéndolos con
cristal o plastico. Las hojas son redondeadas y suelen presentar una zonacion

paralela al borde de la hoj a.®
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Segin su nervadura es palmada y su base foliar es cordada. Las flores estan
en umbela, pueden ser simples o dobles, son vistosas y aromaticas, el caliz
posee 5 sépalos libres; la corola 5 pétalos libres, de 10 — 15 estambres (no

todos fértiles) y un ovario sapero.*
2.2.1.4 Origen y distribucion geografica

Los miembros de la familia Geraniaceae se distﬁbuyen por todo el mundo
encontrandose desde zonas frias hasta en zonas tropicales: Europa, la zona del
Mediterraneo, Asia Central, Australia, Africa, Norte América, Centro
América y Suramérica.’ En lo que se refiere al género Pelargonium mas de
un 90% de las aproximadamente 280 especies dentro del género son
originarias de Surafrica mientras que las especies pertenecientes al género

Geranium proceden principalmente de Asia Central 2> >

Las principales especies utilizadas para la obtencion de los geranios zonales
(Pelargonium x hortorum) se encuentran creciendo de forma natural en las
provincias del este de Sudafrica. En esta region, las lluvias son consistentes y
se encuentra a mitad de camino entre las regiones de veranos extremos y de

.. 4
lluvias invernales.*?

La familia Geraniaceae es reconocida en el Peri por presentar cinco géneros
y 59 especies, mayormente hierbas y subarbustos. 18 endemismos ocupan
principalmente las regiones Puna Humeda y Seca y Mesoandina, entre los

2000 v 4800 m de altitud. Dos Geraniaceac endémicas se encuentran
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representadas dentro del Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas por
el Estado.”! Un ejemplo es que crece a lo largo del rio Chillon en Lima. El
“Geranio Rose” es un pelargonium de los jardines y es una fuente de algunos

aceites importantes en perfumeria.”

2.2.1.5 Propiedades fitoquimicas

Los fitoquimicos son compuestos bioactivos naturales que se encuentran
en las plantas medicinales.”” La presencia de Pelargonin (pelargonidina 3, 5-
digluco6sido) y de malvidina 3, 5- diglucésido estuvo presente en flores de
Pelargonium veitchianum, Pelargonium bertiana 'y Pelargonium cucullatum.
En otras especies de Pelargonium se detectaron alcaloides indol, presente a
nivel de las hojas.46 De 19 analisis de las especies de Pelargonium, se
confirma que los flavonoles son los principales constituyentes flavonoides de
la hoja vacuolar en este género.*’ “*Existen muchas investigaciones en las
especies de Pelargonium donde se centran principalmente en la composicién
quimica de los aceites esenciales de esta plata®, los aceites esenciales
provienen basicamente de los pélos glandulares de. ambas superficies de las
hojas.”® En un estudio realizado por Verma (2010) indico que la composicién
quimica del aceite esencial del Pelargonium graveolens se vio afectada
significativamente por la duraciéon del cultivo, y el aceite que tuvo mejor
proporcion de Citronelol y geraniol se obtuvo a partir de cultivos de enero.”!
Se han detectado Cerca de 230 componentes en los aceites esenciales de las

especies de Pelargonium, son una mezcla compleja de mas de 120
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monoterpenos y sesquiterpenos tales como el pineno, felandreno, mirceno,
limoneno, germacreno, cariofileno y otros compuestos organicos como
terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas y fenoles. Los esteres son
formiato de citronelilo (5-8%) y formiato de geranilo (7%). Los
monoterpenos son linalol (2-12%), citronelol (20- 45%), geraniol (1-4%). Las
cetonas son la mentona (1-4%). Los aldehidos son citronelal (1%) y geranial
(1-5%). También presenta compuestos como cumarinas y varios relacionados
como éteres, glicosidos y sulfatos.’® 2 Otra clase de compuestos quimicos
han sido registrados en los pelos de la hoja o tricomas, como flavonoides,
éteres metilicos y derivados del acido salicilico. Los analisis quimicos en el
Pelargonium graveolens han conducido a la caracterizacion de alrededor de
65 metabolitos, incluyendo acidos fendlicos, acidos cindmicos, taninos,
flavonoides y cumarinas.> Se puso en evidencia un alto contenido de taninos,
aminodcidos como etanolamina y tiramina, fenol, derivados de acido
fenolcarboxilico (acido cafeico, acido clorogénico, acido paracumadrico),
antocianidina, galocatequina y una notable alta concentraciéon de diferentes
derivados de la cumarina (siete en total), de los cuales la 5,6- dimetoxi-7-
hidroxicumarina y su 7-O-glucdsido se detectaron por primera vez en el reino
Vegetal.§4’ 55 En extractos de plantas de Peleargonium graveolens se producen
aceites esenciales de alta calidad; se han identificado treinta y dos compuestos
" que constituyen el 99,23% del aceite esencial. Los componentes principales

son el citronelol (29,90%), trans geraniol (18,03%), 10-epi-y- eudesmol
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(8,27%), isomentona (5,44%), linalol (5,13%), acetato de geranilo (4,52%), y
- cadineno (2,89%), butirato de geranilo (2,53%), tiglato de geranilo (2,50%),
germacreno D (2,05%); tambien es rico en Componentes oxigenado y
fracciones de rodinol comercial (linalol , citronelol, geraniol)56. Un estudio en
el Pelargonium sidoides detecto la presencia de sulfatos de cumarina,

glucosidos cumarinicos y proantocianidinas.®’

Se determino que especies de Pelargonium son ricos en flavonoides y taninos
hidrolizables. La presencia de cumarinas disminuye la infeccion de las vias
respiratorias superiores y la gripe, disminuye la gravedad de los sintomas
mediante la mejora del sistema inmunol6gico.”® La presencia de taninos en
las partes aéreas de la planta puede explicar el uso tradicional en la curacién
de heridas, a lo que se atribuye su accién astringente. De manera similar la
presencia de taninos y proantocianidinas oligoméricas en los aceites de
geranio, dictan su uso tradicional en medicina, para el tratamiento de

trastornos gastrointestinales tales como diarrea.*

El analisis del aceite esencial de Pelargonium graveolens reveld que el
citronelol (26,7%) y geraniol (13,4%) fueron los componentes principales
entre sesenta y siete componentes identificados, otros componentes que
estuvieron presente fueron el nerol (8,7%), formiato de citronelilo (7,1%),

isomentona (6,3%), linalol (5,2%), y 10-epi-y-eudesmol (4,4%).1
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Estudios del Pelargonium hortorum (geranio) han demostrado que sus
fitoconstituyentes mds esenciales son esteroides, triterpenoides, fenoles,
flavonoides y taninos; *° también se conoce la actividad antiinflamatoria del

Pelargonium roseum similar al naproxeno.”!

2.2.1.6 Actividad farmacolégica
Actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana de los extractos de Pelargonium y sus
componentes se document6 contra ciertas bacterias (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y Haemophilus influenzae), hongos
(Microsporum canis, Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus, Mucor
racemosus, Rhizopus nigricans) y patdgenos, asi como levaduras oportunistas
tales como Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei y
Cryptococcus neoformans.’ 6 6 Especies de Pelargonium Glutinosum,
Pelargonium pseudoglutinosum, Pelargonium scabrum y Pelargonium
sublignosum mostraron una considerable actividad antimicrobiana contra las
bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus) y la
bacteria Gram-negativa (Klebsiella pneumoniae). Los aceites esenciales de
Pelargonium  graveolens,  Pelargonium  tomentosum, Pelargonium
odaratissimum, Pelargoniumm denticulatum y Pelargonium ficifolium han

demostrado que poseen buena actividad antibacteriana contra Staphylococcus
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aureus, Proteus vulgaris, Bacillus cereus y Staphylococcus epidermidis.61 Los
extractos de Pelargonium sidoides y Pelargonium reniforme tienen modesta
actividad antibacteriana directa por la predencia de cumarinas y compuestos
fendlicos aislados, que mostraron en los ensayos de dilucion en agar valores
de concentracién inhibitoria minima entre 200 y 1000 mcg / m1.*? Los 4cidos
grasos insaturados de las raices, en especial el acido linoleico, tenian una
actividad antimicobacteriana a 2 mecg / m1.%* * Los extractos de Pelargonium
sidoide han documentado cumarinas y compuestos fenélicos en una variedad
de ensayos funcionales, °* % incluyendo la mejora de la sintesis de interferén-
beta y la activacion de las células asesinas naturales, gracias a ciertos
moduladores  inmunolégicos.’® Los taninos de la planta, inducida
sintéticamente y las citoquinas pueden regular la expresion de genes de
células de tipo macréfago.67 El metanol, la acetona y el agua de los extractos
de las raices y las hojas de Pelargonium reniforme (Curtis) mostraron
significativa actividad antimicrobiana contra bacterias gram-positivas
(Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Micrococcus Kristinae faecalis y Streptococcus) y bacterias gram-negativas
(Salmonella pooni, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae).
Tanto las raices y las hojas tenian similares actividad antibacteriana sobre las
bacterias gram-positivas sin embargo, las raices mostraron una mayor

actividad contra bacterias gram-negativas.®®
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Se detecto el efecto antibacteriano del Pelargonium sidoides en ocho cepas de
Neisseriae spp, cuatro Haemophilus influenzae, cuatro Streptococcus
pneumoniae, cuatro Staphylococcus epidermidis y cuatro Moraxella
catarrhalis.* Extractos de la raiz del Pelargonium reniforme (CURT) y
Pelargonium sidoides (DC) inhibieron el crecimiento de Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis y Streptococcus pneumoniae.®* En el
Pelargonium rdadula Los flavonoides principales, isoquercitrina y rutina,
contribuyen significativamente en la actividad antimicrobiana global de Ia
planta. Ambas fracciones (isoquercitrina flavonoide F1 y flavonoide rutina
F2) mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus,
Providencia rettgeri, Candida tropicalis, Microsporum gypseum y
Staphylococcus spp. (Coagulasa negativo). La Candida lusitaniae fue
fuertemente inhibida s6lo por la fraccion F1 y el Fusarium graminearum sélo
por la fraccion F2. Estudios de ciertos componentes como el citral, citronelal,
acido citronélico, geraniol, linalol y alfa pineno mostraron una potente
actividad antimicrobiana en los aceites de algunas especies de

.6l
Pelargonium.®

La profunda actividad antimicrobiana del Pelargonium puede explicar en
parte sus propiedades de curacién de heridas.”® El amplio espectro de
actividad antimicrobiana de los extractos puede ser por la presencia de
cumarinas y acidos fendlicos 'y pueden ser fuentes eficaces contra

infecciones nosocomiales e infecciones de heridas.’”’> %7
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2.2.1.7 Usos tradicionales

Ciertas especies de Pelargonium son ampliamente utilizados tradicionalmente
por curanderos en las zonas del sur de Africa, por sus efectos curativos y
paliativos en el tratamiento de diarrea, disenteria, fiebre, infecciones de las
vias respiratorias, malestar del higado, heridas, gastroenteritis, hemorragia,

problemas del rifién y de la vejiga.”* "

Tradicionalmente, las raices se han usado medicinalmente para una multitud
de dolencias; tanto la raiz y el resto de la hierba se han utilizado para
diferentes propoésitos desde la antigiiedad, como para tratar la malaria, la
inflamacion abdominal y trastornos uterinos. También fueron utilizados en
decoccion para lavar a pacientes que sufren de fiebre, también se uso

directamente masticado o en polvo y mezclado con el alimento. ™

Las Infusiones y decocciones de los tubérculos es algo comun; un método
tradicional de usar las raices de Pelargonium es hervir el tubéreulo en leche.®
Los extractos de la raiz se ha demostrado que tienen propiedades
antibacterianas, antifiingicas y actividad antituberculosa; esto puede justificar
su uso por el pueblo de Sudafrica en el tratamiento de la tos y la

tuberculosis.®*

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, el extracto etanolico de las raices
de dos especies de Pelargonium se ha utilizado en Alemania desde 1980

como medicina, con el nombre de marca "Umckaloabo' utilizado para las
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infecciones agudas y cronicas, especialmente en las infecciones de las vias

respiratorias, oido, nariz y garganta.”’

Las hojas se utilizan externamente para el tratamiento de heridas, abscesos,
neuralgia, infecciones de garganta y una amplia gama de enfermedades de la
piel como la tifia, tlceras y erupciones cutdneas.’® En la medicina popular el
Pelargonium se utiliza internamente como para metrorragia, menorragia,
hematuria, hemorroides, sifilis, ulceras pépticas y duodenales. Descrito como
cardiotonico y antidepresivo, se sugiere para la leucorrea y como enjuague
bucal. Es comunmente usado para las dolencias infantiles como pollo viruela,
el sarampion y las paperas.’® También son itiles en el tratamiento menstrual y
problemas de la menopausia, congestion de pecho, celulitis y retencion de

liquidos.™

Se puede utilizar para tratar el herpes zoster, herpes simple, eczema, piel seca,
pie de atleta, para la hidratacién y regenerativa en afecciones de la piel.”" ™
8. 81 F] hervido de las hojas de esta hierba se utiliza para proteger heridas
contra gusanos.®? En los animales, la planta se utiliza para evitar la purga en

los caballos.®

También se utiliza en productos de perfumeria, cosméticos, jabones, cremas,

. 4
aromaterapia*® *

y tiene potenciales efectos inmuno moduladores en células
asesinas naturales.® Los aceites esenciales de Pelargonium mostraron buena

actividad antioxidante.” Mejora la circulacion y es excelente para la
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estimulaciéon y la limpieza del sistema linfatico, promueve la salud del
sistema inmunolégico, es util para la desintoxicacion y para personas con

adiccion, flebitis, hemorroides, retencion de liquidos e indigesti()n.73

1.2.1.8 Toxicidad

Fl aspecto toxicologico, el aceite de geranio se ha implicado en raras
ocasiones y todas las referencias son atribuibles a ponerse en contacto con la
piel, pudiendo ocasionar dermatitis y sensibilizacion. La mayoria de las
referencias se deben al Geraniol, un componente principal del aceite de
geranio. Las pruebas de parche que contengan geraniol fueron negativos; Sin
embargo, algunos estudios han indicado la dermatitis a los perfumes que
contienen aceite de geranio.®” Informes recientes de estudios japoneses
proporcionaron una lista de fragancias Clase A clasificados como
sensibilizantes cosméticos comunes y sensibilizadores primarios, donde

fueron incluidos los aceites de geranio.®

1.2.1.9 Uso en odontologia

Los principales constituyentes de los aceites de geranio son el beta-citronelol
y el geraniol y debido a los efectos inhibitorios notables del aceite de geranio
en el crecimiento de Candida, asi como sus propiedades de curacion de
heridas, podria ser beneficioso en el tratamiento de la estomatitis inducida por

la dentadura.”
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En un estudio realizado por Mohammad et al. (2011) mencionan la eficacia
del gel de Pelargonium graveolens al 1% en lé remision del eritema y la
reduccion significativa de la carga fingica en pacientes con estomatitis
protésica, después de recibir tratamiento dos veces al dia por catorce dias, con

dicho gel.*

2.2.2 Enfermedad Periodontal

El periodonto estd constituido por los tejidos de proteccion y apoyo del
diente; se compone de encia (periodonto de proteccion), ligamento
periodontal, cemento y hueso alveolar (periodonto de insercion); estos tejidos
‘estan sujetos a variaciones morfologicas y funcionales, asi como a cambios
motivados por la edad.” Las enfermedades periodontales son lesiones con
caracteristicas inflamatorias causadas por una infeccién por placa bacteriana
y/o patdgenos especificos. Existen dos grandes cuadros: gingivitis, la cual
corresponde a una respuesta inflamatoria del tejido gingival frente a la
acumulacion de placa bacteriana,'® y periodontitis, que corresponde a una
patologia infecciosa de tipo especifica, con caracteristicas inflamatorias que
afecta los tejidos de soporte dentario, es decir, ligamento periodontal,

