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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano in
vitro de cinco concentraciones del extracto hidroetandélico de Heterotheca inuloides
Cass. (Arnica) y un control positivo sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.
Fue una investigacion béasica con disefio experimental verdadero. La efectividad
antibacteriana fue determinada por el método de disco difusion. El extracto se
obtuvo por maceracion con agitaciéon en solvente a partir de las flores de H.
inuloides y se prepararon las concentraciones de 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL,
60 mg/mL y 70 mg/mL. El control positivo fue clorhexidina 0,12% y el control
negativo fue DMSO 1%. La evaluacion se hizo en agar sangre (Merck) y la
incubacion a 36,5 °C durante 48 en condiciones de microaerofilia. Se reportaron
halos de inhibicion promedios de 10,90+ 0,333 mm a 30 mg/mL; 12,63+ 0,340mm
a 40 mg/mL; 14,95 £ 0,558mm a 50 mg/mL; 19,65+ 0,704mma 60 mg/mL y 25,36 +
0,826mm a 70 mg/mL. EIl control formé6 un halo promedio de 15,58 + 0,614 mm.
Concluimos que el extracto hidroetandlico de arnica presenta efecto antibacteriano
in vitro sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 y el efecto de las
concentraciones de 60 mg/mL y 70 mg/mL superaron significativamente al control
(p<0,05).

Palabras clave: Antibacterianos, Asteraceae; Arnica; Eikenella corrodens;

Extractos vegetales.
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Abstract

The present research aimed to compare the in vitro antibacterial effect of five
concentrations of the hydroethanolic extract of Heterotheca inuloides Cass. (Arnica)
and a positive control on Eikenella corrodens ATCC BAA-1152. It was basic
research with true experimental design. The antibacterial effectiveness was
determined by the discodiffusion method. The extract was obtained by maceration
with stirring in solvent from the flowers of H. inuloides and the concentrations of 30
mg / mL, 40 mg / mL, 50 mg / mL, 60 mg / mL and 70 mg / mL were prepared. The
positive control was 0.12% chlorhexidine and the negative control was DMSO 1%.
The evaluation was made on blood agar (Merck) and incubation at 36.5 °C for 48
under microaerophilic conditions. Average inhibition halos of 10.90 £ 0.333 mm
were reported at 30 mg / mL; 12.63 + 0.340mm at 40mg / mL; 14.95 + 0.558mm at
50mg/ mL; 19.65 + 0.704 mm at 60 mg / mL and 25.36 £ 0.826 mm at 70 mg / mL.
The control formed an average halo of 15.58 + 0.614 mm. We conclude that the
hydroethanolic extract of arnica has an antibacterial effect in vitro on Eikenella
corrodens ATCC BAA-1152 and the effect of the concentrations of 60 mg / mL and
70 mg / mL significantly exceeded the control (p <0.05).

Keywords: Antibacterials; Asteraceae; Arnica; Eikenella corrodens; Vegetable

extracts.
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INTRODUCCION

Las enfermedades bucodentales constituyen una importante carga econdmica
para el sector salud de muchos paises y afectan la calidad de vida de casi 3500
millones de personas.! Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las
patologias orales, como la caries dental y la enfermedad periodontal son un
problema de salud publica en todo el mundo y mas aln en los paises pobres.? La
enfermedad periodontal son procesos inflamatorios a nivel del tejido y los huesos
que rodean y contienen a los dientes.® La fase inicial se denomina gingivitis y
afecta a las encias con sangrado, dolor y en ocasiones halitosis.? La patologia
grave denominada periodontitis, produce la pérdida irreversible de la insercion y
del hueso alveolar. La periodontitis avanzada es la principal causa de edentulismo
en adultos y esta asociada con muchas enfermedades cronicas que afectan la
salud general.* En Peru, la prevalencia de enfermedad periodontal no esta
actualizada. El ultimo referente epidemiolégico a nivel nacional data de 1990 y
reportaba un 85% de prevalencia,® la Ultima evidencia la publico Tipe et al®, en el
2019 pero solo en una poblacion rural vulnerable y con diferentes grados de

sindrome de Down alcanzé el 85,9% de prevalencia de enfermedad periodontal.

Los ultimos avances han permitido comprender de mejor manera la complejidad
del microbioma oral y los cambios que ocurren en las biopeliculas subgingivales
en la transicién de la salud a la enfermedad periodontal. La biopelicula comensal
benigna asociada al diente sufre disbiosis a una microbiota potencialmente
patdgena. En este fendmeno influyen los sistemas inflamatorios de los tejidos
periodontales que estan en un equilibrio bidireccional con el microbioma
periodontal y que contribuyen al proceso destructivo de la enfermedad.” 8 Los
estudios microbioldgicos han demostrado que, ante la abstencion de la higiene
bucal, se produce un cambio en las especies dominantes presentes en las
comunidades subgingivales.” Tanto la gingivitis cronica como la periodontitis
cronica son iniciadas y sostenidas por los microorganismos de la placa dental. Los
patdgenos asociados a esta enfermedad incluyen bacterias anaerobias
gramnegativas, espiroquetas e incluso virus. Las formas agresivas de enfermedad
periodontal se han asociado con la colonizacion de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis.®



Eikenella corrodens es una bacteria periodontopatégena en forma de bacilo
gramnegativo y anaerobio facultativo. Es predominante en muestras de placa
subgingival de pacientes con periodontitis avanzada. Se ha demostrado que la
monoinfeccion de ratas gnotobidticas con E. corrodens causa enfermedad
periodontal con enfermedad alveolar grave y pérdida 6sea. Su principal factor de
virulencia es la producciéon de hemolisinas que destruyen los glébulos rojos

liberando hierro y favoreciendo su captacion por las bacterias orales.1°

Desde hace varios afios que las enfermedades orales asociadas a placa dental
se controlan mediante la utilizacion de agentes quimicos o antibiéticos lo que ha
generado el desarrollo de resistencia bacteriana.'* Ademas, se ha reportado que
los compuestos quimicos pueden alterar el microbioma oral y tener efectos
indeseables como vomitos, diarrea y tincion de los dientes. Dada estas
circunstancias, la utilizacion de plantas medicinales puede considerarse como una
alternativa potencial para la supresion de los microorganismos orales asociados a

placa y potencialmente patdgenos y sin efectos secundarios.!?

El Perd es un pais con una cultura milenaria y es considerado uno de los doce
con mayor diversidad del planeta. En el 2008 ocup0 el primer lugar de los paises
con el mayor nimero de especies vegetales con propiedades medicinales
utilizadas por la poblacion. El empleo de plantas medicinales frente a diversas
enfermedades y para mejorar la salud oral, no es reciente y data desde la época
precolombina hasta la actualidad.'® La propiedad mas estudiada es su potencial
antimicrobiano, gracias a los alcaloides, taninos, aceites esenciales y flavonoides

aislados que exhiben una pronunciada actividad antimicrobiana. %14

Varias especies vegetales, de diferentes familias botanicas utilizadas en la
medicina tradicional en todo el mundo comparten el nombre comuan "arnica”. La
familia Asteraceae cuenta con 48 especies conocidas como arnica. Los miembros
de este complejo de plantas medicinales en su mayoria comparten aplicaciones
similares en fitoterapia. Una de las especies mas utilizada de esta familia es
Heterotheca inuloides, conocida como "arnica mexicana”. Esta planta es utilizada
para fines terapéuticos principalmente por las poblaciones rurales y urbanas en

diversos paises del mundo incluido el Perq. 1516



H. inuloides crece de forma silvestre en las regiones mas frias y templadas a
altitudes de entre 2000 y 3000 m.s.n.m. En la medicina popular se cree que tiene
propiedades humorales. Se han aislado distintos tipos de compuestos del aceite
esencial y extractos organicos de sus raices, hojas, tallos y flores. Al tamizaje
fitoquimico se reporta compuestos triterpenos, sesquiterpenos, fendlicos,
polifendlicos, y fitoesteroles. Se utiliza en infusiones o decocciones para mitigar
distintos tipos de dolores, reumatismo, Ulceras estomacales, trastornos
gastrointestinales, gastritis, erisipela, erupciones cutaneas, quemaduras,
picaduras de insectos, enfermedades vasculares, renales y pulmonares, fiebre,

multiples infecciones, vaginitis, cancer y diabetes entre otras.'>’

El potencial antimicrobiano de H. inuloides ha sido evaluado usando distintas
cepas de interés clinico. Su extracto etandlico ha demostrado actividad contra
Helicobacter pylori y Streptococcus mutans. Los extractos metanélicos mostraron
actividad antifangica contra  Microsporum gypseum Yy Trichophyton
mentagrophytes. Los sesquiterpenos presentan actividad contra Bacillus subtilis,
Brevibacterium ammoniagenes, S. aureus, S. mutans, Propionibacterium acnes, y

T. mentagrophytes. 1517

En ese sentido y ante la problematica anterior se planteé la siguiente interrogante;
,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de
Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-11527?