L 12 A diferencia de la gingivitis, en la

cemento y hueso alveolar.'
periodontitis existe pérdida de insercidn conectiva en presencia de sacos

periodontales, reabsorcion Gsea, e inflamacién en grados variables.'®
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La periodontitis es causada por un sobrecrecimiento de bacterias
periodontopatogenas en la placa subgingival, seguida de una respuesta

inmuno-inflamatoria en un hospedero susceptible.'®

- La condicion de Salud Bucal en el Pert, atraviesa una situacién critica debido
a la alta prevalencia de enfermedades Odontoestomatoldgicas, tenemos asi
que la prevalencia de caries dental es de 90%, enfermedad periodontal 85% y

mal oclusién 80%, constituyendo un problema de salud publica.?’
2.2.2.1 Etiopatogenia

Numerosos estudios han demostrado que las enfermedades periodontales son
de naturaleza infecciosa y que los microorganismos presentes en la placa
bacteriana, localizada en la region del surco gingivo-dentario o placa
subgingival, constituyen el agente etiologico principal de las

enfermedades.'% 1%

Las bacterias colonizan la superficie dentaria en la region del surco
gingivodentario, donde se multiplican y se extienden en direccion apical,
formando la placa subgingival o biofilm bacteriano subgingival, el cual es
responsable de albergar un gran ntmero de especies bacterianas. Se han
descrito mas de 500 de éstas especies, entre las cuales, las de mayor
prevalencia en la periodontitis son Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis ~ (antes  Bacteroides  forsythus), y  Actinobacillus

actinomycetemcomitans, principalmente.'” Estas bacterias tienen un papel
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significativo en la patogénesis de la periodontitis, participando en la
formacion del saco peridontal, la destrucciéon del tejido conectivo y la
reabsorcion del hueso alveolar a través de mecanismos directos e

indirectos. %

Otras especies, como Fusobacterium nucleatum, especies de Campylobacter,
Prevotella intermedia/nigrescens, Peptoestreptococcus micros (Micromonas
micros) y varias espiroquetas, también han sido implicados en periodontitis
destructiva. El rol de estas especies bacterianas en la patogénesis de la
periodontitis estd basado en su alta frecuencia de aislamiento y su potencial
patogénico que incluye factores de virulencia, que les permiten evadir los
sistemas de defensa del hospedero.log’ 119 Estos incluyen la habilidad para
unirse a células epiteliales y proteinas de la matriz extracelular, producir una
gran cantidad de proteasas, colagenasas, endotoxinas (LPS), mecanismos de
resistencia  antibidtica, bacteriocinas, produccion de inhibidores
quimiotacticos, leucotoxinas, citoquinas metabolicas toxicas

(H2S,putrecinas), proteinas inmunosupresoras, etc.’ 10

Sin embargo, aunque la infeccion bacteriana es el agente etioldgico de la
periodontitis, la respuesta inmune desarrollada por el individuo frente a la
agresion bacteriana es en gran medida responsable de los procesos
inflamatorios que pueden generar en grado extremo la destruccion de los

tejidos duros y blandos del periodonto, adquiriendo importancia entre estos
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mecanismos, tanto la magnitud de la respuesta, como el balance/desbalance

que se establece entre los diferentes componentes de la respuesta inmune.'®®

Los procesos inflamatorios conllevan tanto la activacion de macréfagos
como la infiltracion de leucocitos provenientes desde la sangre. La activacion
de células inmunocompetentes induce diversos cambios entre los que se

incluyen la produccién y secrecion de citokinas.'®

Las enzimas proteoliticas (MMPs), son producidas en todo el organismo por
diferentes tipos celulares tales como leucocitos polimorfonucleares
neutrofilos (PMNNs), macrofagos, fibroblastos, células epiteliales, y también
por bacterias orales patogenas. Las MMPs juegan un importante rol en la
mantencion de la integridad de los tejidos conectivos, pudiendo degradar la-
mayoria de los componentes de la matriz extracelular. Participan ademas, en
el metabolismo del hueso alveolar que finalmente producen colapso y
destruccion del ligamento periodontal y una reabsorcion del hueso. Se ha
visto que las MMP-9 y MMP-2 se presentan en altos niveles en pacientes con
periodontitis activa, en comparaciéon con sujetos sanos, y que luego de
someterse a un tratamiento periodontal, su concentracion baja notablemente.
La importancia de la respuesta inflamatoria del hospedero en la patogénesis
periodontal ha presentado la oportunidad para explorar nuevas estrategias en

el tratamiento de la periodontitis.'' "
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Las células del epitelio de unién actiian como una barrera mecanica para el
ingreso de microorganismos y como sensores de infeccién microbiana,
generando y transmitiendo sefiales entre las bacterias y las células de tejidos
subyacentes a los tejidos periodontales incluidas células inmunitarias.
Porphyromonas gingivalis es capaz de penetrar los tejidos gingivales, y de
localizarse intracelularmente en las células del hospedero, alterando asi la

fisiologia celular normal.

La invasién de células por Porphyromonas gingivalis afecta la inmunidad
innata del hospedero, ya que por ejemplo, la secrecion de IL-8 por células
epiteliales gingivales es inhibida luego de la invasiébn bacteriana.
Porphyromonas gingivalis, al inhibir las IL-8 en sitios de invasion gingival,
podria generar un efecto debilitante en la defensa innata del hospedero, donde
la exposicion bacterial es constante. De esta forma, el hospedero no seria
capaz de detectar la presencia bacteriana y no activaria a los leucocitos para
su remocion, resultando en un sobrecrecimiento bacteriano que contribuiria a

una exacerbacion de la periodontitis.

Con respecto al impacto que produce Porphyromonas gingivalis en el
metabolismo del hueso, este microorganismo por una variedad de
mecanismos intrincados e interconectados, puede contribuir a la pérdida de
hueso alveolar estimulando la reabsorcion de hueso e inhibiendo la formacion
de éste. LPS de Porphyromonas gingivalis pueden activar a los ostetoclastos

directamente y causar la liberacion de prostaglandina E (PGE), y citokinas
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IL-1b y TNF-a desde los macréfagos, monocitos y fibroblastos. Estos
compuestos son potentes mediadores locales de la reabsorcion de hueso y
ademads, pueden inhibir la sintesis de coladgeno realizada por los osteoclastos e
inducir la produccion de MMPs del hospedero, las que destruirian hueso y

tejido conectivo.''?
2.2.2.2 Biofilm de la placa subgingival

El concepto de biofilm es definido como una comunidad microbiana asociada
a la superficie dentaria o a cualquier otro material duro no descamable.''* El
biofilm se caracteriza por la rapida formacién de capas de microorganismos
debido al amplio desarrollo bacteriano, acompaifiado por la produccion de
grandes cantidades de polimeros extracelulares tipo polisacaridos. Esto
protege a los microorganismos de los antimicrobianos. La placa dental como
deposito microbiano natural constituye un verdadero biofilm, que se compone
de bacterias incluidas en una matriz compuesta, principalmente, por

polimeros extracelulares, productos salivales y exudados gingivales.''’

Cuando la higiene supragingival no es mantenida adecuadamente, se
desarrolla la placa dental por una interaccion dindmica bacteriana en el
interior de la placa, la cual llega a su maximo desarrollo con el
establecimiento de una comunidad con una microbiota caracteristica. Los
microorganismos en la placa supragingival, como Streptococcus mutans y

Streptococcus sobrinus, se nutren de componentes salivales y de los
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alimentos, produciendo tempranamente acidos organicos a partir de
carbohidratos. La placa subgingival se forma a expensas de la placa
supragingival, y una vez establecida, producira y liberara- lipopolisacaridos
(LPS) y peptidoglicanos entre otras sustancias. Las bacterias
periodontopatdgenas de la placa subgingival son principalmente proteoliticas,
asacaroliticas o bacterias de débil fermentacion. Reciben los componentes de
fluidos crevicular gingival y fluido inflamatorio, incrementando en numero, y
produciendo varios tipos de exotoxinas y enzimas proteoliticas, cuya acci(')ﬁ

resulta en una gran destruccion periodontal.

El proceso dinamico en la génesis del biofilm bacteriano subgingival tiene las

siguientes etapas, brevemente:

. Bacterias cocdceas Gram positivo se unen a la pelicula dental

adquirida en la superficie del diente.

. Las células crecen en nimero y se esparcen sobre la superficie

dentaria actuando como colonizadores primarios.

. Comienza un proceso de agregacion entre cé€lulas bacterianas de la
misma especie o de especies diferentes. La comunidad que crece dentro del

biofilm, constituye la sucesion primaria.
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. El microambiente interno de la comunidad cambia de aerdbico a
anaerobio, a consecuencia del crecimiento bacteriano. La comunidad se

reorganiza, y se establece la sucesion secundaria.

. El microambiente interno de la comunidad se hace cada vez mas

anaerobico, y la comunidad bacteriana se reorganiza nuevamente.

. Finalmente, se establece una comunidad estable, formada por una

amplia gama de especies, llamada comunidad climax.

El biofilm de la placa supragingival adherido a la superficie del diente esta
dominado por especies de bacterias cocdceas y bacilares facultativas Gram

positivo, de los géneros Streptococcus y Actynomices.'!®

Se ha visto que en encias saludables y en sacos con tratamientos
periodontales exitosos, existe una microbiota predominantemente compuesta
por organismos facultativos Gram positivo como Streptococcus y
Actinomyces. Las bacterias Gram positivo muestran poco o ningiin potencial
periodontopatégeno y ayudan a proteger en contra de la colonizacion de
patégenos periodontales. Sin embargo, la placa supragingival contiene
muchos productos bioactivos, como 4acidos organicos fermentados,
componentes sulfurosos, enzimas, peptidoglicanos, y LPS. Estos
componentes pueden difundir hacia la superficie del epitelio gingival e
incrementar el fluido crevicular gingival y el fluido inflamatorio del tejido

periodontal. Este aporte nutricional extra, hace que en hospederos



57

susceptibles las bacterias proteoliticas en la placa, expandan su nicho
ecologico y produzcan proteasas, acelerando la destruccion tisular, y creando
asi las condiciones Optimas para el establecimiento de la placa subgingival.
Estos descubrimientos sugieren que las proteasas producidas por P.
gingivalis, B. forsythus, y T. denticola, podrian estar involucradas en la

iniciacién de la enfermedad.'!’

La placa subgingival puede ser de 3 tipos: adherida, libre, y asociada al
ei)itelio. La placa subgingival adherida, est4 asociada a la superficie dentaria
y estd compuesta por bacilos y cocos Gram positivo. Estas poblaciones
sobreviven bajo limitadas condiciones anaerdbicas y nutricionales, y son
relativamente estables en la placa subgingival. Este tipo de placa esta también
asociada con el deposito de calculo y caries radicular. La placa subgingival
libre estd dominada por bacilos modviles y Gram negativo, los que se
extienden hasta la frontera de la placa mas apical. Esta parece ser el area mas
bioactiva, porque una gran cantidad de fluido crevicular inflamatorio es
excretado del tejido periodontal. Los periodontopatégenos P. gingivalis y T.
denticola son considerados causantes de inducir y acelerar el proceso
inflamatorio. La placa asociada al epitelio estd débilmente unida al epitelio
gingival, y estd conformada por bacilos Gram negativo y méviles. Estudios
inmunolégicos han revelado que Prevotella intermedia y Prevotella
nigrescens, estan entre los principales miembros de la comunidad asociada al

epitelio. Se considera que este tipo de placa juega un importante rol en la
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patogénesis de la periodontitis, y que estd especialmente involucrada en la
invasion bacteriana del tejido conectivo. Estos tres tipos de placas subgingival
estdn estrechamente relacionadas y constituyen el ecosistema de la

comunidad microbiana subgingival.''®

De placa supragingival a subgingival, hay una significativa disminucioén de
Streptococci y especies de Actinomyces, acompafiada por un incremento de
Tannerella forsythensis (Bacteroides forsythus), Porphyromonas gingivalis, y

Treponema denticola.”?

Las lesiones periodontales son por lo tanto, causadas por un grupo de
patdogenos mas que por una sola especie patogena, y los patégenos mas
relacionados con la periodontitis son principalmente originarios de la cavidad
oral. Pero se ha demostrado que microorganismos superinfectantes tales como
bacilos entéricos Gram negativo, pseudomonas, staphylococcus, levaduras,

también habitan los sacos periodontales.''?

Actinobacillus actinomycemcomitans, Pophyromonas gingivalis y Tannerella
forsythensis, han sido fuertemente asociadas con periodontitis cronica,

progresion de la enfermedad y terapia periodontal no exitosa.?

A su vez, periodontitis agresiva esta asociada con una alta proporciéon de
anaerobios (90%), organismos Gram negativo (75%), y espiroquetas (30%).
La infeccién podria ser causada por un numero limitado de especies

bacterianas, entre ellas, Actinobacillus actinomycemcomitans,
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Porphyromonas gingivalis, Dialister pneumosintes, Tannerella forsythensis y
Treponema denticola. Otros bacilos anaerobios Gram negativo, algunas
bacterias Gram-positivo, e incluso, bacilos entéricos/pseudomonas podrian

tener un rol en la etiopatogenia de la periodontitis agresiva.'!’

Porphyromonas gingivalis es considerado por tanto, como uno de las especies
mas fuertemente asociadas con periodontitis crénica y periodontitis
agresiva,”! y usualmente estd entre los mas tardios colonizadores de la
cavidad oral, requiriendo de organismos antecesores que creen las
condiciones medioambientales necesarias, para su adherencia, suministrando
sustratos para su crecimiento, y reduciendo los niveles de oxigeno a niveles
bajos, que es lo que requiere para crecer y sobrevivir esta especie anaerobia

estricta.!!?
2.2.3 Porphyromonas Gingivalis

Porphyromonas gingivalis es una especie de bacilos Gram negativo pequefio
(cocobacilos), no moévil, anaerobio estricto, asacarolitico, que forma colonias
uniformes de coloraciéon verdosas, pardas o negras debido a la hemina que
almacena en la superficie celular'?’ que aprovecha las condiciones que da el
huésped para generar mayor dafio. Esta bacteria produce varios factores de

121, 122

virulencia asi como su capacidad de invadir células periodontales,

dandose una proteccién contra el sistema de defensa del huésped.'?* 124
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Algunos de los tipos poseen actividad proteolitica, como por ejemplo,
Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas macacae, otros son
relativamente no proteoliticos. Cuando crecen en complejos carbohidratados
(excepto Porphyromonas gingivalis asacarolitica) y proteinas, los principales
productos de fermentacion son nbutirato, propionato y acetato, y en menor
cantidad iso-valerato, iso-butirato, succinato y fenilacetato. Estos productos
finales explicarian muchos de los malos olores asociados con infecciones

orales.!?0

Como se menciono anteriormente, P. gingivalis es un importante miembro de
la microbiota periodontal, involucrado tanto en la progresion de la
periodontitis, como en los procesos de destruccién de hueso y tejido,'
también, puede producir severas infecciones extraorales, incluyendo

mediastinales, de planos faciales, cerebro y abscesos pulmonares,'?

126 127

enfermedades cardiacas, “° parto prematuro y bajo peso al nacer.

2.2.3.1 Taxonomia

El género Bacteroides, agrupd en su primera clasificacién, un conjunto de
bacterias heterogéneas, con caracteristicas de ser anaerobios obligados, gram

negativo, no esporulados y de forma bacilar.!?8

Con la aplicacion de nuevas técnicas de identificacion a base de biologia
molecular, como el ADN-ADN hibridacion,'® y estudio de sus

caracteristicas bioquimicas, se pudo identificar un grupo homogéneo de
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especies a partir de los bacteroides, llamados ahora Porphyromonas, que en
sus inicios estuvo formando por 3 especies, P. gingivalis P. asaccharolyticus

y P. endodontales.'3- 129130

Estudios posteriores a base de la secuencia de rRNA de 16S, han alejado mas
genealogicamente del género Bacteroides, conociéndose en la actualidad

alrededor de 12 especies, habiendo una, P. Catoniae, que es sacarolitica.'!

2.2.3.2 Nutricion

Porphyromonas gingivalis es una especie proteolitica, anaerobia estricta, por
lo que coloniza sitios en donde la tension de oxigeno es baja, pero en los
cuales hay substratos abundantes en nitrégeno. El ecosistema subgingival
proporciona un medioambiente ideal para esta especie, ya que, el potencial
redox es bajo (y mas bajo aun en sacos periodontales), y posee nutrientes

endégenos ricos en péptidos y aminoacidos.!*!

P. gingivalis tiene un requerimiento obligado de hierro para crecer. Sin
embargo, cuando ocurre una falta de hierro en el sistema de poros de la
bacteria (sideporos, los cuales quelan hemina) utiliza hemina (hierro
protoporfirina IX). Los niveles de hemina en boca son variables y el
sangramiento, como resultado de la inflamacion gingival, elevaria su

concentracion subgingival, de modo que este puede ser un factor que
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predispone a la acumulacion de esta bacteria. La hemina que se acumula en la
membrana extracelular actua como "basurero" de oxigeno ayudando a

mantener un microambiente anaerobio.!!3
2.2.3.3 Morfoelogia y estructura

P. gingivalis es un bacilo corto o cocobacilo, que mide de 0.5 - 0.8 um x 1 -

129 anaerobio estricto, gram negativo, siendo considerado un comensal

3.5 um,
en la cavidad oral.'’® Su pared celular presenta a nivel de la membrana
externa las endotoxinas, son capsulados, no esporulados, sin flagelos y
abundantes fimbrias de diferentes tipos. A nivel superficial presenta vesiculas
que contienen una variedad de enzimas que juegan un rol importante en su
virulencia. Asi también produce multiples enzimas con capacidad de degradar

compuestos proteicos,!!3 120, 132

2.2.3.4 Factores de virulencia
Capsula

Existen macromoléculas en la superficie de las bacterias que confieren
estabilidad estructural y que cumplen un rol importante en el reconocimiento

e interaccion con el hospedero.!3?

En bacterias patdgenas, las macromoléculas de superficie también forman
una barrera defensiva que le permiten evadir respuesta inmune. En este

contexto, los polisacaridos capsulares cumplen un rol importante en la
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mantencion de la integridad de la célula en ambientes con alta presion

inmune. '3

La capsula de P. gingivalis se compone principalmente de glucosa,
glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, galactosamina y los
acidos galactosaminurénico, manurdnico, glucorénico y galacturénico.'** Y
sobre la base de su inmunogenicidad se han descrito 6 serotipos capsulares
(K) diferentes, denominados K1, K2, K3, K4, K5 y K6. Esta juega un rol
importante en la evasion del sistema inmunolégico, eludiendo la fagocitosis,

opsonizacion y accionar del complemento.!3! 135 136, 137

Endotoxina (LPS)

El LPS de P. gingivalis contiene 3 componentes: polisacdridos (exterior),
oligosacaridos (centro) y lipido A (interior) !*®. Durante la enfermedad, P.
gingivalis libera vesiculas que contienen LPS, las que pueden invadir los
tejidos periodontales y activar la produccion de citoquinas en macrdéfagos,

fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales.'*

Las LPS estan presenten en la membrana externa de la bacteria, compuesta en
parte por el lipido A, que estaria participando en la interrupcién de la
homeostasis inmunolédgica del huésped,*® ocasiona inflamacién gingival,
asociada con la destruccion del tejido conectivo y la reabsorcion del hueso
alveolar por activacion de osteoclastos y causa la liberacion de

prostaglandinas Ez, asi como un incremento de IL18 y IL1B.'13.135. 140,141
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Vesiculas de membrana externa

Son sacos cerrados que se encuentran a un nivel mas externo de la bacteria,
presentan en su interior numerosas enzimas como; fosfolipasa C, proteasas,
fosfatasa alcalina, hemolisinas, lipopolisacaridos. Estas son liberadas,

produciendo dafio a las células periodontales y neutréfilos,!!3 142, 143

Hemaglutininas

Son proteinas codificadas por el gen hag y estas pueden ser 5 de A-E,
promueven la colonizacion por mediacion de la union bacteriana a receptores

oligosacaridos en células humanas.'1> 13

Fimbrias

La fimbria es una estructura filamentosa localizada en la superficie de P.
gingivalis que le permite al microorganismo invadir los tejidos periodontales

y colonizar la cavidad oral.!*

Presentes en forma peritrica de 0.3 a 3.0 um de largo y 5 nm de ancho,
compuestos por monomeros de fimbrilina, codificados por el gen fimA,
pudiéndose clasificar en 6 variantes, del tipo I al V y el Ib. Estas presentan
capacidad de unirse a diferentes sustratos, moléculas, y células, como
epitelial, fibrindgeno, fibronectina, lactoferrina. A su vez presenta

propiedades quimiotacticas y de induccién de citoquinas.'!? 135
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En pacientes afectados con periodontitis cronica, los genotipos de P.
gingivalis mas frecuentemente detectados son el tipo II y IV'*® mientras que

en adultos sanos el genotipo mas prevalente es el tipo 1.'6

Proteinasas cisteinproteasas

Son compuestos bacterianos que proporcionan nutrientes para el crecimiento
bacteriano, produciendo un dafio colateral al huésped, degradando colageno
de diferentes tipos. Estas proteinas son llamadas gingipainas, produciendo el
85 % de la actividad proteolitica generada por P. gingivalis y el 100 % de la

actividad tipo tripsina.'*’

Las gingipainas son un grupo de proteasas producidas por P gingivalis
pertenecientes al grupo de trypsin-like cystein proteinases. Las gingipainas
RgpA 'y RgpB son codificadas por los genes rgpA y rgpB, respectivamente, y
son especificas para péptidos ricos en arginina (Arg- Xaa). Por otl.ro:lado, la
gingipaina Kgp estd codificada por el gen kgp y es especiﬁcé para péptidos

. .. 1
ricos en lisina (Lys-Xaa).'*

RgpA y Kgp son complejos que contienen dominios de separacion catalitica y
de adhesion hemaglutininico; mientras que RgpB solo presenta un dominio de

133, 147 RopB determina el desarrollo del edema mediante la

catalisis.
activacion de la via Kkalikreina/quinina y la infiltracion por neutréfilos

. . ., e e g e 148,
mediada por la activacion de los factores quimiotacticos del complemento,
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149 En cambio, Kgp y RgpA controlan el sangrado gingival a través de la

degradacion del fibrindgeno/fibrina.'*®

RgpA y RgpB son capaces de inactivar citoquinas y sus receptores, estimular
la agregacion plaquetaria, atenuar la actividad antibacteriana de los
neutrofilos por medio de la inhibicion del receptor de LPS, incrementar la
permeabilidad vascular y la apoptosis de los queratinocitos gingivales y

destruir macréfagos CD14+.'%

En el fluido gingival crevicular de pacientes con periodontitis crénica RgpA y
RgpB se asocian al aumento de los neutrdfilos en los sitios periodontales

infectados y Kgp, RgpA y RgpB al sangrado gingival.'*'*

Proteinasas no cisteinproteasas

Estas son la colagenasa, proteasa,’ : hemaglutinina,113

una enzima tipo
conversora de endotelina, una dipeptidilpeptidasa,’> y la periodontaina, esta

tiltima, 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 macroéfagos. Estas metaloproteinasas

degradan la mayoria de moléculas de la matriz extracelular, como el

i13,

colageno, fibronectina y la laminina. 35 P gingivalis inactiva los
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inhibidores tisulares de metaloproteinasas, especificamente el tipo 1, que

tiene mucha relacién con la destruccion del colageno tipo I'y fibronectina.'*®
2.2.3.5 Fisiopatologia

P. gingivalis es considerado un colonizador secundario, comensal del surco
gingival, que llega por contagio o transmision por individuos infectados, por

medio de la saliva principalmente.'*®

Su capacidad de adherirse
principalmente por sus fimbrias peritricas tipo Ib, Il 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, 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, presente en el surco, haciendo cronico el proceso de destruccion

del periodonto.'*



68

2.2.4 Clorhexidina
2.2.4.1 Historia

La clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 por Imperial Chemical
Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio contra la malaria, aunque
nunca fue utilizada con este fin. En ese momento los investigadores fueron
capaces de desarrollar un grupo de compuestos denominados polibiguanidas
que demostraron tener un amplio espectro antibacteriano y salié al mercado
en 1954 como antiséptico para las heridas de la piel."® Posteriormente
comenzo a utilizarse en medicina y cirugia tanto para el paciente como para el
cirujano. En odontologia empez6 a utilizarse para desinfeccion de la boca y
en endodoncia. El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el
mundo de la periodoncia, fue el realizado por Loe y Schiott en 1970 donde se
demostré que un enjuague de 60 segundos dos veces al dia con una soluciéon
de gluconato de clorhexidina al 0.2% en ausencia de cepillado normal, inhibia

la formacion de placa y el desarrollo de gingivitis.'*
2.2.4.2 Estructura y caracteristicas quimicas

La clorhexidina es una molécula bicationica simétrica, es un dimero proguanil
por lo que decimos que es una bisguanida, la cual estd conectada por una
cadena central hexametileno. En cada extremo se enlaza un radical
paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil), resultando su nombre completo:

paraclorofenilbiguanida.
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Este compuesto es una base fuerte dicationica a PH superior a 3.5 con dos
cargas positivas en cada extremo del puente hexametileno. Es esta naturaleza
dicatiénica la que lo hace extremadamente interactiva con los aniones, lo que
es relevante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios colaterales y su
dificultad para formularla en productos. Aunque es una base, la clorhexidina
se mantiene mds estable en su forma de éal y la preparacion mas comtn es la

sal de digluconato por su alta solubilidad en agua.'>
2.2.4.3 Mecanismo de accion

La clorhexidina se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo que a
bajas concentraciones produce un aumento de la permeabilidad con filtracién
de los componentes intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico).
En concentraciones mas altas produce la precipitacion del citoplasma
bacteriano y muerte celular (efecto bactericida). En boca se adsorbe
rapidamente a las superficies de contacto, incluidos los dientes con pelicula
adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita. La clorhexidina adsorbida
se libera gradualmente en 8-12 horas en su forma activa. Después de 24 horasv
atn pueden recuperarse concentraciones bajas de clorhexidina, lo que evita la
colonizacion bacteriana durante ese tiempo. Su PH 6ptimo se encuentra entre
55y 7.0. En funcion del PH ejerce su accion frente a diferentes bacterias.

Con un PH entre 5.0 y 8.0, es activa frente a bacterias Gram+ y Gram-'%.
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El efecto antiplaca se produce a través de cuatro mecanismos:'*®

1.  La clorhexidina bloquea los grupos 4cidos libres de las glicoproteinas
salivales (mucinas), las cuales forman la pelicula adquirida que permitira la
formacion de la placa bacteriana, siendo ésta su primera capa, no permitiendo
la formacidén de la misma.

2. La carga idnica positiva de la clorhexidina atrac a la superficie
microbiana de carga negativa, a lo que contribuye el PH del medio, el cual es
neutro o basico, permitiendo que los microorganismos se unan a las
moléculas de clorhexidina y no se adhieran a la pelicula adquirida.

3.  La clorhexidina también destruye la placa formada al competir con el
ion calcio, factor coadyuvante de la formacién y crecimiento de la placa
bacteriana que actiia como una molécula de enlace que permite a las bacterias
fijarse a la pelicula adquirida sin impedimentos. Cuando la clorhexidina se
une al i6n calcio, impide la unidon del mismo a las bacterias.

4. A altas concentraciones la clorhexidina produce tras unirse a la pared
bacteriana, cambios electroforéticos que producen una precipitacion

citoplasmatica que conlleva la muerte celular.
2.2.4.4 Farmacocinética

Los estudios farmacocinéticos de clorhexidina, indican que aproximadamente
el 30 % del principio activo, se retiene en la cavidad oral después del

enjuague. La clorhexidina retenida se libera lentamente en los fluidos orales.
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Estudios realizados en animales y en humanos, demuestran la escasa
absorcion del farmaco en el tracto gastrointestinal.

Los niveles plasmaticos de clorhexidina alcanzan un pico maximo de 0.206
microgramos por gramo en humanos, 30 minutos después de la ingestion de
300 mg de clorhexidina. No se encontraron niveles, detectables en plasma de
clorhexidina después de 12 horas de la ingesta. La excrecion de clorhexidina
se realiza fundamentalmente por las heces (90 %); menos del 1 % se excreta

por la orina.'