La presente investigacion se justifica tedricamente porque si se revisan los
trabajos previos, no existen investigaciones donde se haya evaluado el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico H. inuloides contra la bacteria Eikenella
corrodens. Por tanto, existe un vacio en el conocimiento del potencial
antimicrobiano de esta planta que requiere ser llenado. Tiene justificacion practica
pues los resultados obtenidos permitirAn contar con una alternativa natural para
el control de microorganismos de interés estomatologico. Presenta justificacion
social pues lo que se intenta también es revalorar las plantas medicinales de
nuestro pais, tecnificar su procesamiento que garantice su uso seguro por la
poblacién sin contribuir a la resistencia bacteriana que se ha constituido en una
alarma grande para la salud publica mundial. Ademas, los recursos vegetales

silvestres siempre seran mas faciles de adquirir por la poblacion de ingreso bajos,



gue no dispone de los recursos necesarios para curar sus enfermedades con
medicacion sintética o que se le dificulta el acceso a los sistemas de salud publico
o privado. Tiene justificacion por conveniencia toda vez que la tesis y su
sustentacion, permitird a los investigadores obtener el titulo profesional de

Cirujano Dentista.

Por ello, para dar solucion al problema planteado se propone el objetivo general;
comparar el efecto antibacteriano in vitro de cinco concentraciones del extracto
hidroetandlico de flores de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) y un control
positivo sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152. Comparar el efecto
antibacteriano in vitro de la concentracion la concentracién 60 mg/mL del extracto
hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) con un control positivo
gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.
Comparar el efecto antibacteriano in vitro de la concentracién la concentracién 70
mg/mL del extracto hidroetanélico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) con un
control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Eikenella corrodens ATCC
BAA-1152. Comparar el efecto antibacteriano in vitro de la concentracion la
concentracion 60 mg/mL y 70 mg/mL del extracto hidroetandlico de Heterotheca
inuloides Cass. (Arnica) sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152

Se plantea como hipoétesis; el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) es de tipo bactericida sobre
Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.



MARCO TEORICO

Kryvtsova, et al'® en el 2020 en Ucrania, estudiaron las propiedades
antimicrobianas, antibiofilm y antioxidante de extractos alcohdlicos de Arnica
montana L. y Achillea millefolium L. Se valuaron extractos etilicos y metilicos a
partir de inflorescencias de ambas plantas. La actividad antibacteriana y
antibiofilm se evalu6 contra bacterias del género Staphylococcus. La actividad
antimicrobiana fue evaluada por el método de difusiébn en agar. Se reportaron
halos de inhibicion promedio de 20,20 + 0,30 mm (Extracto etandlico) y de 19,30
+ 0,30 mm (Extracto metandlico) de A. montana L. En el caso de A. millefolium L.,
los halos de inhibicion promedio fueron de 10,33 + 0,58 mm (Extracto etandlico) y
de 10,67 £ 0,58 mm (Extracto metandlico). Ambas plantas mostraron propiedades
antibiofilm y presentan actividad antioxidante significativa. Concluyeron que es
necesario una mayor investigacion de la posible aplicacién de los extractos de
Arnica montana L. y Achillea millefolium L. como agentes anti estafilocécicos que
podrian emplearse para el tratamiento de procesos inflamatorios en la cavidad
bucal y la orofaringe.

Shetty, et al'® en el 2020 en Emiratos Arabes Unidos, evaluaron la eficacia de
Psidium guajava (guayaba) y Allium sativum (ajo) sobre Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Se prepararon extracto acuoso y
etanodlico de guayaba (AGVE; EGVE), extracto acuoso y etandlico de ajo (AGE;
EGE). Los efectos inhibidores se evaluaron mediante el método de difusion de
pozos de agar. De los AGE, 25, 50 y 75 pL mostraron una zona de inhibicién de
16, 20 y 25 mm, respectivamente, en P. gingivalis. El AGE mostré mayor actividad
bacteriostatica contra P. gingivalis con CMI determinada a 16.6 yL/mL. La CIM
determinada para AGVE y EGVE fue de 75 uL/mL de concentracién para P.
gingivalis, mientras que EGVE mostré actividad a 75 pL/mL en P. gingivalis. La
MIC determinada para AGVE fue de 50 yL/mL, mientras que la MIC determinada
para EGVE fue de 3.12 uL/mL para A. actinomycetemcomitans. Concluyeron que
P. guajava y A. sativum mostraron un efecto antibacteriano significativo. A.
sativum fue mas eficaz contra P. gingivalis, mientras que P. guajava fue mas

efectivo sobre A. actinomycetemcomitans.



Yalgi, et al?® en el 2019 en India, investigaron la actividad antibacteriana de
Hypericum perforatum, Arnica Montana, Echinacea angustifolia y Calendula
officinalis contra Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. Fue un estudio
experimental in vitro. La susceptibilidad antibacteriana se determiné mediante el
meétodo de difusidon en disco y la concentracion minima inhibitoria (CMI). El cultivo
se realizd en agar sangre y Agar cerebro-corazon, en aerobiosis a 37°C por 24
horas. Los resultados muestran que H. perforatum, A. montana, E. angustifolia y
C. officinalis formaron halos de inhibicion promedio de 16, 15, 18 y 10 mm
respectivamente contra E. faecalis. Mientras que contra S. mutans la inhibicion
promedio fue 24, 16 y 16 mm en el caso de las tres primeras plantas. C. officinalis
no tuvo efecto contra S. mutans. La CMI para S. mutans fue de 62,5 mg/mL en
todas las plantas mientras que para E. faecalis fue de 1 mg/mL con H. perforatum;
de 4 mg/mL con A. montana y E. angustifolia, y con C. officinalis 16 mg/mL.
Concluyeron que todos los productos vegetales exhibieron buena actividad

antibacteriana siendo la de mayor actividad H. perforatum.

Jalaluddin, et al’! en el 2019 en la India, evaluaron la actividad antimicrobiana del
extracto de Curcuma longa L. sobre patdégenos periodontales. Fue una
investigacion experimental in vitro. La eficacia antimicrobiana de las soluciones de
C. longa L. al 1% y clorhexidina al 0,2% se evalu6 por el método de difusion en
disco contra Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Los valores medios de zona de inhibicidn frente a A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y Prevotella intermedia producidos por C.
longa fueron de 26,94 + 1,52; 23,81 + 1,35y 21,83 + 1,66 mm, respectivamente y
los de clorhexidina fueron 24,67 + 1,23; 24,92 + 122 y 23,71 £ 1,41 mm,
respectivamente. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de prueba en la inhibicion del crecimiento de las bacterias
periodontopéaticas comunes. Concluyeron que C. longa posee eficacia
antimicrobiana contra las bacterias periodontopaticas comunes. Sin embargo, se
requieren mas estudios que respalden el uso beneficioso de C. longa en el

tratamiento de enfermedades periodontales.

Saquib, et al®?> en el 2019 en Arabia Saudita, evaluaron la eficacia antibacteriana

sinérgica de extractos de plantas en combinacion con antibioticos en patdogenos



periodontales seleccionados. Fue un estudio experimental in vitro. Se prepararon
extractos etandlicos de Salvadora persica (Miswak) y Cinnamomum zeylanicum
(Canela de Ceilan), por el método de soxhlet. La susceptibilidad de las bacterias
a los extractos se evalu6 mediante el método de difusion en pozo midiendo el
didmetro de las zonas de inhibicién. El extracto etandlico de ambas plantas mostro
un efecto inhibidor sobre la proliferacion y el crecimiento de las cuatro cepas de
patobiontes periodontales. Los extractos de etandlicos de C. zeylanicum y S.
persica se evaluaron a la concentracion de 2 mg/mL y formaron halos de inhibicion
sobre P. gingivalis de 18 + 1.5 mm y 15 + 0.35 mm); sobre T. denticola de 13 £ 1.0
mmy 14 + 1.75 mm; sobre T. forsythia 21 £ 1.75 mm y 19 + 1.56 mm y sobre A.
actinomycetemcomitans de 8 = 0.75mm y 10 + 2.0 mm respectivamente.
Concluyeron que el estudio mostrd una actividad antibacteriana variable por los

extractos de hierbas experimentados contra los patobiontes periodontales.

Vahabi, et al®® en el 2019 en Iran, evaluaron los efectos antibacterianos de los
extractos hidroalcohdlicos de Lawsonia inermis, Malva sylvestris y Boswellia
serrata sobre Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Fue una investigacion
experimental. Los extractos se obtuvieron mediante la técnica de maceracion. La
eficacia antimicrobiana de las plantas medicinales se compar6é con la de
clorhexidina (CHX) al 0,2% segun el protocolo del CLSI utilizando técnicas de
difusion en disco de agar y microdilucién en caldo. Todas las pruebas se hicieron
por triplicado. Los extractos hidroalcohdlicos de las tres plantas tuvieron actividad
antimicrobiana contra A. actinomycetemcomitans. Se reporté que el extracto
hidroalcohdlico de B. serrata formé halos de inhibiciéon de 10,33 + 1,15 mm (100
pL); 9,66 £ 0,57 mm (50 pL) y 2,66 £ 4,61lmm (25 pL). Los extracto
hidroalcohdlicos de M. sylvestris y de L. inermis no formaron halos de inhibicion.
El control CHX (0,2%) formé halos de inhibicion promedio de 12,66 + 0,57 mm.
Concluyeron que los extractos hidroalcohdlicos de L. inermis y M. sylvestris

pueden usarse en enjuagues bucales para afectar la biopelicula periodontal.

Jayanti, et al** en el 2018 en la India, evaluaron la actividad antimicrobiana del
extracto de Ocimum sanctum (tulsi) en Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
Porphyromonas gingivalis. Fue una investigacién experimental in vitro. El extracto

etanolico se obtuvo por el método de extraccion en frio. Se prepararon las



concentraciones de 2, 4, 6 y 8%. La clorhexidina al 0,2% sirvio6 como control
positivo. La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusion en
disco. La concentracion del 8% del extracto de tulsi mostr6 zona maxima de
inhibicién contra A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis de 40,10 + 0,90 mm y
33,79 £ 1,82 mm respectivamente. El control positivo clorhexidina al 0,2% formo
zonas de inhibicion de 39,80 + 1,24 mm y 32,28 + 1,28 mm frente a ambas
bacterias respectivamente. ElI ANOVA mostr6 resultados altamente
estadisticamente significativos (p <0,0001). Concluyeron que la concentracion del
extracto de O. sanctum (tulsi) al 8% mostré la maxima actividad antimicrobiana
contra A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis. Por tanto, se recomienda su
utiidad como complemento de la terapia mecéanica en la prevencion y el

tratamiento de las enfermedades periodontales.

Shetty, et al®® en el 2018 en India, evaluaron la eficacia del extracto de guayaba
como agente antimicrobiano sobre patdgenos periodontales. Fue una
investigacion experimental. Se evalu6 el extracto etandélico de guayaba (EGE) y
extracto acuoso de guayaba (AGE) sobre Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La actividad antibacteriana se
determiné mediante el método de difusion de pozos. AGE a la concentracion de
75 pL formé un halo de inhibicion promedio de 10,4 + 0,54 mm contra P. gingivalis.
Contra A. actinomycetemcomitans formé halos de inhibicién de 18.2 + 0.83 mm a
la concentracion de 50 yL y de 22.8 + 1.48 mm a la concentracion de 75 pL. En el
caso de EGE sobre P. gingivalis formo halos de inhibicion promedios de 15.4 +
0.54 mm a la concentracion de 75 pL. Contra A. actinomycetemcomitans formé
halos de inhibicion de 11.6 + 0.54 mm (a 3.12 pL); 11.8 + 0.44 mm (a 6.25 pL);
13.4 + 0.54 mm (a 12.5 pL); 15.0 £ 0.70 mm (a 25 pL); 18.0 £ 1.00 mm (a 50 pL);
20.2 £ 0.83 mm (a 75 pL). Concluyeron que el extracto de guayaba puede ser un
agente terapéutico potencial para la periodontitis, ya que muestra una actividad

significativa contra P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans.

Raghavan, et al?® en el 2018 en la India, evaluaron la eficacia del extracto de hoja
de Mentha piperita contra patégenos orales. Fue una investigacion experimental
in vitro. El extracto acuoso de hoja de M. piperita se evalud sobre Streptococcus

mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Candida albicans. Se utilizo



clorhexidina al 0,2% como control positivo. La efectividad antibacteriana se evaluo
por el método de difusién en disco. Reportaron una zona de inhibicibn maxima
tanto en los extractos de M. piperita como en la clorhexidina al 0,2% sobre S.
mutans (20.16 + 0.36 mm y 32.64 + 1.34 mm, respectivamente), seguida de A.
actinomycetemcomitans (18.34 + 1.09 mmy 28.45 + 0.22 mm) y C. albicans (15.83
+ 1.37 mm y 27.66 £ 1.85 mm). Concluyeron que M. piperita mostré actividad
antimicrobiana contra los microorganismos bucales que estan causando
enfermedades bucales mayores o0 menos graves y puede ser administrada como

medicina alternativa al tratamiento convencional.

Garcia-Pérez, et al?’ en el 2016 en México, evaluaron la bioactividad, perfil de
acidos grasos y volatiles en extractos de fluidos supercriticos de Heterotheca
inuloides (arnica mexicana). La actividad antibacteriana y antifingica de los
extractos supercriticos se determinaron mediante el método de difusion en agar.
Los microorganismos evaluados fueron cepas ATCC de S. aureus, C. albicans, P.
aeruginosa y E. coli. Se observé que todos los tratamientos probados exhibieron
un comportamiento antimicrobiano contra S. aureus (halos de inhibicion entre 7'y
10 mm). Los cuatro tratamientos (T1 a T4) mostraron fuertes efectos antifingicos
contra C. albicans (halos entre 14 y 16 mm), mientras que en el caso de E. coli
solo T1, T2 y T3 estuvieron entre los tratamientos mas efectivos (halos entre 6 y
8,5 mm). Ninguno de los extractos demostré una zona clara y considerable de
inhibicion contra P. aeruginosa. Concluyeron que se demostraron las potenciales
aplicaciones de los extractos supercriticos de H. inuloides para aplicaciones
médicas como antioxidante, antimicrobiano y como una rica fuente de compuestos

de alto valor y &cidos grasos.

La boca es un punto critico de contacto con el entorno externo.?® Esto, debido a
fendmenos como el habla, la masticacién, la deglucién y la digestion de los
alimentos que comienzan alli. Este érgano es crucial para la integracion del sonido
y la apariencia de los individuos por lo que su mantenimiento saludable es
importante para la salud integral de las personas. Sin embargo, la salud bucal se
ve frecuentemente afectada por diversas formas de enfermedades bucales,
principalmente caries dental y enfermedad periodontal. Estos trastornos bucales

son colectivamente las enfermedades cronicas mas comunes y prevalentes en la



humanidad y tienen un gran impacto en las funciones bucales vitales, la

autoestima, la calidad de vida, la salud y el bienestar en general.?®-3!

Es bien sabido que diversos grupos bacterianos especificos que colonizan la
cavidad bucal estan asociados con la salud y las enfermedades orales, como
caries dental y enfermedades periodontales.3? Las perturbaciones del microbioma
bucal a través de los estilos de vida modernos pueden tener consecuencias
perjudiciales para la salud bucal y general. En disbiosis, el equilibrio finamente
ajustado del ecosistema oral se interrumpe, lo que permite que las bacterias
promotoras de enfermedades se manifiesten y causen afecciones como caries,

gingivitis y periodontitis.33-34

Las bacterias patdgenas implicadas por mucho tiempo en la enfermedad
periodontal son; Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y especies de Treponema y Prevotella.®® Sin embargo,
utilizando la hibridacion de tablero de ajedrez, Socransky se han definido cinco
complejos de los cuales el "complejo rojo" es el mas patégeno. Este complejo
contiene a P. gingivalis, T. forsythiay T. denticola y su existencia depende mucho
de otro complejo denominado naranja el cual incluye a bacterias de los géneros

Fusobacterium spp., y Prevotella spp.3% 36

Liderando el complejo verde encontramos a Eikenella corrodens, bacteria méas
conocida por integrar el complejo “HACEK”.3” Este acrénimo representa las cinco
especies bacterianas implicadas en casos raros de endocarditis infecciosa. Se
incluyen Haemophilus spp., Aggregatibacter spp., Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens y Kingella kingae. Estas bacterias se agrupan debido a
caracteristicas similares, como el predominio en la microbiota orofaringea, baja
virulencia, perfil infeccioso similar y, su implicacion en la endocarditis infecciosa.
También pueden causar una variedad de otras infecciones que incluyen

infecciones periodontales, bacteriemias, otitis media y abscesos.38 39

E. corrodens es un bacilo pleomoérfico gramnegativo y anaerobio facultativo. El
crecimiento de sus colonias corroe el agar (de alli su nombre) y produce un olor a
hipoclorito de sodio. Esta bacteria se encuentra en raspados dentales y gingivales
y se ha observado en infecciones odontogénicas y periodontales, infecciones

craneofaciales, asi como en casos de celulitis por mordeduras humanas. La
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contaminacion salival de agujas o sitios de puncidon en usuarios de drogas

intravenosas puede causar endocarditis de la valvula tricispide.37-39

El impacto que tiene el cuidado bucal en una persona ha indicado la necesidad de
tratamientos. Sin embargo, existe la preocupacion por la responsabilidad de los
antibacterianos sintéticos en el aumento de la resistencia microbiana, asi como
los efectos adversos que tienen algunos dentro de la cavidad oral humana. Por lo
tanto, existe la necesidad de desarrollar opciones y tratamientos preventivos
alternativos que sean seguros, efectivos y econémicos para el uso diario. En esa
busqueda, el descubrimiento de fitoquimicos naturales de plantas utilizadas en la

medicina tradicional ha mostrado resultados prometedores.40-4!

[{Fe

Heterotheca inuloides Cass. “arnica mexicana”, Familia Asteraceae. Su nombre
deriva de las raices griegas €1epoo y Onkn y se refiere a las diversas formas de
los frutos. Esta caracteristica conocida como heterocarpia se comparte con otros
géneros de la familia. En el 2001 H. inuloides fue una de las 19 plantas
medicinales incluidas en la primera y segunda edicibn de la Farmacopea
Mexicana de Hierbas. Es una planta herbacea y perenne, de hasta 1 m de altura
con hojas alternas, lanceoladas y pubescentes con margenes dentados. El pasto
tiene olor débil y sabor amargo. Estda ampliamente distribuida en América del
Norte, como en las regiones frias de América del Sur. Esta planta tiene un especial

significado en la medicina tradicional mexicana.'®

H. inuloides, es una planta medicinal que se ha utilizado durante siglos para curar
una serie de enfermedades incluidas las patologias dentales de las poblaciones
del mundo.*? Varios estudios sobre esta planta han dado como resultado el
aislamiento de diferentes clases de compuestos, principalmente flavonoides,
sesquiterpenos de tipo cadineno, triterpenoides y fitoesteroles. Se han revisado
los usos etnomédicos y los componentes quimicos de esta especie. Estudios
anteriores han informado que el extracto metandlico, etandlico y otros productos
naturales aislados de las flores secas de H. inuloides poseen actividad

antioxidante y antimicrobiana. 43

11



METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

El tipo de Investigacion es basica debido a que los resultados obtenidos en
el presente estudio no pueden ser utilizados inmediatamente para resolver
la problematica planteada, sin embargo aportan conocimiento teérico para

llenar los vacios en el conocimiento cientifico.44

El disefio de investigacion es experimental puro. La investigacion
experimental se lleva a cabo cuando un investigador desea rastrear
relaciones de causa y efecto entre variables definidas, hay manipulacion de

por lo menos una de las variables y utiliza controles.*®
Variables y operacionalizacién
Variable Independiente:

Extracto hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica). Es una
variable de tipo cuantitativa. Se define conceptualmente como el producto
total obtenido a partir de la exposicion del material vegetal seco de H.
inuloides a una mezcla hidroalcohdlica y que contiene los fitoquimicos de la

matriz vegetal (Anexo 1).46
Variable dependiente:

Efecto antibacteriano in vitro sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152. Es
una variable cuantitativa. Se define conceptualmente como la capacidad de
un antimicrobiano de inhibir de forma temporal (Efecto bacteriostatico) o de
forma permanente (Efecto bactericida) el desarrollo de E. corrodens ATCC
BAA-1152 (Anexo 1).47

Poblacion (criterios de seleccidn), muestra, muestreo, unidad de
analisis.
La poblacion estuvo constituida por la planta Heterotheca inuloides Cass.