2.2.4.5 Concentraciones

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al 0.12 % y al 0.2

%, se recomienda realizar un buche con 10ml de producto a una
concentracion del 0.2 % y de 15ml al 0.12 %, esto es debido a la dosis.total
de clorhexidina ya que 10ml al 0.2 % libera 20mg y 15ml al 0.12 % libera
18mg, observandose que los resultados con ambas formulaciones son igual de

. 1
efectivos.!®

2.2.4.6 Medios de presentacion y formas comerciales

La eficacia de clorhexidina depende de su forma de presentacion. Asi
encontramos: Colutorios, dentifricos, geles, barnices, aerosoles, deposito de
liberacion lenta, chicles con clorhexidina. etc. Siendo el método mas utilizado
en colutorio para la mayoria de situaciones como coadyuvante de la higiene

oral. Su forma de presentaciéon mdas comun es en solucién al 0.12 % para



72

enjuagues de 15 ml durante 30 segundos y al 0.2 % para enjuagues de 10

ml 156

2.2.4.7 Indicaciones

Esta indicado como agente antiplaca, para el tratamiento de gingivitis y
periodontitis, en cirugia periodontal, como irrigador en alveolitis, como
desinfectante en estomatitis por dentaduras (candidiasis subplaca), como
tratamiento de ulceraciones aftosas y como coadyuvante en halitosis. Su uso
se recomienda dos veces al dia, como enjuague oral debe ser usado por lo
menos 30 segundos. No se debe ingerir y debe expectorarse despucs de

enjuagarse.156

2.2.4.8 Efectos secundarios

El efecto colateral mas frecuente en la utilizacion de clorhexidina es la
tincion de dientes, partes blandas de la mucosa, dorso de la lengua y
restauraciones. Otro efecto secundario de los enjuagues con clorhexidina es la
alteracion del sentido del gusto como la hipogeusia y disgeusia, también se
observa sensacion de quemazén, sequedad de tejidos blandos, y lesiones
descamativas y ulcerosas de la mucosa gingival. Ademas un efecto colateral
frecuente reflejado por los usuarios de colutorios de clorhexidina es su

desagradable sabor amargo.'*®
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Definicion de términos basicos:

>. Actividad antibacteriana: Capacidad de matar, destruir, inactivar
bacterias, impedir su proliferacion y/o impedir su acci6n patogena.

» Efectividad: la capacidad o facultad para lograr un objetivo o fin
deseado, que se han definido previamente, y para el cual se han
desplegado acciones estratégicas para llegar a é1.

> Estudio in vitro: in vitro (latin: dentro del vidrio), se refiere a una técnica
para realizar un determinado experimento en un tubo de ensayo, o
generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

» Extracto etanélico: Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de
materia prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion.
en contacto con etanol, seguida de la eliminacion de dicho solvente por un
procedimiento fisico.

> Halo de inhibicién: Es una medida de la potencia del antibidtico frente al
gérmen, en este caso el extracto etandlico de Pelargoniun x hortorum.

» Porphyromonaé gingivalis: bacilos pleomorficos o cocobacilos,
inmoéviles, no esporulados. Carecen de metabolismo fermentativo, por lo
que son llamadas asacaroliticas, utilizan substratos pitrogenados como
fuente de energia. Comprende doce especies, pero solo tres se han aislado
de la cavidad bucal del hombre, P. gingivalis, P. endodontalis y P.

asaccharolytica.
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Hipétesis
Hi: EL extracto etandlico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey en
diferentes concentraciones presenta efectividad antibacteriana sobre cepas de

Porphyromonas gingivalis.

Ho: EL extracto etanodlico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey en
diferentes concentraciones no presenta efectividad antibacteriana sobre cepas

de Porphyromonas gingivalis.

Variables

> Variable Independiente:
Extracto etanolico del Pelargonium x hortorum L.H. Bailey
» Variable Dependiente:

Efectividad antibacteriana del Pelargonium x hortorum L.H. Bailey sobre y”'

cepas de Porphyromonas gingivalis.
> Variables control

Control positivo

®  Gluconato de Clorhexidina 0.12%
Control negativo

* Dimetilsulféxido (DMSO)

® Agua destilada
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VARIABLES DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA VALOR
Extracto Sustancia 50mg/ml
Etanolico de hidroalcohdlica Diferentes
Perlargonium x que contiene concentraciones | Concentracién Ordinal 25mg/ml
hortorum L.H. el extracto de
Bailey Pelargonium x 12.5mg/ml
(Variable hortorum
Independiente) 6.25mg/ml
Efectividad Dimension del
Efectividad Capacidad antibacteriana diametro del
antibacteriana | para destruir o de las halode | ‘
(Variable inhibir el soluciones del inhibicién en Intervalo mm
Dependiente) crecimiento extracto prueba de
bacteriano etandlico a las difusion en
concentraciones agar con
' de Pozos.
(50-25-12.5-
6.25)mg/ml

Sobre cepas de
P.gingivalis.
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CAPITULO III.
" MARCO METODOLOGICO

3.1 Nively Tipo de Investigacién.
3.1.1 Nivel de investigacién: Explicativo.
3.1.2 Tipo de investigacion: Aplicada.
3.2  Diseiio de la Investigacion.

=  Experimental. Porque se manipuld intencionalmente una o mas variables
independientes (supuestas causas-antecedentes), para analizar las consecuencias
que la manipulacién tuvo sobre una o mas variables dependientes (supuestos
efectos-consecuencias).

® Comparativo. Porque permite coﬁocer la relacion o grado de asociacion que
existe entre dos 0o mdas conceptos, categorias o variables en un contexto en
particular.

= In vitro. Porque segin la técnica del experimento se realizé en un ambiente

controlado en un laboratorio, fuera de un organismo vivo.
Segun el alcance de la investigacion:

= Cuantitativo. Por la presencia de datos numéricos y la aplicacion de pruebas

estadisticas.
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Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registros de informacion:

» Prospectivo. Porque los datos seran registrados conforme a la ocurrencia de los
hechos

= Transversal. Porque la recoleccion de datos fue tomada en solo momento.
Segin el control que tiene el investigador de las variables en grupeos:

= Controles. Porque la identificacion de las sustancias control, le dan mayor

confiabilidad a las lecturas del estudio.

Creswell (2009) denomina a los experimentos como estudios de intervencion,
porque un investigador genera una situacion para tratar de explicar como afecta a
quienes participan en ella en comparacion con quienes no lo hacen. Es posible

experimentar con seres humanos, seres vivos y ciertos objetos.'”’

G]- xl 01
G = grupos

Gz xZ 02
G3 X3 0; X = estimulo o condicién experimental
Gs Xa 0, = =sin estimulo (control o testigo)
G —_— o)

’ - ’ O = medicién u observacion
G7 —— 07
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3.3 Poblacion y muestra

33.1

332

Poblacion

Conformada por bacterias periodontopatégenas Gram negativas.

Muestra

Tipo de muestra

Muestreo no probabilistico intencional, antes de incluir las cepas
bacterianas para el estudio establecimos si cumplian con los criterios

de inclusion.

Unidad de muestra

Cepa Estandarizada de Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),

procedentes de la American Type Culture Collection.

Hojas de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey, obtenidas del jardin

botanico de plantas medicinales del Instituto Nacional de Salud.

Unidad de analisis

Conformada por 25 cultivos bacterianos de las cepas de

Porphyromonas Gingivalis.
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3.32 Criterios de Seleccion de datos:

> Criterios de Inclusion;

» Bacterias periodontopatogenas anaerobias estrictas Gram

negativa.

» Cepa bacteriana de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

> Criterios de Exclusion:

= Cepas que no pudieran ser cultivas, no pertenecientes al género

Porphyromonas gingivalis.

34 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

> Recoleccion de la planta de Pelargonium x hortorum.

La planta Pelargonium x hortorum L.H. Bailey fue recolectada en el
jardin botanico de plantas medicinales del Instituto Nacional de Salud
ubicado en el jiron Capac Yupanqui 1400 distrito de Jesis Maria,
provincia de Lima Metropolitana, departamento de Lima-Pera a 133
msnm. El material vegetal recolectado se envolvidé en papel kraft y se
introdujo en bolsas plasticas para luego ser trasladada a las instalaciones
del laboratorio de Farmacognosia de la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos (ANEXO N° 1, pag. 138).
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» Identificacion de la planta de Pelargonium x hortorum.

Para la identificacion taxonémica del material recolectado se tomé un
ejemplér teniendo en cuenta que presentara flor, hojas, tallo, raices en
buen estado, se retiré la tierra adherida a ella y se colocé en una bolsa
plastica para ser trasladada al herbario de San Marcos (USM), Museo de
Historia Natural de la Universidad Mayor de San Marcos. Al momento de
recolectar se realizé anotaciones de observaciones o detalles, tales como:
fecha, localizacion (pais, provincia, distrito, lugar), nombre comun
(Geranio comun), indicamos el habito (en este caso era un arbusto);
igualmente, se indic6 aspectos cualitativos de la hoja (redondeada, color
verde con una zona oscura) tallo lefioso y flores de color rojizo. (ANEXO

N° 2, pag. 141).
» Seleccion y lavado de la planta de Pelargonium x hortorum.

Se procedi6é a separar manualmente las hojas y flores del tallo (s6lo se
utilizaron hojas) y a retirar la tierra y arena adherida, también se retird
érganos deteriorados y con sefiales de ataque de insectos y/o hongos,
dicho procedimiento se realizé con sumo cuidado para evitar el deterioro
de la planta, luego se pesaron en una balanza comun, hasta
aproximadamente 1 kg del material vegetal, posterioﬁnente se lavé

cuidadosamente a corriente de agua.
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» Secado de las hojas de Pelargonium x hortorum.

Se realizé una nueva seleccion del material vegetal, separando el peciolo
de la hoja propiamente dicha, se volvid a pesar el material vegetal
obteniendo 500 g del mismo. Se dividi6 las hojas en dos porciones
iguales, cada porcién fue colocada y empaquetada con papel kraft, y
finalmente se introdujeron los paquetes a la estufa a temperatura de 40 °c

por un periodo de 5 dias.
> Reduccion de tamaiio de las hojas secas de Pelargonium x hortorum.

Luego de 5 dias de secado, las hojas secas de Pelargonium x hortorum
fueron reducidas de tamafio manualmente con la ayuda de un mortero y

pilon.

> Obtenciéon del extracto etandlico de Pelargonium x hortorum

(extraccion de la droga).

Una vez terminada la trituracion de las hojas secas, se procedio a pesar lo
obtenido en una balanza, obteniendo 66 mg de molienda, luego se
introdujo en un frasco de vidrio de color ambar y se le agregd 400 ml de
etanol de 96 grados, dejandose macerar por 2 semanas agitandolo todos
los dias(método de maceracion). Luego de 2 semanas de maceracion el
producto fue filtrado 2 veces con papel filtro Whatmann N° 2. Se obtuvo

250 ml de extracto purificado libre de gérmenes, el filtrado se colocé en 2
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recipientes de vidrio de boca ancha (platos) y fueron llevados a la estufa a
40 °C durante 5 dias hasta que el alcohol se evapore por completo,
quedando solo el extracto puro; se obtuvo una masa seca de extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum, la cantidad obtenida fue de 9.4gr,
este producto se colocod en un frasco de vidrio pequefio de color ambar

para su conservacion.

A partir de la masa seca de extracto etandlico de Pelargonium x hortorum
se prepararon concentraciones de 6.25, 12.5, 25 y 50 mg/ml. Para obtener
' dichas concentraciones se pesaron en una balanza analitica 6.25, 12.5, 25
y 50 mg de extracto seco, colocados en frascos de vidrio pequeiios, luego
de haber pesado correctamente, se afiadio 1 ml de Dimetilsulfoxido
(DMSO) para la dilucion del extracto seco. Dichas diluciones fueron
guardadas y conservadas en refrigeracién hasta el momento que se
utilizaron para probar su efectividad antibacteriana sobre las cepas de

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.
Prueba de solubilidad y analisis fitoquimico

Previo al andlisis antibacteriano y a la elaboracién de las diferentes
concentraciones del extracto, se realizaron puebas de solubilidad y el

ensayo fitoquimico.

Para la prueba de solubiliad se utilizo 6 solventes organicos y agua

destilada, los solventes organicos fueron: Etanol, Butanol, Cloroformo,
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metanol, diclorometano y N-hexano; se tomo 7 tubos de ensayo a cada
tubo se le agrego 1 mg de extracto de Pelargoium x hortorun, luego se
agrego 1 ml de cada solvente, y se procedio a verificar la solubilidad

(Anexo N°3, pag. 147)

El ensayo fitoquimico preliminar se realizé6 mediante el ensayo a la gota,
con el cual se determind cualitativamente que componentes o metabolitos
presenta el extracto de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey. Se tom6 un
Tubo de ensayo grande y se agrego 20 mg de extacto, luego se afiadio 20
ml de etanol para disolver el extracto, una vez disuelto se tomo 9 tubos de
ensayo, a los cuales se les agrego 1ml del mismo. Finalmente se
realizaron los siguientes ensayos: Felling B (para carbohidratos), Cloruro
férrico (para fenoles), Gelatina (para taninos), Ninhidrina (para
aminoacidos libres y grupos amino), shinoda (para flavonoides),
Liebermann-Burchard (triterpenoides y esteroides), Borntrager (para
quinonas), Dragendorff (para alcaloides) y Rosenheim (para

antocianinas). (Anexo N°3, pag. 148)

Siembra, cultivo de las cepas y prueba de la efectividad

antibacteriana.

Para la reconstitucion de las cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC
33277 fueron retiradas del vial (ATCC), los cristales liofilizados fueron

sembrados por aislamiento en 5 placas de petri conteniendo agar
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Schaedler, también se inoculé haciendo movimientos de rotacién en
medio tioglicolato (medio liquido); luego se colocaron en una jarra de
anaerobiosis con un sobre generador de anaerobiosis y se incubé por un
lapso 10 dias a 37 °C para su reconstitucion (todo procedimiento se
realizd en condiciones estériles). Pasado 10 dias se procedi6 a verificar el
aspecto general del medio y la aparicion de crecimiento sobre la
superficie del agar o el enturbamiento del tioglicolato; en el medio de
cultivo liquido (tioglicolato) no hubo enturbiamiento ni sedimento en el
fondo del tubo, en el medio sélido (agar Schaedler) se observé colonias
marrén oscuro de tamafio regular, circulares y convexas con bordes
enteros y superficie lisa brillante. Con la ayuda de un asa de siembra
estéril se cosechd 5 colonias diferentes (una de cada placa de petri) y se
diluy6é haciendo movimientos de rotacién en un tubo de ensayo con 6 ml
de tioglicolato hasta obtener una diluciéon de 0,5 de Mc Farland, que es
equivalente a 1,5x108 UFC/ml. Luego se procedié a realizar la siembra
de este indculo en las placas de Petri conteniendo agar Schaedler usando
un hisopo esteril, el cual se pas6 de manera uniforme sobre la superficie

del agar por 2 veces (siembra por aislamiento).