(Arnica) y la cepa de Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.

La muestra estuvo conformada por las cinco concentraciones del extracto
hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. y la concentracion del indculo
de Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.

12



3.4.

3.5.

En el caso de investigaciones experimentales el muestreo corresponde al
célculo de las unidades de ensayo mediante la resolucion de la formula para

la determinacién de duplicados y repeticiones (Anexo 2).

Las unidades de andlisis fueron 10 para cada grupo experimental, al ser 5
grupos experimentales correspondientes a las concentraciones del extracto
vegetal y 1 grupo control positivo el total de unidades de ensayo fueron 70.
Grupo 1 (30 mg/mL); Grupo 2(40 mg/mL); Grupo 3(50 mg/mL); Grupo 4(60
mg/mL); Grupo 5 (70 mg/mL). El grupo 6 fue Clorhexidina 0,12%control
positivo y el grupo 7 fue DMSO 1%, control negativo (Anexo 2).

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se utilizo la técnica de la experimentacion. Para garantizar la fiabilidad de los
resultados se utilizaron técnicas estandarizada por el Clinical and Laboratory
standard institute (CLSI). Se emple6 el método espectrofotométrico para la
estandarizacion del inéculo de Eikenella corrodens ATCC BAA-1152. La
siembra del in6culo bacteriano se realizara por el método de dispersion en
superficie con hisopo. Las concentraciones volumétricas del extracto
hidroalcoholico de Heterotheca inuloides Cass se obtuvieron por dilucion del
extracto seco pesado en balanza analitica. La evaluacion de la capacidad
antibacteriana in vitro se realiz6 mediante el método de difusion en disco. Para
la medicién de los halos de inhibicion se utilizd un equipo vernier mecéanico de
la marca Starrett. EI procesamiento microbiolégico fue llevado a cabo por un

experto microbi6logo (Anexo 3).
Procedimientos
Obtencion de cepa de Eikenella corrodens ATCC BAA-1152.

La cepa de Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 certificada fue adquirida
mediante importancia por la empresa de GenLab del Peri S.A.C en estado

liofilizado.
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Medios de cultivo y condiciones de cultivo

Para la reactivacion de la cepa de E. corrodens ATCC BAA-1152 se utilizé
caldo nutritivo (Merck) y agar sangre (Medio base Mueller-Hinton de Merck).
Las condiciones microbiolégicas de cultivo consideraron microaerofilia a 37 °C
durante 24 horas en placa sellada. La cepa reactivada de E. corrodens ATCC
BAA-1152 se mantuvo viable en agar sangre (Merck). Este medio de cultivo y
las mismas condiciones microbiologicas fueron utilizados para la evaluaciéon
del efecto antibacteriano. Todos los medios de cultivo fueron medios de la

marca Merck, con certificacion de calidad 1ISO 11133.48
Preparacion y estandarizacion del inoculo bacteriano

El in6culo de E. corrodens ATCC BAA-1152 fue preparado a partir de UFC
que desarrollaron en agar sangre una vez reactiva la cepa liofilizada. La
estandarizacion de la concentracion de dicho inoculo se realizO en un
espectrofotometro de luz visible marca Kyntel y modelo KV-1200. La
concentracion estandar fue de 1,5 x108 UFC/mL con una absorbancia de 0,09
a una longitud de onda de 625 nm (equivalente al estdndar 0,5 del nefelémetro

de MacFarland).*®

Obtencién y certificacién del material vegetal de Heterotheca inuloides

Cass.

El material vegetal seco de Heterotheca inuloides Cass. fue obtenido seco de
la empresa Hierbella Herbolesteria de la localidad de Arequipa durante el mes

de abril del 2021. Quienes también certificaron la especie vegetal (Anexo 4).

Obtencion del extracto hidroetandlico total de Heterotheca inuloides

Cass. y preparacion de las concentraciones.

El material vegetal fue transportado en su empaque original via terrestre al
laboratorio de Investigacion Science Experiment E.l.LR.L. en la ciudad de
Trujillo. En el laboratorio se realizé la apertura del empaque y la seleccién de
las flores, las cuales fueron utilizadas para la obtencion del extracto.
Seleccionadas las flores fueron pulverizadas en molino artesanal marca
corona. El material vegetal seco y molido fue pesado en balanza analitica y

luego depositado en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente se incorporo la
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mezcla hidroetandlica al 80%, se mezclo y se macerd en agitacion durante 72
h en agitador magnético marca FOUR E'S Scientific modelo MI0102003. El
extracto obtenido fue decantado en matraz estéril y se filtr6 por duplicado con
papel de filtro Whatman N° 1 y N° 2. El filtrado final se llevé a evaporacion en
estufa microbiologica a 40 °C durante 48 h. Obtenido el extracto seco crudo
se prepararon cinco concentraciones de 30 mg/mL; 40 mg/mL; 50 mg/mL; 60
mg/mL y 70 mg/mL usando como solvente dimetilsulfoxido al 1 % (DMSO)
(Sigma) y también como control negativo. Las concentraciones fueron
preparadas inmediatamente al momento de la experimentacion en tubos de

ensayo estériles (Anexo 5). 0

Evaluacion dela actividad antibacteriana mediante el método de difusion

en disco.

El procedimiento se llevo a cabo por la especialista en microbiologia (Anexo
3) en el laboratorio de Investigacién Science Experiment E.I.R.L. de la ciudad
de Trujillo. A partir del in6culo estandarizado y con ayuda de un hisopo estéril
se realiz0 la siembra por dispersion en la superficie de las placas servidas con
agar sangre (Merck). La siembra se realiz6 en tres direcciones contrapuestas
y en los bordes para asegurar una distribucion uniforme del in6culo en toda la
superficie de la placa. Realizada la siembra, se colocaron los discos de
sensibilidad embebidos con cada una de las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Heterotheca inuloides Cass. y también del control positivo
Clorhexidina 0,12%. Las placas se dejaron reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente y luego fueron selladas con Cinta Parafilm para crear
las condiciones de microaerofilia. Se incubaron en estufa microbioldgica
marca Kyntel, modelo HHA-12 a 36,5°C + 1°C durante 24 h (Anexo 5). 5152

Lectura de resultados.

Se realizaron 10 replicaciones por cada uno de los tratamientos. La actividad
antibacteriana se evalud por el método de difusiéon en disco. Para ello se
analizaron todas las placas de petri sembradas en busca de zonas de
inhibicion alrededor de los discos de sensibilidad con cada una de las
concentraciones del extracto evaluado como del control. Las zonas de

inhibicion fueron medidas con un vernier mecanico marca Starrett® y
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3.6.

3.7.

reportadas como promedio de halos de inhibicion en mm segun tratamiento y
desviacion estandar y registrados en la ficha de recoleccion de datos (Anexo
5y 6). %

Método de analisis de datos

Los datos recopilados en la ficha fueron tabulados en el programa Excel 2010.
Para el andlisis estadistico se empleo el software SPSS v.26. Se determino la
normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Con los
dos datos siguiendo una distribucién normal se realiz6 el andlisis de varianza
(ANOVA unidireccional). La comparacion de las medias de los resultados y su
significancia estadistica fue establecida mediante el andlisis post hoc de

Tukey con un nivel de confianza del 95% (Anexo 7).53

Aspectos éticos

Las investigaciones experimentales se fundamentan éticamente en el uso
responsable y seguro de los microorganismos. Se cumplié la normativa
establecida en el Manual de Bioseguridad y de Gestion de residuos comunes
y biocontaminados del laboratorio de Investigacion Science Experiment
E.l.LR.L. También se tomaron en cuenta las recomendaciones dadas por el
Ministerio de Salud (MINSA) >y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

en sus respectivos manuales de bioseguridad.®®
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RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de cinco concentraciones
del extracto hidroetanolico de flores de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) y un
control positivo Clorhexidina 0,12% sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152

mediante el método de difusién en disco.

Concentracion Zona de inhibicion (mm)

Bacteria
extracto / control e 4ia  D.E* Minimo Maximo p**

30 mg/mL 10,90 0,333 10,50 11,40
40 mg/mL 12,63 0,340 12,20 13,10
50 mg/mL 14,95 0,558 14,40 15,90
Eikenella corrodens 60 mL 1065 0704 1870 20.60 0,000
ATCC BAA-1152 mg/m ’ ’ ’ ’
70 mg/mL 25,36 0,826 24,20 26,60
0,12%*** 15,58 0,614 14,40 16,40

19p%*** 0,00 0,000 0,00 0,00

Fuente: Base de datos

*Desviacion estandar

*ANOVA (Intervalo de confianza del 95% para la media).
*** Gluconato de Clorhexidina

**+x DMSO

En la tabla 1 se observa el analisis de varianza (ANOVA) del efecto
antibacteriano in vitro de cinco concentraciones del extracto hidroetandlico de
flores de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) y un control positivo Clorhexidina
0,12% sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 por el método de difusion en
disco. Se reporta formacion de halos de inhibicién en todas las concentraciones
del extracto evaluadas. La maxima inhibicion se obtuvo a la concentracion de 60
mg/mL y 70 mg/mL con halos de inhibicién promedio de 19,65 + 0,704 mm y
25,36 + 0,826 mm respectivamente. La inhibicion de ambas concentraciones fue
superior al control Clorhexidina 0,12% (15,58 + 0,614 mm). El control negativo
no inhibié a E. corrodens. Existe diferencia estadisticamente significativa entre

todos los tratamientos evaluados (p <0,05).
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Tabla 2. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de la concentracién 60
mg/mL del extracto hidroetandélico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) y un
control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Eikenella corrodens
ATCC BAA-1152 expresado en el promedio de halos de inhibicion.

_ Concentracion Zona de inhibicion (mm)
Bacteria extracto / control +

Media D.E** p***

Eikenella 60 mg/mL 19,65 0,704
corrodens
ATCC BAA-1152

Fuente: Base de datos

* Gluconato de Clorhexidina
** Desviacion estandar

*** Tukey

0,000
0,12%* 15,58 0,614

En la Tabla 2 se muestra la comparacion de la media de halos de inhibicién de
la concentracion de 60 mg/mL del extracto hidroetandlico de H. inuloides Cass.
y del control positivo Gluconato clorhexidina 0,12% Se observan halos promedio
de 19,65 + 0,704 mm y 15,58 + 0,614 mm respectivamente. La prueba de U de
Mann-Whitney muestra diferencia altamente significativa entre ambos efectos
(p=0,000)
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Tabla 3. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de la concentracion 70
mg/mL del extracto hidroetandélico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) y un
control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Eikenella corrodens
ATCC BAA-1152 expresado en el promedio de halos de inhibicion

' Concentracion Zona de inhibicién (mm)
Bacteria extracto / control +

Media D.E** p***

Eikenella 70 mg/mL 25,36 0,826
corrodens 0,000
ATCC BAA-1152 0,12%* 15,58 0,614

Fuente: Base de datos

* Gluconato de Clorhexidina
** Desviacion estandar

*** Tukey

En la Tabla 3 se muestra la comparacion de la media de halos de inhibicién de
la concentracion de 70 mg/mL del extracto hidroetanélico de H. inuloides Cass.
y del control positivo Gluconato clorhexidina 0,12% Se observan halos promedio
de 25,36 + 0,826 mm y 15,58 + 0,614 mm respectivamente. La prueba de U de
Mann-Whitney muestra diferencia altamente significativa entre ambos efectos
(p=0,000)
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Tabla 4. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de la concentracion la

concentracion 60 mg/mL y 70 mg/mL del extracto hidroetanélico de Heterotheca

inuloides Cass. (Arnica) sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152

Concentracion

Zona de inhibicién (mm)

Bacteria extracto
Media D.E* p**
Eikenella 60 mg/mL 19,65 0,704
corrodens 0,000
ATCC BAA-1152 70 mg/mL 25,36 0,826

Fuente: Base de datos
* Desviacion estandar
** Tukey

En la Tabla 4 se muestra la comparacion de la media de halos de inhibicion de

la concentracién de 60 mg/mL y 70 mg/mL del extracto hidroetandlico de H.

inuloides Cass. Se observan halos promedio de 19,65 + 0,704 mm y + 25,36 +

0,826 mm respectivamente. La prueba de U de Mann-Whithey muestra

diferencia altamente significativa entre ambos efectos (p=0,000)
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DISCUSION

En diversas investigaciones precedentes se ha comunicado los beneficios
farmacol6gicos proporcionados por Heterotheca inuloides Cass. (Arnica). El
presente estudio experimental buscé evaluar y comparar la capacidad
antibacteriana de cinco concentraciones del extracto hidroetanolico de las flores
de esta planta medicinal y la de un control positivo clorhexidina 0,12% y un
control negativo DMSO 1%, utilizado como solvente del extracto seco. La
capacidad antibacteriana fue determinada mediante el método de difusion en
disco, por lo que los resultados fueron expresados en promedios del diametro

del halo de inhibicion formado.

Los resultados reportados fueron; a la concentracion de 30 mg/mL un halo de
inhibicién promedio de 10,90 £ 0,333 mm; a 40 mg/mL un halo promedio de 12,63
+ 0,340 mm; a 50 mg/mL un halo promedio de 14,95 £ 0,558 mm; a 60 mg/mL
un halo promedio de 19,65 £ 0,704 mmy a 70 mg/mL un halo promedio de 25,36
+ 0,826 mm. La clorhexidina 0,12% formé un halo de inhibicion promedio de
15,58 + 0,614 mm, mientras que el DMSO 1% no inhibi6é a Eikenella corrodens
ATCC BAA-1152.

Como se mencion6 en la justificacién, no existen investigaciones especificas
donde se haya evaluado la capacidad antibacteriana de plantas de la familia
Asteraceae contra la bacteria de interés de este estudio. Sin embargo, se ha
investigado mucho el potencial antibacteriano de diversas plantas contra los
principales periodontopatégenos. Considerando que estas bacterias presentan
semejantes caracteristicas microbioldgicas que E. corrodens se realizard una
contrastacion y analisis entre los resultados de esta investigacion y la de los
antecedentes.

En ese sentido, Kryvtsova, et al'®, estudiaron las propiedades antibacterianas,
de extractos alcohdlicos de Arnica montana L. y Achillea millefolium L. sobre
bacterias del género Staphylococcus. Ellos reportaron halos de inhibicion
promedio de 20,20 + 0,30 mm (Extracto etandlico) y de 19,30 £ 0,30 mm
(Extracto metandlico) de A. montana L. En el caso de A. millefolium L., los halos
de inhibicion promedio fueron de 10,33 £ 0,58 mm (Extracto etandlico) y de 10,67

+ 0,58 mm (Extracto metandlico). Estos resultados son muy cercanos a los
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obtenidos en la presente investigacion con las concentraciones de 30 mg/mL y
60 mg/mL. A pesar que la evaluacion fue contra bacterias de distinta naturaleza,
la planta A. montana utilizada por Kryvtsova, et al'® pertenece a la misma familia
que Heterotheca inuloides Cass. y como lo reporta Rodriguez-Chéavez, et al®®,
en su investigacion; Arnica mexicana (Heterotheca inuloides Cass. Asteraceae:
Astereae): Usos etnomédicos, componentes quimicos y propiedades biolégicas;
las especies pertenecientes a una misma familia botanica en su mayoria

comparten propiedades farmacoldgicas similares.

Al respecto, Shetty, et al'%, evaluaron la eficacia del extracto acuoso y etanélico
de Psidium guajava (guayaba) y Allium sativum (ajo) sobre los
periodontopatégenos del complejo rojo Porphyromonas gingivalis vy
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Ellos reportaron halos de inhibicion de
16, 20 y 25 mm, respectivamente, en P. gingivalis. Ademas, concluyen que P.
guajava y A. sativum mostraron un efecto antibacteriano significativo. Siendo A.
sativum mas eficaz contra P. gingivalis, mientras que P. guajava fue mas efectivo
sobre A. actinomycetemcomitans. Como podemos ver, estos resultados también
se correlacionan con los obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, existe
una diferencia resaltante, en el caso de Shetty, et al'®, las concentraciones

evaluadas fueron mas pequefias que en la presente investigacion.

Por otra parte, Yalgi, et al??, investigaron la actividad antibacteriana de cuatro
plantas incluida Arnica montana contra Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis. Considerando solo esta planta que pertenece a la familia Asteraceae
que es la misma de H. inuloides, reportaron halos de inhibicion de 15 mm contra
E. faecalis. Mientras que contra S. mutans la inhibicion promedio fue de 16 mm.
Se establecié una CMI para S. mutans de 62,5 mg/mL en todas las plantas. Estos
resultados fueron menores y contrastan con los reportados en la presente
investigacion, pues por una parte la inhibicién alcanzada por el estudio de Yalgi,
et al*®a 62,5 mg/mL, es cercana a la reportada en el presente estudio, pero a la
concentracion de 50 mg/mL. Tal vez, las caracteristicas microbiologicas y de
resistencia natural de una de las bacterias evaluadas en el presente estudio

pudieron haber influenciado en el efecto reportado.
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De la misma manera, Jalaluddin, et al’l, evaluaron la actividad antimicrobiana
del extracto de Curcuma longa L. al 1% contra Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Reportando
halos de inhibicion promedio de 26,94 + 1,52; 23,81 + 1,35y 21,83 £ 1,66 mm.
Sin embargo, no reportaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de prueba. En ese caso, los microorganismos evaluados son semejantes
a E. corrodens en sus caracteristicas microbiolégicas, pero difiere la
concentracion de los extractos empleados. Sin embargo, la inhibicién reportada
por Jalaluddin, et al?* es superior a la de la concentraciéon de 70 mg/mL que fue
la méas elevada del presente estudio. Al ser plantas medicinales de diferentes
familias botanicas probablemente presentaba mayores principios activos
antibacterianos, lo que explicaria la mejor efectividad antibacteriana.