Una vez realizada la siembra cada placa de petri fue sefialada por su base
con un plumén que sirvié como guia para la distribucion de los pozos
(método de Kirby-Bauer en pozos), Asimismo se enumeré cada palaca de

petri para evitar confusiones en cada uno de los ensayos, para el primer
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ensayo se utilizaron 10 placas y para el segundo ensayo se utilizd 15
placas. Se procedié a realizar 7 pozos de 2.5 mm de diametro sobre el
agar Schaedler (ver Anexo N° 4, pag. 153). La distribucién de los pozos
se realizo de la siguiente manera: 01 pozo en el centro de la placa para el
agua destilada (control negativo) y 06 pozos alrededor, de los cuales 04
eran para las diferentes concéntraciones del extracto de Pelargonium x
hortorum (50mg/ml, 25mg/ml, 12.5mg/ml, 6.25mg/ml), 01 pozo para la
Clorhexidina 0.12% (control positivo) y 01 pozo para el Dimetilsulféxido
(control negativo). Luego con la ayuda de una pipeta automatica se aplico
30 ul de cada solucion en los pozos, dejando reposar por 15 minutos antes
de poceder a incubar. Pasado 15 minutos se colocaran las placas de Petri
en una jarra de anaerobiosis con un sobre generador de anaerobiosis.
Luego la jarra se cerrd herméticamente y se llevé a la incubadora a 37°C
por tres dias (72 horas). Luego de 72 horas con la ayuda de una regla
milimetrada y viendo contra la luz se realiz6 la lectura de los halos de
inhibicion. Los datos obtenidos fueron descritos en una ficha elaborada

por los investigadores.

El sembrado de la cepa se realiz6 usando un mechero Bunsen el cual
brindd un area de esterilizacion para evitar la contaminacion de las placas

de Petri conteniendo el agar Schaedler.
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Instrumento de recoleccion de datos

Para la presente investigacion se elaboré un instrumento que fue llenado por

los investigadores permitiendo obtener la informacién para el cual estuvo

destinado el estudio; el mismo tuvo ciertas caracteristicas y permitio realizar

anotaciones que se mencionan a continuacion:

v

v

Fecha de inicio del ensayo.

Identificacion de la cepa bacteriana en estudio.

Identificacion del tipo extracto al que fue sometido la planta y de las
concentraciones (en este caso se trata de extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum L.H. Bailey en concentraciones de 50, 25,
12.5 y 6.25 mg/ml).

Identificacion de las sustancias control, las cuales le dan mayor
confiabilidad a las lecturas del estudio, por que permiten comparar los
halos de inhibicion formados.

Identificacion del nimero de cultivos en forma ordenada, del 1 al 25.
A las 72 horas después de iniciado el ensayo permitid la recoleccion
de datos. Los datos recolectados fueron de la medicion en milimetros
de los halos de inhibicion que se formaron de manera individual
alrededor de cada pozo (técnica de difusion en agar con pozos),
teniendo en cuenta cada una de las concentraciones del extracto y las

sustancias de control.
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3.5.1 Validacion de la ficha de recoleccion de datos.

3.6

La recolgccién cie datos se realizo en la ficha de recoleccion de datos (Anexo
N° 5, pag. 165) y se utilizé una técnica directa, basada en estudios anteriores
y una sustentacion teodrica que relaciona la medicién del didmetro del halo de
inhibicién en mm con la efectividad antibacteriana, haciendo valido nuestro
instrumentq de recbleccién de datos. Previo a ello se realiz6 una calibracion
inter exaininador, entre un bidlogo conj experiencia y los investigadores, que
analizaron diez muestras para determinar la correlacion mediante el
coeficiente Képpa. Asi mismo, se realizd la calibracion intra examinador,
para ello los investigadores analizaron diez muestras por duplicado en un
intervaio de 5 minutos; ambas calibraciones obtuvieron valores de kappa que
indicaron una concordancia casi perfécta en las mediciones de las variables

demostrando que la medicion fue confiable (Anexo N° 5, pag. 164).
Técnicas de procesamiento, analisis de datos

Para el procesamiento de datos se empleé_ un ordenador modelq VAIO
Computér. Sony Electronics Inc. con|procesador AMD E-450 APU with
Radeon (tm) HD Graphics 1.65 GHz. RAM 2.00 GB. Sistema operativo 32
bits. Se utilizé el programa Microsoft Excel 2010 para ordenar los datos que
luego fueron procesados dentro del paquete estadistico SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences) v.21.0. en espafiol para Windows.
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El andlisis de datos empez6 con un analisis descriptivo de la distribucién de
la muestra segliin la concentracién del extracto etandlico y las variables
control. En el andlisis estadistico, por presentar este estudio valores

cuantitativos, se realizé con las pruebas de ¢ de Student y ANOVA después

~ de comprobar la distribucion normal de las muestras y de acuerdo al nimero

de grupos a contrastar. Se considerdé como parametro de decision, un margen
de error del 5%, a un nivel de confianza del 95% para la contrastacion de la

hipoétesis.

Las representaciones graficas fueron realizadas en el programa Microsoft

Excel 2010.

Pruebas de normalidad

Para contrastar los promedios del efecto antibacteriano, medidos en mm,

- entre las diferentes concentraciones del extracto etandlico Pelargonium x

hortorum (geranio comin) y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%, se
realizé en primer lugar una prueba estadistica para determinar la distribucién
normal de las muestras. Los resultados de esta prueba nos ayudaron a decidir

la aplicacion de pruebas estadisticas paramétricas o0 no paramétricas.



Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

50 25 12,5 6,25 Clorhexidina Diemetil
mg/ml mg/mt mg/mi mg/ml al 0,12% sulfoxido
N 25 25 25 25 25
_ Media _ 11,440 7,180 5,500 3680 10320 000
Parametros . ) . :
Desviacion o :
normales™® ,8206 ;4761 ,4564 ,4301 12573 ,0000°
tipica : ' S - s
__ Absoluta 249 247 263 372 266
Diferencias : : o :
___Positiva ____ 167 247 263 228 174
mds extremas :
Negativa _ _ -249 -233 _ -263  -372 -266
Z de Kolmogorov-Smirnov 1246 1237 - 1317 1858 1,328
Sig. Asint6t. (bilateral) ,090 ,094 ,062 ,002 ,059

-
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Agua
destilada

¢. Ladistribucion no tiene varianza para esta variable. No es posible realizar la prueba de Kolmogorov-

Smirnov para una muestra.

Fente: Ficha

La prueba de Kolmogorov-Smirnov representa los valores observados frente a los

esperados bajo la hipétesis nula que los grupos tienen una distribucion normal. El p-

valor asociado al estadistico de contraste es mayor a 0,05 en las muestras del extracto

etandlico de Pelargonium x hortorum (geranio comuin) a concentraciones de 50

mg/ml, 25 mg/ml y 12,5 mg/ml, y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%, luego a
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nivel de significancia 0,05, no se rechaza la hipdtesis nula, se acepta que las muestras
tienen distribucién normal a excepcion de la muestra que presenta una concentracion
de 6,25 mg/ml. Por consiguiente, se procede a realizar la transformacion estadistica
de los datos de esta muestra para aplicar en los contrastes una prueba de estadistica
paramétrica. En los casos en los que se compara dos medias se utilizara la prueba ¢ de
Student y en los casos que vamos a comparar mas de dos medias utilizaremos el

Analisis de Varianza (ANOVA).
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CAPITULO V.

RESULTADOS
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum en diferentes concentraciones sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis. La muestra estuvo conformada por 25 cultivos de cepas
de Porphyromonas gingivalis, a las cuales se aplicé el extracto de Pelargonium x
hortorum en concentraciones de 6,25, 12,5, 25, 50 mg/ml y el Gluconato de
Clorhexidina al 0,12%, para analizar el diametro del halo de inhibiciéon medido en

mm y de esta manera determinar la efectividad antibacteriana de estos compuestos.

Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x hortorum
(geranio comiin) en diferentes concentraciones y las sustancias control sobre

cepas de Porphyromonas gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicion en mm)

o _ :
'g " [mg/ml] n X DS Min. Mix. Rango
&
= 8
=]

= § § 6,25 25 368 043 3,0 4,0 1,0
° SR

o 208 12,5 25 550 045 5,0 6,0 1,0
oS = _

S 25 25 718 047 6,0 8,0 2,0
=

v
& 50 25 11,44 0,82 9,0 13,0 4,0

» Clorhexidina ,

25 10,32 1,25 7,0 11,5 4.5

£ 3 0,12%

=

8 % Dimetilsulféxido 25 000 000 000 000 0,00

2]

I~

2 Agua destilada 25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fuente: Ficha
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Comentario e interpretacion

En la tabla 1, se observa que el promedio del diametro del halo de inhibicién cuando
se aplica el extracto etandlico de Pelargonium x hortorum a una concentracion de
6,25 mg/ml es de 3,68 mm, con un minimo valor de 3 mm y un maximo valor de 4
mm; a una concentracion de 12,5 mg/ml es de 5,50 mm, con un minimo valor de 5
mm y un maximo valor de 6 mm; a una concentracién de 25 mg/ml es de 7,18 mm
con un minimo valor de 6 mm y un maximo valor de 8 mm, y a una concentracion de
50 mg/ml es 11,44 mm con un minimo valor de 9 mm y un maximo valor de 13 mm.
Las cepas de Porphyromonas gingivalis a las que se les aplicé las sustancias control
no formaron didmetro del halo de inhibicion en los casos del agua destilada y el
Dimetilsulféxido pero si cuando se aplicé el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%
cuyo promedio fue 10,32 mm con un valor minimo de 7 mm y un valor maximo de

11,5 mm.
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Grifico 1. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x

hortorum (geranio comin) en diferentes concentraciones y las sustancias control

sobre cepas de Porphyromonas gingivalis

13
1138 1.5
1b.32
9
‘-'H
81
——7:1
6 6
5.
4
" 3
N 0-0 0 00
Promedio Min Max.

14

12

10
06.25 mg/ml

g  D12.5mg/mi
0025 mg/mi
050 mg/ml

6 O Clorhexidina 0.12%
0O Dimetilsulféxido
g1 Agua destilada

FUENTE: Tabla
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Tabla 2. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x hortorum

(geranio comun) en diferentes concentraciones sobre cepas de Porphyromonas

gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicion en mm)
*p-valor

g [mg/ml] n X DS Min. Max. Rango
3
=
)
£o 6,25 25 368 043 30 4,0 1,0
<
B
~ 5
g
oS 125 25 550 045 5,0 6.0 1,0
25
% S 0,000
k> 25 25 718 047 6.0 8,0 2,0
8
[
~
5
e 50 25 1144 082 9,0 13,0 40

*ANOVA  Fuente: Ficha

Comentario e interpretacion

En la tabla 2, se desea comparar las medias de los didmetros de los halos de

inhibicion de las cepas de Porphyromonas gingivalis sobre las que se aplicé el

extracto etandlico Pelargonium x hortorum en cuatro concentraciones diferentes. La
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prueba del andlisis de varianza (ANOVA) plantea que si las medias de los grupos
establecidos fueran muy distintas entre si, y ademads, la varianza dentro de cada grupo
fuera pequefia (los grupos muy distintos entre si y, dentro de cada grupo, un
comportamiento muy homogéneo), la variabilidad total se deberia a las diferencias
entre grupos. Sin embargo, si las medias en los grupos fueran muy parecidas entre si,
la variabilidad total se deberia a la variabilidad dentro de los grupos, es decir, esta
prueba se basa en que la variabilidad total de la muestra puede descomponerse en la
variabilidad por las diferencias entre los grupos y la que se debe a las diferencias
dentro de cada grupo. Por consiguiente, la prueba de ANOVA contrasta la hipétesis
nula que plantea que los grupos de las muestras poseen medias o promedios
similares. Fl p-valor asociado al estadistico de contraste para los promedios de los
diametros de los halos de inhibicion de las Porphyromonas gingivalis divididos en
grupos de acuerdo a la concentracion que se aplic el extracto etandlico Pelargonium
x hortorum es de 0,000, menor que 0,05 (a nivel de significancia 0,05), en
consecuencia se réchaza la hipotesis nula. Es decir, existen diferencias estadisticas
significativas en los promedios del didmetro del halo de inhibicion de las cepas de
Porphyromonas gingivalis de los cuatro grupos a diferentes concentraciones del
extracto etandlico Pelargonium x hortorum; presentando el grupo de cepas de
| Porphyromonas gingivalis sobre las que se aplico el extracto etanolico Pelargonium
x hortorum, a una concentracion de S0mg/mli, mayor diametro del halo de inhibicién
(11, 44 mm) demostrando mayor efectividad antibacteriana que los otros extractos de

diferente concentracion.
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Grifico 2. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium x
hortorum (geranio comun) en diferentes concentraciones sobre cepas de

Porphyromonas gingivalis.
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Tabla 3. Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Pelargonium x hortorum
(geranio comin) a la concentracion de 6,25 mg/ml y el Gluconato de

. Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicion en
min)

*p-valor

n X DS Min. Msaix. Rango

6,25 mg/ml 25 368 043 30 40 1,0

Extracto etanélico
de Pelargonium x
hortorum

0,000

Clorhexidina

25 1032 125 70 115 45
0,12%

Sustancia
control

* 1deStudent; Pyente: Ficha

Comentario e interpretacion
En la tabla 3, se quiere comprobar la efectividad antibacteriana del extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum a una concentracion de 6,25 mg/ml y el

Gluconato de Clorhexidina al 0,12% comparando los promedios del didametro del
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halo de inhibicion que formaron las cepas de Porphyromonas gingivalis en ambos
grupos. La prueba de t de Student se utiliza para contrastar la hipétesis nula de que
las muestras proceden de dos subpoblaciones en las que la media de X es la misma.
El estadistico de contraste de la prueba ¢ de Student depende de si las poblaciones
presentan o no la misma varianza. En consecuencia, un paso previo al contraste de
igualdad de medias es contrastar mediante la prueba de Levene, la igualdad de
varianzas. El p-valor asociado al estadistico de contraste F en esta tabla es menor que
0,05 (0,004) y a ese nivel de significacion se rechaza la hipdtesis nula. Al rechazarse
la hipétesis nula, el estadistico 7 adecuado para contrastar la hipotesis de igualdad de
medias es en el que no se han asumido varianzas iguales (Sig. bilateral=0,000), este
valor es menor que 0,05, que al nivel de significacion de 0,05 se rechaza la hipétesis
nula. Dado que la diferencia entre lo observado en la muestra y lo esperado en la
hipétesis es estadisticamente significativa, no se puede aceptar que el promedio del
diametro del halo de inhibicién formado por las cepas de Porphyromonas gingivalis
en el grupo al que se aplic el extracto etandlico de Pelargonium x hortorum a una
concentracion de 6,25 mg/ml sea igual al grupo del Gluconato de Clorhexidina al
0,12 %, presentando este ultimo grupo un mayor diametro (10,32 mm) que
demuestra mayor efectividad antibacteriana sobre cepas de Porphyromonas

gingivalis.