Como se ha podido analizar, existen circunstancias como el tipo de planta y de
microorganismo que podrian influir en la similitud o diferencia del efecto
antibacteriano de los extractos alcohdlicos de plantas medicinales. Asi pues,
Saquib, et al??, evaluaron la eficacia antibacteriana de extractos etandlicos de
Salvadora persica y Cinnamomum zeylanicum, contra cuatro cepas
periodontopatdégenas. Los extractos de etandlicos de C. zeylanicum y S. persica
se evaluaron a la concentracién de 2 mg/mL y formaron halos de inhibicién sobre
P. gingivalis de 18 + 1.5 mm y 15 £ 0.35 mm; sobre T. denticola de 13 + 1.0 mm
y 14 £ 1.75 mm; sobre T. forsythia 21 £ 1.75 mm y 19 + 1.56 mm y sobre A.
actinomycetemcomitans de 8 £ 0.75mm y 10 + 2.0 mm respectivamente.
Considerando que la concentracion de los extractos evaluadas por Saquib, et
al?? fueron mucho mas bajas que las utilizadas en el presente estudio se puede
afirmar que estas plantas presentan mayor capacidad antibacteriana sobre los
periodontopatdégenos pues sus promedios de halos de inhibicién son cercanos a
la concentracion de 60 mg/mL de H. inuloides que es 30 veces mayor a la

estudiada por Saquib, et al?2.

Estudios como los de Vahabi, et al?3, Jayanti, et al**, Shetty, et al*> y Raghavan,
et al’, evaluaron la capacidad antibacteriana de diversas plantas sobre bacterias
periodontopatégenas y otros microorganismos de interés estomatoldgico.

Reportaron halos de inhibicion promedio de 10,33 + 1,15 mm (100 pL); 9,66 *
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0,57 mm (50 pL) y 2,66 = 4,61mm (25 pL); de 40,10 £ 0,90 mm y 33,79 + 1,82
mm; de 10,4 + 0,54 mm contra P. gingivalis. Contra A. actinomycetemcomitans
formd halos de inhibicion de 18.2 + 0.83 mm a la concentraciéon de 50 pL y de
22.8 £ 1.48 mm a la concentracion de 75 pL; de 154 £ 0.54 mm a la
concentracion de 75 uL; de 11.6 + 0.54 mm (a 3.12 pL); 11.8 + 0.44 mm (a 6.25
puL); 13.4 £ 0.54 mm (a 12.5 pL); 15.0 £ 0.70 mm (a 25 pL); 18.0 £ 1.00 mm (a
50 pL); 20.2 £ 0.83 mm (a 75 pL); de 20.16 = 0.36 mm y 32.64 + 1.34 mm; de
18.34 £+ 1.09 mmy 28.45 £ 0.22 mm y de 15.83 + 1.37 mm y 27.66 + 1.85 mm.
Se aprecian que, a diferentes concentraciones y distintas plantas, diferentes
efectos antibacterianos. Todas las plantas mostraron capacidad antibacteriana
con los periodontopatégenos. En algunos casos se puede observar que el efecto
antibacteriano de las plantas medicinales fue mayor al reportado por el control
clorhexidina. Se puede afirmar que las plantas medicinales deben su capacidad
antimicrobiana a la presencia de metabolitos secundarios de tipo terpenos,
flavonoides y fenoles, dichos compuestos bioactivos estan presentes en H.
inuloides y serian los responsables del efecto antibacteriano mostrado contra E.

corrodens.

Finalmente, en la investigacion de Garcia-Pérez, et al?’, evaluaron la actividad
antibacteriana y antifangica de los extractos supercriticos de H. inuloides contra
S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa y E. coli. Se observé que todos los
tratamientos probados mostraron potencial antimicrobiano contra S. aureus con
halos de inhibicién promedio de entre 7 y 10 mm, mientras que en el caso de E.
coli los halos de inhibicion promedio estuvieron entre 6 y 8,5 mm. Esta
investigacion es muy importante porque estudiaron a la misma planta de interés
del presente estudio, y uno de los microorganismos evaluados por Garcia-Pérez,
et al’’ tiene caracteristicas morfolégicas semejantes a la de E. corrodens. Sin
embargo, los efectos reportados son distintos siendo mayores en el presente
estudio. Esta diferencia, se fundamenta en que los principios activos y su
concentracion pueden variar en una misma planta dependiendo de las
condiciones de cultivo y la parte utilizada para la obtencién de los extractos.
Debido a que en el presente estudio se utilizé la flor H. inuloides y Garcia-Pérez,

et al*” empled la raiz, alli pudieron radicar los distintos efectos.
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VI.

CONCLUSIONES

1.

El extracto hidroetanolico de flores de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica)
presenta efecto antibacteriano sobre Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 y
dicho efecto es superior al del control Clorhexidina 0,12%. Existe diferencia

estadisticamente significativa entre los tratamientos.

. El efecto antibacteriano in vitro de la concentracion 60 mg/mL del extracto

hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) fue significativamente
superior al efecto del control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre
Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 (p <0,05).

. El efecto antibacteriano in vitro de la concentracion 70 mg/mL del extracto

hidroetanolico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) fue significativamente
superior al efecto del control positivo gluconato de clorhexidina 0,12% sobre
Eikenella corrodens ATCC BAA-1152 (p<0,05).

. Existe diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre el efecto

antibacteriano de la concentracion 60 mg/mL y 70 mg/mL del extracto
hidroetandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) sobre Eikenella
corrodens ATCC BAA-1152.
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VII.

RECOMENDACIONES

1.

Evaluar el efecto antibacteriano de extractos de diferentes partes de la planta
Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) obtenido con distintos solventes y sobre

otros microorganismos de interés estomatologico.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de los extractos de Heterotheca inuloides Cass.
(Arnica) sobre distintos microorganismos de interés estomatoldgico a fin de

evaluar su potencial uso en estudios in vivo.

. Evaluar el efecto antibacteriano de los distintos tipos de extractos Heterotheca

inuloides Cass. (Arnica) utilizando otras pruebas microbioldgicas para

determinar la sensibilidad de los distintos métodos.

. En estudios posteriores, realizar el tamizaje fitoquimico -cualitativo y

cuantitativo de los extractos de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica) a fin de
establecer el potencial uso de sus principios activos en productos de uso

estomatoldgico o clinico.

. Evaluar la toxicidad de los extractos de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica)

en cultivos celulares orales para continuar contribuyendo con conocimiento

cientifico que en un futuro cercano permita su uso seguro por la poblacion.

. Evaluar otras propiedades farmacolégicas de los extractos de Heterotheca

inuloides Cass. (Arnica) que potencie su uso en el campo estomatologico.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicion Definicion Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Extracto Producto total
hidroetandlico | obtenido a partir de Cantidad en mg del 30 mg/mL
de la exposicion del extracto seco total de 40 mg/mL
Heterotheca material vegetal las flores de i De
. ) : . t L .
inuloides Cass. seco de H. Heterotheca inuloides Conrcneg?nricmn 50 mg/m Razon
(Arnica). inuloides a una Cass. (Arnica) diluida 60 mg/mL
_ mezclg_ en un solvente inerte 70 mg/mL
hidroalcohdlica y DMSO 1%.
gue contiene los
fitoquimicos de la
matriz vegetal.*®
Efecto Capacidad de un Formacion o ausencia Halos de
antibacteriano | antimicrobiano de | de halo de inhibicién de Inhibicién
in vitro sobre inhibir de forma E. corrodens ATCC Sin efecto 0 mm = Sin
Eikenella temporal (Efecto BAA-1152.al ser efecto
corrodens bacteriostético) o enfrentada a cinco Efecto <14 mm= De
ATCC BAA- de forma concentraciones del Bacteriostatico Efecto Razon
1152 permanente extracto hidroetandlico bacteriostético
(Efecto bactericida) de Heterotheca 216 mm =
el desarrollo de E. | inuloides Cass. (Arnica) Efecto Efecto
corrodens ATCC por el método de bactericida bactericida
BAA-1152.47 difusién en disco.




ANEXO 2

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE LA PLANTA

HIERBELLA HERBOLESTERIA

CONSTANCIA

Yo, Danitza Lourdes Aquino Cajchaya, Fito naturista y Herbaria dejo
CONSTANCIA, que al Sr. Angel José Comejo Recoba identificado con
DNI: 71489563 y a la Srta. Hania Alexsandra Pinto Benel con DNI: 70004784, se
les entrego 1 kilo de muestra de planta Arnica para la realizacién de su Tesis a
ejecutar sobre el: Efecto antibacteriano in vitro de extracto etanélico de la planta
Arnica cuyo nombre cientifico es: Heterotheca inuloides Cass.

Se le expide esta constancia a solicitud de los interesados para los fines de
realizacién de su tesis.

ST AN
Arequipa /:sge’mayo;?_rg( 2021



ANEXO 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

SCIENCE EXPERIMENT

research Laborato Y

HALOS DE INHIBICION EN mm
REPETICIONES
30 40 50 60 70 | Clorhexidina | DMSO

mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL 0,12% 1%
1 113 | 131 | 159 | 206 | 266 16,10 0,00
2 10,9 13,1 15,6 19,5 249 15.40 0,00
3 10,5 12,7 14,8 18,9 24,7 15.30 0,00
4 10,7 12,4 14,6 18,7 25,3 15.50 0,00
5 10,6 12,2 14,5 18,9 245 15,20 0,00
6 11,1 12,2 14,4 19,2 25,3 15.20 0,00
7 11,2 12,5 14,6 20,2 255 16.40 0,00
8 10,8 12,4 14,8 204 24,2 16.10 0,00
9 10,5 12,8 15,7 19,8 26,1 16.20 0,00
10 11,4 12,9 14,6 20,3 26,5 14,40 0,00

et 7. Edpinola Cgectre

Bidlogo Microbidlogo

CB.P 8258

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 983771019




ANEXO 4
CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

En la presente investigacion se aplico la férmula para la determinacion del nimero

de unidades de ensayo (repeticiones) en estudios experimentales:

W W2 Zg +14 22
n= W2

Donde:

n: Numero minimo de réplicas que deben hacerse en el estudio.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima esperada o diferencia minima observable.

W-— W?-Z; +1,4 -7
w2

n =

_ 08— (0.8)% - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64). (0.842) + 1,4 (3.842)
n= 0.64

n=2_8

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nimero de replicaciones
necesarias son 8. Para efectos del presente estudio y con la finalidad de reducir el
error se decidio trabajar con 9 repeticiones por cada ensayo original. Debido a que
fueron 7 grupos (5 concentraciones y dos controles) el total de unidades de ensayo
fue 70.



ANEXO 5

CONSTANCIA DE EJECUCION EXPERTO MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT

Research Luboratorg]

CONSTANCIA

La que suscribe, Rubi Jackeline Espinola Aguimre identificada con DNI Ne
43303261, Bidlogo Microbidlogo, especialista en Andlisis Clinico vy
biclogicos con CBP Ne 8258; hace constar que ha colaborado como
microbidlogo especialista en la ejecucion de la investigacion titulada:
“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE
Heterotheca inuloides Cass. (ARNICA) SOBRE Eikenella corrodens ATCC
BAA-1152", de los Sres. Cornejo Recoba Angel José, identificado con DNI
Ne 71489563 y Pinto Benel Hania Alexsandra, idenfificada con DNI Ne
70004784, egresados de la carrera de estomatologia y estudiantes del
Taller de Titulacion para Universidades No Licenciadas de la Universidad
César Vdllejo. La ejecucion de la investigacion fue realizada del 03 vy el
15 de mayo del 2021 en el Laboratorio de investigacion Science

Experiment E.L.R.L, de la Ciudad de Truijillo.

Se expide la presente a solicitud de los interesados, para los fines que

estimen conveniente.

Trujillo, 17de mayo de 2021.

Fube o7 Gopenota Crlguctre
Bidlogo Microbidlogo
C.B.P 8258

SCIENCE EXPERIMENT

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 983771019
Research Laboratory



ANEXO 6

ANALISIS ESTADISTICO

Resumen de procesamiento de casos
Concentracioén extracto Casos
/ Control Vaélido Perdidos Total
N Porcenta N Porcentaje N Porcentaje
je
g 30 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Diametro de 40 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
_halo de 50 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
inhibicion 60 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
70 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Clorhexidina 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
DMSO 1% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracién extracto / Control Estadistico Error estandar
Diametro de | 30 mg/mL | Media 10,9000 ,10541
halo de 95% de intervalo de Limite inferior 10,6615
inhibicion confianza para la media Limite superior 11,1385
Media recortada al 5% 10,8944
Mediana 10,8500
Varianza 111
Desviacién estandar ,33333
Minimo 10,50
Maximo 11,40
Rango ,90
Rango intercuartil ,65
Asimetria 225 ,687
Curtosis -1,532 1,334
40 mg/mL | Media 12,6300 ,10755
95% de intervalo de Limite inferior 12,3867
confianza para la media Limite superior 12,8733
Media recortada al 5% 12,6278
Mediana 12,6000
Varianza ,116
Desviacion estandar , 34010
Minimo 12,20
Maximo 13,10
Rango ,90
Rango intercuartil ,60
Asimetria ,166 ,687
Curtosis -1,435 1,334
50 mg/mL | Media 14,9500 ,17654
95% de intervalo de Limite inferior 14,5506
confianza para la media Limite superior 15,3494
Media recortada al 5% 14,9278
Mediana 14,7000
Varianza 312
Desviacién estandar ,55827




Minimo 14,40
Maximo 15,90
Rango 1,50
Rango intercuartil 1,05
Asimetria ,927 ,687
Curtosis -,996 1,334
60 mg/mL | Media 19,6500 22274
95% de intervalo de Limite inferior 19,1461
confianza para la media Limite superior 20,1539
Media recortada al 5% 19,6500
Mediana 19,6500
Varianza ,496
Desviacion estandar ,70435
Minimo 18,70
Maximo 20,60
Rango 1,90
Rango intercuartil 1,43
Asimetria -,029 ,687
Curtosis -1,776 1,334
70 mg/mL | Media 25,3600 ,26128
95% de intervalo de Limite inferior 24,7689
confianza para la media Limite superior 259511
Media recortada al 5% 25,3556
Mediana 25,3000
Varianza ,683
Desviacion estandar ,82624
Minimo 24,20
Maximo 26,60
Rango 2,40
Rango intercuartil 1,55
Asimetria ,299 ,687
Curtosis -1,086 1,334
Clorhexidin| Media 15,5800 ,19425
a 0,12% 95% de intervalo de Limite inferior 15,1406
confianza para la media Limite superior 16,0194
Media recortada al 5% 15,6000
Mediana 15,4500
Varianza 377
Desviacién estandar ,61427
Minimo 14,40
Maximo 16,40
Rango 2,00
Rango intercuartil 93
Asimetria -,426 ,687
Curtosis -,149 1,334
DMSO 1% | Media 1,0000 ,00000
95% de intervalo de Limite inferior 1,0000
confianza para la media Limite superior 1,0000
Media recortada al 5% 1,0000
Mediana 1,0000




Varianza ,000
Desviacién estandar ,00000
Minimo 1,00
Maximo 1,00
Rango ,00
Rango intercuartil ,00
Asimetria

Curtosis

Diametro
de halo de
inhibicion

Prueba de normalidad
Concentracion extracto / Control Kolmogorov-Smirnov?
Estadistico gl Sig.

30 mg/mL ,126 10 ,200°
40 mg/mL ,151 10 ,200"
50 mg/mL ,306 10 ,009
60 mg/mL ,183 10 ,200"
70 mg/mL ,133 10 ,200°
Clorhexidina 0,12% ,201 10 ,200"
DMSO 1% . 10

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Gréaficos Q-Q normales

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicion

para Concentracion= 30 mg/mL

1050 1073 11,00 11,23 11,30

Valor observado




Normal esperado

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= 40 mg/mL

12,2 124 12,6 12,8

Valor observado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= 50 mg/mL

145 150 155

Valor observado



Normal esperado

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicion

para Concentracion= 60 mg/mL

185 190 195 200 20,5 21,0

Valor observado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= 70 mg/mL

23

24 25 26 27

Valor observado



Normal esperado

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicion

para Concentracion= Clorhexidina 0,12%

140

145 150 155 16,0 16,5

Valor observado

Grafico Q-Q normal de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= DMSO 1%

17,0

1

Valor observado



Gréaficos Q-Q normales sin tendencia

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién
para Concentracion= 30 mg/mL
03 4]

02

01

0,0000

Desviacion de Normal

104 106 108 1.0 1.2

Valor observado

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién
para Concentracion= 40 mg/mL
03

02 ]

01 [ ]

0,0000

Desviacion de Normal

12,2 12,4 12,6 128 130

Valor observado



Desviacion de Normal

Desviacion de Normal

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= 30 mg/mL

(-]
0,50
[+]
0,25
1]
0,00
025 °
-0,50 o
140 145 150 155
Valor observado
Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién
para Concentracion= 60 mg/mL
06
]
04
o
02
L]
(-]
0,0000 =
°
02
o]
)
04
185 19,0 195 200 205

Valor observado



Desviacion de Normal

Desviacion de Normal

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= 70 mg/mL

5]
04
(-]
02
00
o )
[
(<]
02 - °
240 245 250 255 26,0 26,5 270
Valor observado
Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién
para Concentracion= Clorhexidina 0,12%
04 °
0.2
o
0,0000
®
@
02
°
04
05 ?
14,0 145 150 155 16,0 16,5

Valor observado



Desviacion de Normal

Diametro de halo de inhibicion

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Diametro de halo de inhibicién

para Concentracion= DMSO 1%

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0o

1

Valor observado

30 mg/mL

40 mg/mL

50 mg/mL

60 mg/mL T0mg/mL  Clorhexidina DMSO 1%

2%

Concentracion extracto | Control



Descriptivos
Diametro de halo de inhibicién
N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de Minimo | Méaximo
Desviacion Error confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
30 mg/mL 10 10,9000 ,33333 , 10541 10,6615 11,1385 10,50 11,40
40 mg/mL 10 12,6300 ,34010 , 10755 12,3867 12,8733 12,20 13,10
50 mg/mL 10 14,9500 ,55827 , 17654 14,5506 15,3494 14,40 15,90
60 mg/mL 10 19,6500 , 70435 22274 19,1461 20,1539 18,70 20,60
70 mg/mL 10 25,3600 ,82624 ,26128 24,7689 25,9511 24,20 26,60
Clorhexidina 10 15,5800 ,61427 , 19425 15,1406 16,0194 14,40 16,40
0,12%
DMSO 1% 10 1,0000 ,00000 ,00000 1,0000 1,0000 1,00 1,00
Total 70 14,2957 7,08265 ,84654 12,6069 15,9845 1,00 26,60
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Diametro de Se basa en la media 7,059 6 63 ,000
halo de Se basa en la mediana 4,902 6 63 ,000
inhibicion Se basa en la mediana y con 4,902 6 36,885 ,001
gl ajustado
Se basa en la media recortada 6,943 6 63 ,000
ANOVA
Diametro de halo de inhibicién
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3442,458 6 573,743 1917,448 ,000
Dentro de grupos 18,851 63 ,299
Total 3461,309 69