Grifico 3. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium x
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hortorum (geranio comun) a la concentracién de 6,25 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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Tabla 4. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x hortorum
(geranio comin) a la concentracion de 12,5 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicién en mm)
*p-valor
n x DS Min. Mix. Rango
]
=
g =
% S § 12,5 mg/ml 25 550 045 50 6,0 1,0
2 &S
9 § =
£~
&
0,000
°
E
=
S
w Clorhexidina
_g 0.12% 25 1032 125 70 115 45
]
8
72}
=
n

*tdeStudent; yepte: Ficha

Comentario e interpretacion
En la tabla 4, se quiere comparar la efectividad antibacteriana del extracto etandlico
de Pelargonium x hortorum a una concentracion de 12,5 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% mediante los promedios del diametro del halo de inhibicién
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que formaron las cepas de Porphyromonas Gingivalis en ambos grupos. La prueba
de t de Student se utiliza para contrastar la hipdtesis nula de que el promedio del
diametro del halo de inhibiciéon obtenido cuando se aplica el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracién de 12,5 mg/mli es el mismo que cuando
se aplica el Gluconato de Clorhexidina al 0, 12%. El p-valor asociado al estadistico
de contraste F' es menor que 0,05 (0,005) y a ese nivel de significacion se rechaza la
hipétesis nula. Al rechazarse la hipdtesis nula, el estadistico ¢ adecuado para
contrastar la hipdtesis de igualdad de medias es en el que no se han asumido
varianzas iguales (Sig. Bilateral=0,000), este valor es menor que 0,05, que al nivel de
significacion de 0,05 se rechaza la hipétesis nula. Es decir, no se puede aceptar que
el promedio del diametro del halo de inhibicion formado por las cepas de
Porphyromonas Gingivalis en el grupo al que se aplico el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracién de 12,5 mg/ml sea igual al grupo que
se aplico el Gluconato de Clorhexidina al 0,12 %, presentando este ultimo grupo un
mayor diametro (10,32 mm) que demuestra mayor efectividad antibacteriana sobre

cepas de Porphyromonas Gingivalis.
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Grifico 4. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium x
hortorum (geranio comun) a la concentracion de 12,5 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis.
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Tabla 5. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x hortorum
(geranio comin) a la concentracion de 25 mg/ml y el Gluconato de Clorhexidina

al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicion en
mm) *p-
valor
n X DS Min. Mix. Rango
L
<=
e
5%
€S58 25mgml 25 718 047 60 80 2,0
- N
2§58
Q3 =
£
5
= 0,000
£
&
=
3
» Clorhexidina
7 4
.g 0,12% 25 1032 1,25 0 115 5
=
S
2]
-
@

*1de Student; Fyente: Ficha

Comentario e interpretacion
En la tabla 5, se quiere comparar la efectividad antibacteriana del extracto etandlico
de Pelargonium x hortorum a una concentracién de 25 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% mediante los promedios del diametro del halo de inhibicién



104

que formaron las cepas de Porphyromon;s gingivalis en ambos grupos. La prueba de
t de Student se utiliza para contrastar la hipétesis nula de que el promedio del
diametro del halo de inhibicién obtenido cuando se aplica el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracion de 25 mg/ml es el mismo que cuando
se aplica el Gluconato de Clorhexidina al 0, 12%. El p-valor asociado al estadistico
de contraste F' es menor que 0,05 (0,004) y a ese nivel de significacion se rechaza la
hipdtesis nula. Al rechazarse la hipétesis nula, el estadistico ¢ adecuado para
contrastar la hipotesis de igualdad de medias es en el que no se han asumido
varianzas iguales (Sig. bilateral=0,000), este valor es menor que 0,05, que al nivel de
significacion de 0,05 se rechaza la hip6tesis nula planteada por la prueba ¢. Es decir,
no se puede aceptar que el promedio del didmetro del halo de inhibicién formado por
las cepas de Porphyromonas gingivalis en el grupo al que se aplicd el extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum a una concentracion de 25 mg/ml sea igual al
grupo que se aplico el Gluconato de Clorhexidina al 0,12 %, presentando este ultimo
grupo un mayor diametro (10,32 mm) que demuestra mayor -efectividad

antibacteriana sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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Grifico 5. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x
hortorum (geranio comiin) a la concentraciéon de 25 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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Tabla 6. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x hortorum
(geranio comun) a la concentracion de 50 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO
(Diametro del halo de inhibicion en
mm) p-
valor
n X DS Min. Maiaix. Rango
[}
=
23
25§
% S § 50 mg/ml 25 1144 082 90 13,0 4,0
o 28§
PR
£
»
= 0,001
S
&
=
S
w Clorhexidina
8 0,12% 25 1032 125 70 115 45
=
o]
=
=]
77

* tde Student, Fyepnte: Ficha

Comentario e interpretacion
En la tabla 6, se quiere comparar la efectividad antibacteriana del extracto etandlico
de Pelargonium x hortorum a una concentracion de 50 mg/ml y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% mediante los promedios del diametro del halo de inhibicion
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que formaron las cepas de Porphyromonas gingivalis en ambos grupos. La prueba de
t de Student se utiliza para contrastar la hipdtesis nula de que el promedio del
diametro del halo de inhibicién obtenido cuando se aplica el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracion de 50 mg/ml es el mismo que cuando
se aplica el Gluconato de Clorhexidina al 0, 12%. El p-valor asociado al estadistico
de contraste F' es mayor que 0,05 (0, 101) y a ese nivel de significacion se acepta la
hipdtesis nula. Por consiguiente, el estadistico ¢ adecuado para contrastar la hipotesis
de igualdad de medias es en el que se han asumido varianzas iguales (Sig.
bilateral=0,001), este valor es menor que 0,05, que al nivel de significacion de 0,05
se rechaza la hipotesis nula planteada por la prueba ¢. Es decir, no se puede aceptar
que el promedio del didmetro del halo de inhibicion formado por las cepas de
Porphyromonas gingivalis en el grupo al que se aplico el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracion de 50 mg/ml sea igual al grupo que se
aplicé el Gluconato de Clorhexidina al 0,12 %, presentando el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracion de 50 mg/ml mayor efeétividad
antibacteriana sobre cepas de Porphyromonas gingivalis que la Clorhexidina al 0,12

% al formar un mayor diametro del halo de inhibicién (11,44 mm).
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Grifico 6. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x

hortorum (geranio comiin) a la concentracién de 50 mg/ml y el gluconatb de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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Tabla 7. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Pelargonium x hortorum

(geranio comun) en diferentes concentraciones y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.

EFECTO ANTIBACTERIANO

(Diametro del halo de inhibicién en mm) *p-
S _ valor
3 [mg/ml] n X DS Min. Max. Rango
S
go
§ 6,25 25 368 043 3,0 4,0 1,0
v §
= .
S = 12,5 25 550 045 50 6.0 1,0
= S
@ &
§ 2
@ 25 25 718 047 6,0 8,0 2,0
S
(2]
&
& 0,000
= 50 25 11,44 082 9,0 13,0 4,0
wn
S =
(2] . g
g &  Clorhexidina 25 1032 125 70 11 45
s s 0,12% ' ' ' S
= 9
7

*ANOVA; Fyente: Ficha

Comentario e interpretacion

En la tabla 7, se desea comprobar si la efectividad antibacteriana sobre las cepas de

Porphyromonas gingivalis depende del tipo de solucién que se aplique. La prueba

del analisis de varianza (ANOVA) plantea la hipdtesis nula de que el extracto
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etandlico Pelargonium x hortorum a concentraciones de 6,25 mg/l, 12,5 mg/ml, 25
mg/ml, 50 mg/ml y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% poseen medias o
promedios similares. El p-valor asociado al estadistico de contraste para los
promedios de los didmetros de los halos de inhibicién de las Porphyromonas
gingivalis divididos en 5 grupos de acuerdo al tipo desolucion que se aplico es de
0,000, menor que 0,05 (a nivel de significancia 0,05), en consecuencia se rechaza la
hipotesis nula. Es decir, existen diferencias estadisticas significativas en los
promedios del didmetro del halo de inhibiciéon de las cepas de Porphyromonas
gingivalis de los cinco grupos a los que se aplico los diferentes tipos de soluciones,
presentando mayor diametro del halo de inhibicion (11, 44 mm) el grupo de cepas de
Porphyromonas gingivalis sobre las que se aplico el extracto etanolico Pelargonium
x hortorum a una concentracion de 50mg/ml demostrando mayor efectividad
antibacteriana que los otros grupos a los que se aplicaron las otras soluciones de

menor concentracion y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.
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Grifico 7. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de Pelargonium x
hortorum (geranio comin) en diferentes concentraciones y el Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas gingivalis.
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CAPITULO V.
DISCUSION
En el presente estudio se evalud la efectividad antibacteriana del extracto etandlico
de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey a las concentraciones de 50, 25, 12.5, y 6.25
mg/ml sobre cepas de Porphyromonas gingivalis, comparando cada una de estas
concentaciones con el gluconato de Clorhexidina al 0.12%. Para la prueba
antibacteriana se utilizo la técnica de difusion en pozos, mediante 25 cultivos de

cepas de Porphyromonas gingivalis en placas de petri con agar Schaedler.

En cuanto a estudios del analisis fitoquimico de especies de Pelargonium existe
concordancia en las investigaciones previas y trabajos realizados. Autores como
Guerrero C. et al.'> menciona en su estudio la presencia de fitoconstituyentes como
taninos, esteroides, antocianinas y saponinas en la especie de Pelargonium peltatum
cuyos principios activos (de los tres primeros principalmente), son de gran
importancia en la inhibiciéon del crecimiento bacteriano; en un estudio similar
Baculima D. et al.'> menciona que los principales constituyentes del Pelagonium
zonale son los compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y terpenos llegando a la
conclusion de que la accién antibacteriana esta influenciada especialmente por los
taninos; en nuestro estudio se reafirma dichos hallazgos, ya que en el analisis
fitoquimico realizado al extracto etandlico de Pelargonium x hortorum se
encontraron los mismos componentes (taninos, fenoles, flavonoides, triterpenoides),

y estos serian quienes le confieren su accion antibacteriana.
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Otras investigaciones de especies de Pelargonium con analisis fitoquimicos mas
exhaustivos como el estudio realizado por Gélea C. et al.'® indica que de los 61
componentes encontrados, el Citronerol y Geraniol son los componentes de mayor
importancia en el aceite esencial de Pelargonium roseum; del mismo modo Kabera
J. et al.'’> y Bigos M. et al.!! encontraron en sus estudios que los componentes
quimicos de mayor importancia en especies de Pelargonium graveolens fueron
Geraniol y Citronerol; Bigos menciona que la actividad antibacteriana es debido al
alto contenido de estos compuestos alcohdlicos. Cabe mencionar que segun su origen
biosintetico el Citronerol y Geraniol son compuestos que pertenecen al grupo de los
monoterpenos; en nuestro estudio uno de los compuestos de mayor abundancia
fueron los triterpenoides, tanto los monoterpenos y triterpenos pertenecen a la familia
de los terpenos;'>® por tanto se podria decir de manera especulativa que nuestro
estudio coincide con los estudios mencionados, destacando que en nuestro estudio se
realizo el extracto etandlico, mientras que los otros estudios se hicieron en aceites
esenciales; sin embargo nuestros datos indican que cabe la posibilidad de la
presencia de citronerol y geraniol en esta especie, aunque por €l momento no se
pueda afirmar claramente su presencia, para lo cual se sugieren estudios posteriores
con el aceite esencial de Pelargonium x hortorum que confirmen lo mencionado.
Nuestro estudio y los estudios anteriormente descritos no coinciden con la
investigacion realizada por Andrade M. et al.!® donde indica que el componente
principal encontrado en el aceite esencial de Pelargonium odoratissimum es el metil

eugenol; esta diferencia probablemente se deba a los diferentes periodos de cosecha,
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el método de destilacion y analisis empleado en las investigaciones. Puede ser
también causada por otros factores, tales como el ciclo vegetativo de la planta y las

condiciones climéticas.

En lo referente a investigaciones de extractos etandlicos y aceites esenciales de
especies de Pelargonium cabe destacar que no existen estudios sobre cepas de
porphyromonas gingivalis; podemos mencionar investigaciones contra bacterias que
pertenecen al mismo grupo y con requerimientos similares; tal como el estudio
realizado por Gélea C. et al.'’ donde investigé la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Pelargonium roseum sobre un grupo de bacterias Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli) dentro de este grupo
el Escherichia coli ATCC 25992 es un Bacilo Gram negativo anaerobio facultativo,
donde Galea comprobd que el aceite esencial de Pelargonium roseum fue activo
contra esta cepa formando halos de 10 a 15 mm; esto puso a prueba que el
Pelargonium roseum es efectivo contra bacterias anaerobias. Otra investigacion
similar fue realizada por Kabera J. et al.'> donde pretendié demostrar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Pelargonium graveolens sobre bacterias Gram
positivas y bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Shigella y Salmonella
typhi , estas bacterias cuentan con caracteristicas similares a la cepa bacteriana
aplicada en nuesfro estudio; particularmente en su estudio Kabera demostré que el
aceite esencial de Pelargonium graveolens es activo contra estos tres
microrganismos, mas no es activo sobre microorganismos Gram positivos como el

estafilococos aureus; Este evento podria ser justificado cientificamente debido a que
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las bacterias Gram positivas estan envueltas en su pared celular de peptidoglicano,
mientras que las bacterias Gram negativas carecen de €l, esto les confieren a las
bacterias Gram positivas una resistencia lipolitica, bloqueando el paso del aceite
esencial, mientras que las bacterias Gram negativas se han vuelto vulnerables por la
ausencia del mismo.!*® Esto demuestra por qué el extracto etanélico de Pelargonium
x hortorum fue efectivo sobre cepas de Porphyromonas gingivalis; por tanto se
acredita nuevamente la efectividad antibacteriana de las especies de Pelargonium
sobre bacilos anaerobias Gram negativos, sin dejar a lado la posibilidad de que el
Pelargonium x hortorum sea efectivo contra bacterias Gram positivas, para ello se

requieren nuevos estudios que lo confirmen.