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicién

(I) Concentracion (J) Concentracion Diferencia de | Desv. Sig. |[Intervalo de confianza al 95%
HSD extracto / Control extracto / Control medias (I-J) Error Limite inferior |Limite superior
Tukey 30 mg/mL 40 mg/mL -1,73000" ,24463 | ,000 -2,4751 -,9849
50 mg/mL -4,05000" ,24463 | ,000 -4,7951 -3,3049
60 mg/mL -8,75000" ,24463 | ,000 -9,4951 -8,0049
70 mg/mL -14,46000" | ,24463 | ,000 -15,2051 -13,7149
Clorhexidina 0,12% -4,68000" ,24463 | ,000 -5,4251 -3,9349
DMSO 1% 9,90000" ,24463 | ,000 9,1549 10,6451
40 mg/mL 30 mg/mL 1,73000" ,24463 | ,000 ,9849 2,4751
50 mg/mL -2,32000" ,24463 | ,000 -3,0651 -1,5749
60 mg/mL -7,02000" ,24463 | ,000 -7,7651 -6,2749
70 mg/mL -12,73000" | ,24463 | ,000 -13,4751 -11,9849
Clorhexidina 0,12% -2,95000" ,24463 | ,000 -3,6951 -2,2049
DMSO 1% 11,63000" |,24463 | ,000 10,8849 12,3751
50 mg/mL 30 mg/mL 4,05000" ,24463 | ,000 3,3049 4,7951
40 mg/mL 2,32000" ,24463 | ,000 1,5749 3,0651
60 mg/mL -4,70000" ,24463 | ,000 -5,4451 -3,9549
70 mg/mL -10,41000" |,24463 | ,000 -11,1551 -9,6649
Clorhexidina 0,12% -,63000 24463 | ,151 -1,3751 ,1151
DMSO 1% 13,95000" | ,24463 | ,000 13,2049 14,6951
60 mg/mL 30 mg/mL 8,75000" ,24463 | ,000 8,0049 9,4951




40 mg/mL 7,02000" ,24463 | ,000 6,2749 7,7651
50 mg/mL 4,70000" ,24463 | ,000 3,9549 5,4451
70 mg/mL -5,71000" ,24463 | ,000 -6,4551 -4,9649
Clorhexidina 0,12% 4,07000" ,24463 | ,000 3,3249 4,8151
DMSO 1% 18,65000" | ,24463 | ,000 17,9049 19,3951
70 mg/mL 30 mg/mL 14,46000" | ,24463 | ,000 13,7149 15,2051
40 mg/mL 12,73000" | ,24463 | ,000 11,9849 13,4751
50 mg/mL 10,41000" | ,24463 | ,000 9,6649 11,1551
60 mg/mL 5,71000" ,24463 | ,000 4,9649 6,4551
Clorhexidina 0,12% 9,78000" ,24463 | ,000 9,0349 10,5251
DMSO 1% 24,36000" | ,24463 | ,000 23,6149 25,1051
Clorhexidina 30 mg/mL 4,68000" ,24463 | ,000 3,9349 5,4251
0,12% 40 mg/mL 2,95000" ,24463 | ,000 2,2049 3,6951
50 mg/mL ,63000 ,24463 | 151 -,1151 1,3751
60 mg/mL -4,07000" ,24463 | ,000 -4,8151 -3,3249
70 mg/mL -9,78000" ,24463 | ,000 -10,5251 -9,0349
DMSO 1% 14,58000" | ,24463 | ,000 13,8349 15,3251
DMSO 1% 30 mg/mL -9,90000" ,24463 | ,000 -10,6451 -9,1549
40 mg/mL -11,63000° |,24463 | ,000 -12,3751 -10,8849
50 mg/mL -13,95000 |,24463 | ,000 -14,6951 -13,2049
60 mg/mL -18,65000" |,24463 | ,000 -19,3951 -17,9049
70 mg/mL -24,36000° | ,24463 | ,000 -25,1051 -23,6149
Clorhexidina 0,12% -14,58000" | ,24463 | ,000 -15,3251 -13,8349
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
Diametro de halo de inhibicién
Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.05
extracto / Control 1 2 3 4 5 6 7
HSD DMSO 1% 10 |1,0000
Tukey® 30 mg/mL 10 10,9000
40 mg/mL 10 12,6300
50 mg/mL 10 14,9500
Clorhexidina 0,12%| 10 15,5800
60 mg/mL 10 19,6500
70 mg/mL 10 25,3600
Sig. 1,000 | 1,000 1,000 ,151 1,000 1,000
Duncan? DMSO 1% 10 1,0000
30 mg/mL 10 10,9000
40 mg/mL 10 12,6300
50 mg/mL 10 14,9500
Clorhexidina 0,12%| 10 15,5800
60 mg/mL 10 19,6500
70 mg/mL 10 25,3600
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.




Graficos de medias
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Comparaciones por parejas de Concentracion extracto /

Control

Estadistico de

Sample 1-Sample 2 prueba Sig. Sig. ajustada?®
30 mg/mL-40 mg/mL 20,000 ,000 ,000
30 mg/mL-50 mg/mL 20,000 ,000 ,000
30 mg/mL-Clorhexidina 20,000 ,000 ,000
0,12%

30 mg/mL-60 mg/mL 20,000 ,000 ,000
30 mg/mL-70 mg/mL 20,000 ,000 ,000
40 mg/mL-50 mg/mL 20,000 ,000 ,000
40 mg/mL-Clorhexidina 20,000 ,000 ,000
0,12%

40 mg/mL-60 mg/mL 20,000 ,000 ,000
40 mg/mL-70 mg/mL 20,000 ,000 ,000
50 mg/mL-Clorhexidina 3,200 ,074 1,000
0,12%

50 mg/mL-60 mg/mL 20,000 ,000 ,000
50 mg/mL-70 mg/mL 20,000 ,000 ,000
Clorhexidina 0,12%-60 20,000 ,000 ,000
mg/mL

Clorhexidina 0,12%-70 20,000 ,000 ,000
mg/mL

60 mg/mL-70 mg/mL 20,000 ,000 ,000

U de Mann-Whitney

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1y la

Muestra 2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintoticas (pruebas bilaterales). El nivel de

significacion es de ,05.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion

Bonferroni para varias pruebas.



ANEXO 7

GALERIA FOTOGRAFICA PROCEDIMIENTO

Material vegetal de Arnica.

Agitador magnético temperado

1 7

2 | Flores de arnica seleccionadas. 8 | Agua destilada

3 | Balanza analitica y vernier. 9 | Cepa estandar de E. corrodens.
4 | Molino artesanal 10 | Agar Mueller-Hinton Millipore

5 | Estufa microbioldgica y autoclave | 11 | Hisopo estéril

6 | Espectrofotometro vis 12 | Etanol absoluto




OBTENCION DE EXTRACTO

Material vegetal de Arnica.

Maceracion en agitacion.

Flores de arnica seleccionadas.

Decantacion de extracto.

Molienda de material vegetal.

Filtracion de extracto.

Pesado de material vegetal molido

Extracto total filtrado

Secado adicional material vegetal

B
RB|o|m|~

Secado de extracto en estufa.

OO WIN|F

Incorporacién de solvente al extracto y mezcla.




PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Pesando caldo nutritivo. Hidratacion de agar Mueller-Hinton.

Caldo nutritivo en beaker. Esterilizacion de medios de cultivo.

Hidratacién de caldo nutritivo. Caldo nutritivo estéril.

|00 |\

Tubos con caldo nutritivo no estéril. Placas servidas con agar sangre.

QAW IN|F

Pesado de Agar Mueller-Hinton (usado como medio base sangre).




REACTIVACION DE CEPA BACTERIANA

KWIKSTIK®

£ “,"odens

@ 189-45.2

Cepa liofilizada de E. corrodens. Incubacion en estufa.

Tubos para reactivacién de cepa. Estufa a 36,5 °C.

~N | O |O1

Apertura de cepa liofilizada. Cepa reactivada.

AIWIN(F

Hidratacion de cepa liofilizada.




EVALUACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO

1 | UFC de E. corrodens en agar sangre. 6 | Rotulacién de placas con agar sangre.

2 | Toma de UFC para preparacion de | 7 | Toma de muestra con hispo estéril.
inoculo.

3 | Suspension de UFC en pared de tubo. 8 | Siembra por dispersién en superficie.

4 | Mezcla de suspension bacteriana. 9 | Placas con agar sangre e inoculadas.

5 | Estandarizacion del inodculo en | 10 | Incubacion a 36,5 °C.
espectrofotbmetro.




LECTURA DE RESULTADOS

Halos de inhibicién formados.
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