En cuanto a resultados obtenidos sobre las distintas concentraciones de especies de
Pelargonium, se menciona a Guerrero C. et al."> donde comparé la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Pelargonium peltatum en
concentraciones de 400, 200, 100, 50, 25 y 12,5mg/ml con la clorhexidina al
1.2mg/ml sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis y Streptococcus sanguis.
Guerrero observo que el didmetro promedio de la zona de inhibicion es mayor a la
concentracion de 400 mg/mL y el diametro promedio de la zona de inhibicion es
menor a la concentracion de 25 mg/mL, este hecho da a conocer que a mayor
concentraci(’)n del extracto existe mayor zona de inhibiéi(')n sobre las bacterias
estudiadas, asemejando este hecho a nuestro estudio, donde se indica que a la
concentracion de 50mg/ml se formaron halos de inhibiciéon de 9 a 13 mm y a la

concentracion de 6.25mg/ml se formaron halos de 3 a 4 mm. Entonces se podria
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decir que a mayor concentracion del extracto existe una mayor acumulaciéon del
principio activo, ya sea de flavonoides, taninos o esteroides, aunque esto se podria
confirmar con un estudio profundo de los fitoconstituyentes, enfrentandolos
particularmente a los microorganismos. Guerrero también menciona que el extracto
acuoso a la concentracion de 400 mg/mL tiene un efecto mayor inhibitorio que la
clorhexidina, a la concentracion de 200 mg/mL tiene igual efecto inhibitorio, esto
difiere de nuestro estudio donde se observd que el extracto etandlico a la
concentracion de 50mg/ml presenté mayor efecto inhibitorio que el Gluconato de
clorhexidina; esta discrepancia puede deberse al tipo de extracto utilizado, al tipo de
bacteria puesta a prueba y a la diferente concentracion de Clorhexidina empleada en
cada estudio. De igual manera el estudio realizado por Andrade M. et al.'® en sus
antecedentes apoyan la observacion de mayor concentracidon del extracto mayor
efecto; el crecimiento de E. coli fue inhibida por el aceite esencial de P.
odoratissimum a una concentracion de 100 ul/ml y el mayor grado de inhibicion se
produjo a la concentracion de 300ul/ml; pero se corre el riesgo de que a mayor

concentracion del extracto exista un mayor riesgo de toxicidad.

Es importante sefialar que este estudio es un aporte mas a la serie de investigaciones
nacionales que se vienen realizando con la finalidad de demostrar la actividad
antibacteriana de nuestras plantas medicinales. El presente estudio corrobora el gran
potencial existente en nuestra medicina tradicional, como fuente de nuevos
medicamentos para la prevencién y tratamiento de pacientes con enfermedad

periodontal.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey en diferentes
concentraciones si presentd efectividad antibacteriana sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

Existieron diferencias significativas de efectividad antibacteriana entre las
concentraciones utilizadas del extracto etandlico de Pelargonium x hortorum
L.H. Bailey.

A mayor concentracion del extracto etanodlico de Pelargonium x hortorum
L.H. Bailey se evidenciéo mayor efectividad antibacteriana sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

La concentracion de 50 mg/ml del extracto etandlico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey present6 mayor efectividad antibacteriana que las
concentraciones de 6,25 mg/ml, 12,5 mg/ml y 25 mg/mi.

La efectividad antibacteriana fue mayor, con diferencias significativas,
cuando se utiliz6 la Clorhexidina al 0,12% que cuando se utiliz6 el extracto
etanolico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey a concentraciones de 6,25
mg/ml, 12,5 mg/ml y 25 mg/ml.

El extracto etandlico de Pelargonium x hortorum L.H. Bailey a una
concentracion de 50 mg/ml presenté mayor efectividad antibacteriana, con

diferencias significativas, que la Clorhexidina al 0,12%.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere determinar en posteriores estudios con otras metodologias, la
presencia de que fitoconstituyentes le estarian brindando especificamente la
efectvidad antibacteriana al extracto etanélico de Pelargonium x hortorum.
Este estudio es un primer paso que indica que el Pelargonium x hortorum
tiene efecto antibacteriano sobre Porphyromonas Gingivalis; €l cual podria
ser aplicado en un futuro como medicamento natural en odontologia; para
ello se recomienda primero estudios mas profundos sobre su toxicidad.
Determinar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey frénte a otros microorganismos patogenos de la
cavidad oral, como streptococos y candida.

Implementar laboratorios y reforzar investigaciones de este tipo en la EAP de
Odontologia de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan, ya que existe un

gran potencial en nuestra medicina tradicional.
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ANEXO N°1

RECOLECCION DE LA PLANTA DEL
JARDIN BOTANICO DEL INS
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OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL
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Constancia de Recoleccion de muestra del Jardin Botanico
del INS

FCM perl | Ministerio | instie
@ de Salud

CONSTANCIA DE RECOLECCION

Por ia p! , el que da ia de la leccion de icas de fa especie Pefargonium x
hortorum L.H. Bailey "geranio coman” del jardin ico de plantas i del instituto Nacional de Salud, por los
alumnos: Carlos Diego Belsuzarri Victorio y David Waldo Valderrama Castillo de 1a Facultad de Medicina, EAP. de
Odontol de la U idad Naci Hermilio Vaidizan de H para ! proy de tesls titlado
“Efectividad antibacteri: del extracto etandlico de Pelsrgonium x horforum LH. Bailey sobre cepas de
Porphyromonas gingivafis™

Llima, " 3 de diciembre de 2014

vl

(o) Jardin Botpzo IN§
Ing. Jesus Silva Alarcon

C.1.P. 26974 .~
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ANEXO N°2

IDENTIFICACION DE LA PLANTA EN
EL MUSEO DE HISTORIA NATURAL
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Constancia de muestra vegetal del Museo de Historia
Natural
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peris, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Pr ién de Ia Industria R ble y del Ci

P

It iso Climéatico™

CONSTANCIA N©°375-USM-2014
LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de David Waldo VALDERRAMA
CASTILLO y Carlos Diego BELSUZARRI VICTORIO estudiantes de la facultad de
Medicina E.A.P. de Qdontologia de la Universidad Nacional Hermilio Vaidizan
Medrano, ha sido estudiada y clasificada como: Pelargonium x hortorum L.H.
Bayley vy tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de Clasificacion
de Cronquist (1988). ‘
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: GERANIALES
FAMILIA: GERANIACEAE
GENERO: Pelargonium
ESPECIE: Pelargonium x hortorum L.H. Bayley
Nombre vulgar: “geranio”

Determinado por Blgo. Mario Benavente Patacios.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Fecha, 10 de diciembre de 2014
(P 6%2/%. V
dee Montoya Terferos
RBARIO SAN MARCOS (USM)
Av. Arenales 1256, Jests Marla V'i'clfs. (511)471-0117, 4704471, e-maik muscohn@unmsmcdupc

Apdo. 14-0434, Lima 14, Perd 470-7918, 619-7000 anexo 5703 hup:/ /inuscohnunmsmeedupe
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ANEXO N°3

OBTENCION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE PERLARGONIUM X
HORTORUM, PRUEBA DE
SOLUBILIDAD Y ANALISIS
FITOQUIMICO
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ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO
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ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO




147

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

(Pelargonium x hortorum L.H. Bailey)

solvente Resultado

| |

i Etanol (+++) 1

o]

Butanol (++++)

1

( cloroformo - (++) !

S
Metanol (++)

{ Agua (+) |

R
Diclorometano - | (++)

. o ]

N-hexano (++) i

|

Leyenda:

(-) No presenta o ausente
(+) Presente

+) Regu]af

(++ +) Bastante

(++ + +) Abundante



ANALISIS FITOQUIMICO

(Pelargonium x hortorum L.H. Bailey)
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Metabolitos Reaccién Resultado
{ Carbohidratos Felling B (++4) ‘
‘Fenoles Clsfe {+++)
{ Taninos Gelatina (++) ‘
e R
Aminoacidos libres y grupos amino Ninhidrina (+)
[ Flavonoides Shinoda (++) !
Triterpenoides y esteroides Lieberman- Burchard (+++)
’ Naftoquinonas, antronas y antranonas Borntrager (+) '
Alcaloides Dragendorff (+)
o . B
Antocianinas Rosenheim (+) ‘
|

Leyenda:

(-) No presenta o ausente
(+) Regular

(+ +) Bastante

(+ + +) Abundante
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Constancia de elaboracion de extracto etanélico, tamizaje
fitoquimico y prueba de solubilidad

CONSTANCIA

Se deja constancia que los sefiores bachilleres: BELSUZARR} VICTORIO, Carlos Diego y
VALDERRAMA CASTILLO, David Waldo de la Facultad de Medicina Humana EAP de
Odontologia de la Universidad Nacional Hermilio Valdizdn, han realizado la preparacién
del extracto etandlico, tamizaje fitoquimico y la prueba de solubilidad para el desarrollo
de su proyecto de tesis titulado: "Efectividad antibacteriana del extracto etandtico de
Pelargonium x hortorum L.H. Bailey sobre cepas de Porphyromonas gingivales, que se
realizé en el mes de enero del 2015 en el laboratorio de Farmacognosia y Medicina
Tradicional de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. )

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

Lima, 04 de marzo de 2015.

Berthe, Jruvada Goixeaes
L1IMICO FARMACEUTICO
C.Q.F.P N* 3501




ANEXO N°4

OBTENCION DE LAS CEPAS DE
PORPHYROMONAS GINGIVALIS,
FLUXOGRAMA Y PRUEBA DE
EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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Informe de entrega de Cepas de Porphyromonas
Gingivalis por Belomed

TAL JUANA RISFRIT

Belomed ot . .

ETA ETARA UNIA

LA - SANMICLEL R.U.C. 20160056062
Belomed S.R.L.
MPORTACION - DISTRIBUCION DE PRODUCTOS PARA LABORATORIO GUIA DE REM'SION REM 'TENTE

Caffe Juana RIOHo 1 153 DR, 7 thid. Pencd dio, Eiooo Limk - San Migae!
Totl: (51-1) 5660400 Fo: {51-1) 564-2885
ool vantos@oelomed.corn pe P wely: wewbekenad.oam po

e -
(Eacl‘%gs . ] {FECHADEINICIO 231131,‘15) | N= 001 0023187

DEL TRASLADO y

{PUNTO DE LLEGADA: OFICING BELOMED - SANMIBUEL - UMA }
DESTINATARIO )] TRANSPORTISTA
Sefiores: SR, DAMVID VALDERRAME CATTILLD Nombre: BELOMED S.RL

Direccifn:  FASAJE LOS CEDRDE, SANTIARD DF SURCD .
RUC. 45401628 RUC. 20180088002
UNID,
DESCRIPCION ) DE MED. |CANTIDAD|{ PESO

Berphyromonas qingialte ATCL@ 33377 Ptk £ € lagpe
CodiguRAGRN0S f Marca. REMEL £ Loie:S82273 / Expimaldn S005RNE

UND 1.06

TC BYS 14115817443

Prrioana

Ix1
AN
H
i
£
<
H
H
H
% J
UNIDAD DE TRANSPORTE / CONDUCTOR MOTIVO DE TRASLADO
& -t Tt Emist ftineracte ¢
Vehicalo, Marca y Placa N2, 1. Venta B & e O
Cersficado de Inscripcién n2A87218 2 Verta Suieta a Cordimasién delComproder ] 10, Tcaslodo Zona Pemasa L
Licenia de Conducr ¢ (H42BT 2365 3.Compra 7 11, importacisn 0 . BELOMED SAL
a.C [ 12 Exportacitn O
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TELEER: 55708 UL OTanatozs 8. Recojo s Biepes 0 © [ | S
Fy, 140514 DEL 00122501 AL 0G1-25500
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Certificado de Calidad de cepas de Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277

Certificate of Quality

Product Name: P, gingivalis ATCC 33277 PK/5 Product Number: R4609008
Lot Number: 589273 Expiration Date: 2016-06-30
(YYYY-MM-DDY

This product has been manufactured. processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part §20.
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to mect performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonsclective media and examined for pure growth following the
appropriatc incubation. Sclective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved statc.

Macroscopic And Microscepic Morphology:
Colony morphology is consistent with documented referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:
Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicabie. Results within expected ranges.

CFU/oop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: (iram Negative Rod Biochemical Profile: Remel RaplD ANA 1
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

Signed

iﬁwama,m

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, R00-255-6730. 913.838-0939. waw.remel.com www.remel.cont Pagc 1 of |
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Prueba antimicrobiana

— - ——— S CULTIVOEN
o L n L e j PLACA DE

PETRI CON
AGAR
SCHAEDLER

COLONIAS DE P.
gingivalis

Turbidez 0.5 escala - :
Mec Farland ° TIOGLICOLATO

(1.5 x10  UFC/mL) ESTANDARIZACION Q/
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MUESTRA
ESTANDARIZADA

HISOPO

PLACA DE
PETRI CON
AGAR
SCHAEDLER

SIEMBRA POR
AGOTAMIENTO
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?7] DISTRIBUCION
DE LOS POZOS

Geranio S0mg/ml
Geranio 25mg/ml
Geranio 12.5mg/ml

Geranio 6.25mg/ml

Clorhexidina

Dimetilsulfoxido <l A
Agua destilada N

FORMACION DE
LOS HALOS DE
INHIBICION
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PRUEBA DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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PRUEBA DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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PRUEBA DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA




Constancia de Siembra in vitro bacteriana y Prueba de

Sensibilidad Bacteriana

CONSTANCIA

Se deja constar que los sefiores Bachilleres BELSUZARRI VICTORIO, Carlos
Diego y VALDERRAMA CASTILLO, David Waldo de la Facultad de Medicina
Humana EAP de Odontologia de la Universidad Nacional Hemilio Valdizan, han
realizado fa siembra in vitro bacteriana y las Pruebas de sensibilidad bacteriana
para el desarrollo del proyecto de tesis titulada:

EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PELARGONIUM X HORTORUM L.H. BAILEY SOBRE CEPAS DE
PORPHYROMONAS GINGIVALES

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

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

Lima, 14 de Abril del 2015.

ELFER
BIOLOGO MICROBIOLOG
C.B.P. 4465
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ANEXO N°5

VALIDACION DE FICHA DE
RECOLECCION DE DATOS, MATRIZ
DE CONSISTENCIA



datos

Informe de Expertos de Instrumento de recoleccion de
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INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTODE RECOLECCION DE DATOS

D. GENERALES

GRADO ACADEMICO...

E R oo o

CARGO £ INSTITUCION DONDE LABORA... A48 .
NOMBSRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACIO "EFECTIVIDAD ANTIDACTE!IANA DEL EXTRACTO ETANGLICO DE

APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: Q/V &Zm{/ l/aﬂd M

Y/

bo%ﬂ

P ctnlf UCI 2.

PELARGONIUM X HORTORUM LH. Baifey SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS®.
S, NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS

ASPECTOS DE LA VALIDACION
[ MUy
INDICADORES DE EVALUACION CRITERIOS DEFICIENTE | REGULAR | BUENO BUEND EXCELENTE
DEL INSTRUMENTO CUALITATIVO/CUANTITATIVO 1 2 3 P S

ESTA FORMULADO CON "

LOLARIDAD LENGUAJE APROPIADO. ol
ESTA EXPRESADD EN >

2.CBIEFIVIDAD oNbUCTAS O s,
'ADECUADO ALCANCE DE LA

3.ACTUALIDAD CIENCIA ¥ LA TECNOLOGIA. b
EXISTE UNA ORGANIZACION

4.0RGANIZACION i >
COMPRENDE LOS ASPECTOS EN

$SURIGIENCIA CANTIDAD Y CALIDAD. ool
'ADECUADO PARA VALORAR LOS
ASPECTOS ¥ ESTRATEGIA DE

6NTENCIONALDAD NUErD NIt X
EDUCACIONAL,
BASADO EN ASPECTOS TEORICOS

7.CONSISTENCIA CIENTIFICOS DE LA EDLICACION >
TECNOLOGICA.
ENTRE LAS VARIABLES,

B.COMERENCIA INDICADORES ¥ DEMENCIONES, X
LA ESTRATEGIA RESPONDE AL .

9.METODOLOGIA PROPOSITO DEL DIAGNOSTICO. ad
"ADECUADO PARA RESOLVER EL )

10 CONVENIENCIA PROBLEMA, 4
GENERA NUEVAS PAUTAS PARA

11 PAUSABILDAD CONSTRUIR UNA TEORIA. X

PROMEDIO DE VALGRACION CUANTITATIVA
a) Valoracién cuantitativa:
DE11-21 NO VALIDD, MEJORAR
DE 22-32 NO VALIDO, MODIFICAR
DE 33-43 VALIDO, MEIORAR
DE 44-45 VAUDO, APLICAR - X

b) Valoracién cualitativa:

¢ Optidn de aplicabilidad:

deP3.del 2015
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INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTODE RECOLECCION DE DATOS

DATQS GENERALES

APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: {ja.c el ﬁaec S
EANocla il wal per, Aol d 4 dcciodautcan -

2. GRADO ACADEMICO.

ISy

3. CARGOE INSTITUCION DONDE LABORA..... £35S AL, . Hepi Isd B Carsdemen Guaren
4. NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: "EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANGLICO DE
PELARGONIUM X HORTORUM LH. Balley SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS™.
S.  NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS
ASPECTOS DE LA VALIDACION
MUY
INDICADORES DE EVALUACION CRITERIOS DEFICIENTE | REGUIAR | BUENO | ..\ | EXCELENTE
DELINSTRUMENTO CUALITATIVO/CUANTITATIVO 1 2 3 a S
ESTA FORMULADD CON
| 1.CLARIOAD LENGUAJE APROPIADO. 4
ESTA EXPRESADO EN pe
2.0BIETMIDAD CONDUCTAS OBSERVABLES. £
, ‘ADECUADO ALCANCE DE LA P
3.ACTUALIDAD CIENCIA ¥ LA TECNOLOGIA. ‘
EXISTE UNA ORGANIZACION
4.0RGANIZACION LOGICA. o
COMPRENDE LOS ASPECTOS EN
5-SUFICIENCIA CANTIDAD Y CALIDAD. -
'ADECUADO PARA VALGRAR LOS
! ASPECTOS ¥ ESTRATEGIA DE
6.INTENCIONALIDAD NUEVO ENFOQUE e
EDUCAGIONAL
BASADO EN ASPECTOS TEGRICOS
7.CONSISTENCIA CIENTIFICOS DE LA EDUCACION L
TECNOLOGICA.
ENTRE LAS VARIABLES,
8.COHERENCIA INDICADORES Y DEMENCIONES. £
1A ESTRATEGIA RESPONDE AL
9.METODOLOGIA PROPOSITO DEL DIAGNOSTICO. v
"ADECUADO PARA RESOLVER EL yre
10.CONVENIENCIA rovvewy z
GENERA NUEVAS PAUTAS PARA
11.PAUSABILDAD CONSTRUIR UNA TEQRIA,

PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA

a} Valoracién cuantitativa:

lea./..‘)’..de.QZdeL‘?d 'l

DE11-21 NO VALDO, MEJORAR
DE 22-32 NO VALIDO, MODIFICAR
DE 3343 VALIDO, MEJORAR )
DE 4445 VALIDO, APLICAR o
b) Valoracién cualitativa:
0  Opeitn de aplicabilidad:
FIRMA......
By, o5t RO
SEOWIITRE T DONIOTG
(A T
wL T aE ey EMERUING et Jad
Seha 3

X T FOmE

/



INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTODE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES

- GRADO ACADEMICO.

pwNR

PELARGONIUNI X HORTORUM L. Bailey SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS®,
S, NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS

APELLIDOS Y NOMBRES DEL exPerTo:.. AR An/A. AQU LA R  2ullA AurdraA-
CLRMAAND. DENILST.A

CARGO E INSTITUCION DONDE LABORA... &L R U3 A0 MENTISTA = €55 ALYD

NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: “EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANGLICO DE

ASPECTOS DE LA VALIDACION i
MUY
INDICADORES DE EVALUACION CRITERIOS DEFICIENTE | REGULAR | BUENO | o\, | EXCELENTE
DEL INSTRUMENTO CUALITATIVO/CUANTITATIVO T 5 T - "

E5TA FORMULADO CON

LCLARIAD LENGUAJE APROPIADO. 14
ESTA EXPRESADO EN

2.OBIETIVIDAD CONDUCTAS ¢ {/
"AGECUADO ALCANCE DE LA

3.ACTUALIDAD CIENCIA Y LA TECNOLOGA, v
EXISTE UNA ORGANIZACION .

4.ORGANIZACION b v
COMPRENDE LOS ASPECTQS EN -

S-SUFICIENCIA CANTIDAD ¥ CAUDAD. V
ADECUADO PARA VALORAR 105
ASPECTOS ¥ ESTRATEGIA DE

6.INTENCIGNALIDAD NUEVO ENFOQUE 1
EDUCACIONAL.
BASADG EN ASPECTOS TEORICOS

7.CONSISTENCIA CIENTIFICOS DE LA EDUCACION 14
TECNOLOGICA.
ENTRE LAS VARIABLES,

8 COHERENCIA INDICADORES Y DEMENCIONES. 4
LA ESTRATEGIA RESPONDE AL

9-METODOLOGIA PROPOSITO DEL DIAGNOSTICO, \
ADECUADO PARA RESOLVER EL

10.CONVENIENCIA SROBLEMA. \/

‘ GENERA NUEVAS PAUTAS PARA

11 PAUSABILIDAD CONSTRUIR UNA TEORIA, \

PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA

a) Valoracién cuantitativa:

FDE 11-21 NO VAUDO, MEJORAR

DE 22-32 NO VALIDO, MODIFICAR

DE 3343 VALIDO, MEJORAR

DE 44-45 VALIDO, APLICAR [

b) Valoracién cualitativa:

o  Dpddn de aplicabilidad:
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Validacion de Ficha de Recoleccion de Datos

Indice Kappa de Cohen
] . ; Coeficiente Fuerza de [a concordancia
Concordancia Interexaminadores ! kappa | o
000 ‘Pobre (Poor)
N° de casos g;gi g.gg wiv:p {Sér?hg ’
. 0,21 - 0, Aceptable (Fai
validos: 10 0,41 - 0,60 Moderada (Moderate)
061 - 0.0 Considerable (Substantial)
Casi perfecta (Almost perfect)

Medida de acuerdo
Kappa Error tip. Asint® T aproximada® Sig. aproximadz
(valor)
| Bidlogo / investigador 1 0,846 0,144 3,809 0,000
Bidlogo / Investigador 2 0,846 0,144 3,809 0,000

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
b. Empleando el error tipico asintdtico basado en la hipétesis nula.

! Coeficiente Fuerza de la concordancia [
Concordancia Intraexaminador | kappa ]
0,00 Pdhr’e{ gf’ohasﬁ
- 0,01 - 0,20 Leve (Sfight
N° de casos 021 - 040 Aceptable (Fair)
validos: 10 0,41 - 0,60 Moderada (Moderate)
0,61 - 0,80 Considerable {Substantial)
Casi perfecta {Almast perfect)
Medida de acuerdo
Kappa Error tip. Asint® T aproximada®  Sig. aproximadz
(valor)
| Investigador 1 0,821 0,154 357 0,000
Investigador 2 0,831 0,156 3,573 0,000

a. Asumiendo la hipétesis altemativa.
b. Empleando el error tipico asintético basado en |a hipétesis nula.



Ficha de Recoleccion de Datos

165

s o7

Ficha de recoleccion de datos por medicion en milimetros de los halos de inhibicion

Fecha:

90000¢s00000000000en00000s000000n

R R Y Y Y Y P Y]

Cepa en estudio: ....eovevreiiinrnnieinniinciniciesiaciencscaronenn

it

Extracto etandlico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey

Sustancias control

50mg/ml

25mg/ml

12.5mg/ml

6.25mg/ml

Clorhexidina
0.12%

Diemetil
sulfoxido

Agua
destilada

72h

72h

72h

72h

72h

72h

72h

Cultivon®2

Cultivon® 3

Cultivon® 4

Cultivon® 5

Cultivon® 6

Cultivon® 7

Cultivon® 8

Cultivon® 9

Cultivon® 10

Cultivo n° 11

Cultivon® 12

Cultivon® 13

Cultivo n® 14

Cultivon® 15

Cultivon® 16

Cultivo n® 17

Cultivon® 18

Cultivon® 19

Cultivo n°® 20

Cultivo n°® 21

Cultivon® 22

Cultivon® 23

Cultivo n°® 24

Cultivo n° 25




Matriz de Consistencia

166

EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PERLARGONIUM X HOTORUM L.H. Bailey SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONAS

ey

GINGIVALIS
Formulacion Objetivo Objetivos
Del General Especificos Hipotesis Variables Metodologia
Problema
¢Cudl serd la  Evaluar  la - Determinar el efecto  Hi: Variable Nivel de
efectividad efectividad antibacteriano  del  extracto “EL cxtracto  Independiente: investigacién:
antibacteriana antibacterian  etandlico de Pelargonium x  etandlico de - Extracto etandlico - Intermedio
del extracto  adel extracto  hortorum L.H. Bailey en  Pelargonium x  del Pelargonium x  Explicativo.
etandlico de etandlico de diferentes concentraciones y las  hortorum LH.  hortorum L.H
Pelargonium x  Pelargonium sustancias control sobre cepas de  Bailey en Bailey Tipo de
hortorum L.H. x Thortorum  Porphyromonas gingivalis. diferentes investigacién:
Bailey en LH. Bailey concentraciones Variable - Cuantitativo.
diferentes en diferentes - Comparar el efecto  presenta Dependiente:
concentracione  concentracio antibacteriano  del  extracto  efectividad - Efectividad  Disefio de ta
s sobre cepas nes sobre  etandlico de Pelargonium x  antibacteriana antibacteriana  del  Investigacion.
de cepas de hortornm LH. Bailey en sobre cepas de Pelargonium x - Experimental.
Porphyromona  Porphyromon  difercntes concentraciones sobre  Porphyromonas hortoruin LH. - Comparativo.
s gingivalis? as gingivalis.  cepas de Porphyromonas  gingivalis. Bailcy sobre cepas - Invitro
gingivalis. de Porphyromonas
’ Ho: gingivalis. Poblacién y mucstra
- Comparar el efecto  EL extracto Pablacion
antibacteriano  del  extracto  etandlico de  Variables control Conformada por
ctandlico de Pelargonium x  Pelargonium X e Control bacterias
hortorum L.H. Bailey a Ja  hortorum L.H. positivo periodontopatdgenas
concentracion de 6,25 mg/ml y el Bailey en - Gluconato de  Gram negativas
Gluconato de Clorhexidina al ~ diferentes Clorhexidina 0.12%
0,12%  sobre  cepas de  concentraciones Mucstra no
Porphyromonas gingivalis. no presenta o Control probabilistica
efectividad negativo intencional
- Comparar el efecto  antibacteriana -Dimetilsuifoxido - Cepa Estandarizada
antibacteriano  del  extracto  sobre cepas de  (DMSOQ) de Porphyromonas
etanblico dc  Pelargonium x  Porphyromonas - Agua destilada gingivalis (ATCC
hortorum 1.H. Bailey a la gingivalis. 33277) ;
concentracion de 12,5 mg/ml y et - Hojas de |
Gluconato de Clorhexidina al Pelargonium X

0,12% sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

- Comparar el efecto
antibacteriano  del  extracto
etandlico de Pelargonivm x
hortorum L.H. Bailey a la
concentracion de 25 mg/ml y el
Gluconato de Clorhexidina al
0,12% sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

- Comparar el efecto
antibacteriano  del  extracto
etanolico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey a la
concentracion de 50 mg/ml y el
Gluconato de Clorhexidina al
0,12% sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis.

- Comparar el efecto
antibacteriano  del  extracto
etandlico de Pelargonium x
hortorum L.H. Bailey en
diferentes concentraciones y el
Gluconato de Clorhexidina al
0,12% sobre  cepas  de
Porphyromonas ggivalis.

hortorum L.H. Bailey,
obtenidas del jardin
botanico de plantas

medicinales

Instituto Nacional de
Salud.

Instrumento de

recoleccién de datos

- Ficha de recoleccion

de datos.

Prueba de Hipétesis
- T de Student
- Anova

'

del |
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UNEVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN DE HMUANUCO
. FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA ACADE:)MICA PROFESIONAL DE ODONTOLOGEA

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

En Cayhuayna, a losdQdias del mes de... 3 0NI0Q........ del afio dos mil quince, siendo las4Ohoras
con3O.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° 124-2015-UNHEVAL-FM-D, de fecha 25.May.2015, para proceder con la evaluaciéon de
la Tesis titulada:“EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTQ ETANOLICO DE
PELARGONIUM X HORTORUM L.FH. Bailey SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS”,

elaborado por las Bachilleres en Odontologia BELSUZARRI VICTORIO, Carlos Diego y
VALDERRAMA CASTILLEG, Bavid Waldo. .

ElJurado Calificador de Tesis estd conformado por los siguientes docentes:

+  Mg. Antomio Alberto BALLARTE BAYLON Presidente
+  CD. Rafael CACHAY CHAVEZ C Secretario

+  CD.Victor Abraham AZANEDO RAMIREZ Vocal

+  CD.César Lincoln GONZALES SOTO Accesitario

Finalizado el acto de sustentacion de Tesis, el Presidente del Jurado Evaluador indica a los sustentantes y al publico
presente retirarse de la sala de sustentacién por un espacio de cinco minutos para deliberara y emitir la calificacién
final, quedando...ﬂ P.I.?bﬁb.‘.?“...lds sustentantes BELSUZARRI VEICTORJIO, Carlos Diego y VALDERRAMA
CASTILLO, DPavid Waldo, con la nota de ... Id...equivalente a .MIY. B8/ 0con o cual se da por conchuido el

.y . | B .
proceso de sustentacion de Tesis a horas /.Zr.&.Qenfe de lo cual firmamos.

Cayhuayna, junio./.o.del 2015

Mg. Antonio Alberto BALLARTE BAYLON CD. Rafael CACHAY CHAVEZ
, PRESIDENTE : SECRETARIO

\4
CD. VictorAbra}haj ANEDO RAM/REZ
(9)

"= Bueno (14,15y 16)
= Muy Bueno (17 y 18)
= Excelente (19 y 20}

Au. Universitaria 60:-60y Cayhuayna,Teléfono N° 062- 591081 Telefax N° 062-513360



