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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de E.
arvense (Cola de caballo) sobre la P. gingivalis ATCC 33277. Estudio in
vitro, Tacna 2020. Material y método: El disefio de investigacion fue
experimental, se utilizé extracto etandlico de Equisetum arvense (Cola de
caballo) con cuatro volumenes (15, 20, 25, y 30 pL) y cuatro
concentraciones cada una (25, 50, 75 y 100%). El extracto se elaboro
mediante maceracion de la cola de caballo en alcohol 70°/7d; por
deshidratacion a 50°C se obtuvo un extracto seco al cual se le afiadié mas
alcohol 70° para conseguir las cuatro concentraciones. Los controles
positivo y negativo fueron el Gluconato de Clorhexidina 0,12% y agua
destilada, respectivamente. Las placas fueron incubadas de 48-72h a 37°C
en una jarra de anaerobiosis. La medicion de los halos de inhibicion se
realiz6 con un calibrador digital segun la escala de Duraffourd. Resultados:
En el efecto antibacteriano se observaron los halos de inhibicion del
extracto etandlico a partir de 15 uL al 100% hasta 30 pL al 100% resultando
ser muy sensibles (++). Conclusiones: El extracto etandlico de E. Arvense
si presenta efecto antibacteriano sobre la P. gingivalis, observandose una
relacion directamente proporcional entre el volumen/concentracion y el

efecto antibacteriano.

Palabras clave: Efectividad antimicrobiana, Equisetum arvense,

Porphyromona gingivalis.



ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial effect of the ethanolic extract of
E. arvense (Horsetail) on P. gingivalis ATCC 33277. In vitro study, Tacna
2020. Material and method: The research design was experimental,
ethanolic extract of Equisetum was used arvense (Horsetail) with four
volumes (15, 20, 25, and 30 pL) and four concentrations each (25, 50, 75
and 100%). The extract was made by macerating horsetail in 70 ° / 7d
alcohol; by dehydration at 50 ° C a dry extract was obtained to which more
alcohol 70 ° was added to achieve the four concentrations. The positive and
negative controls were 0.12% Chlorhexidine Gluconate and distilled water,
respectively. The plates were incubated for 48-72h at 37 ° C in an anaerobic
jar. The measurement of the inhibition halos was carried out with a digital
caliper according to the Duraffourd scale. Results: In the antibacterial
effect, the inhibition halos of the ethanolic extract were observed from 15 L
at 100% to 30 pL at 100%, turning out to be very sensitive (++).
Conclusions: The ethanolic extract of E. arvense does present an
antibacterial effect on P. gingivalis, observing a directly proportional

relationship between the volume / concentration and the antibacterial effect.

Keywords: Antimicrobial effectiveness, Equisetum arvense,

Porphyromona gingivalis.



INTRODUCCION

Para paises como México, Chile o Peru que poseen una cultura ancestral
el uso terapéutico de la medicina tradicional es muy relevante incluso mas
gue la medicina moderna, ya que tedricamente un sistema terapéutico se
encarga de la resolucién de enfermedades que afectan la poblacion, y la

medicina tradicional cumple con esta premisa (1) (2).

Al inicio de una enfermedad se presentan signos y sintomas (periodo pre-
diagnéstico) es ahi donde las personas, sobre todo las de zona alto andina
y selva, emplean plantas como medicina alternativa/complementaria, cuyas
propiedades curativas se transmiten entre generaciones y segun las
necesidades, sin embargo, representa una desventaja y es que el
diagndstico médico definitivo se ve alterado cuando se pudo tomar otras

medidas al inicio de la enfermedad (3).

Dentro del territorio peruano, habita una vasta cantidad de especies
botanicas con o sin propiedades medicinales, no obstante, del 60% de la
flora estudiada solo 1400 especies son de uso medicinal. Una de ellas es
el Equisetum arvense o “Cola de caballo”, una planta que crece en el
campo cerca de rios y acequias tanto en la costa, sierra y selva. Mdltiples
estudios demuestran su efecto diurético, es decir, que actda a nivel renal
en la disminucién del acimulo de liquido aunque mencionan ademas, su

poder como antiinflamatorio y coagulante de lesiones leves (4).

Como lesion leve podriamos considerar a la enfermedad periodontal
cuando ésta se encuentra en una fase inicial o de gingivitis, donde el dafio
€s menor en comparacion con la periodontitis. Esta patologia es la segunda
con mas prevalencia en el Per(, la primera es la caries, que se manifiesta
con inflamacién y sangrado gingival, incluso pérdida 6sea cuando se torna
cronica. La causa principal es el acumulo de multiples patogenos
periodontales que forman el sarro o placa en la zona supra y subgingival.
Uno de los principales periodontopatégenos es la Porphyromona

gingivalis, un cocobacilo gram negativo, identificado como un factor de



riesgo para pacientes gestantes y con infecciones cardio-pulmonares (5)

(6).

Es por ello que el objetivo de este estudio fue determinar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum arvense o “Cola de
caballo” sobre la Porphyromona gingivalis en un estudio in vitro,
continuando con la linea investigativa de otros estudios en relacion a la

salud periodontal de las personas.
Este proyecto se estructurd por capitulos:

El primer capitulo trata del problema de investigacion, donde se
fundamenta la problemética en funcion a las variables, asi como la
formulacion del problema, objetivos: general y especificos, y la justificacion.
El segundo capitulo trata de la revisién bibliografica, donde se explican los
antecedentes y el marco tedrico, en el que se realizan definiciones
conceptuales del estudio.

El tercer capitulo trata de la hipétesis de investigacién y sus variables
dependientes e independientes.

El cuarto capitulo alude a la metodologia, en el que se presenta el disefio
y tipo de investigacién, ambito de estudio, poblacion y muestra, al igual que
el instrumento de recoleccion de datos.

En el quinto capitulo se explica el procedimiento y desarrollo que se empleo
durante la ejecucién de la investigacion.

Por altimo, se expresa los resultados, conclusiones y recomendaciones. Asi

mismo, se referencia y se adjunta los anexos propios.



CAPITULO |
EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Fundamentacion del Problema

La enfermedad periodontal mundialmente es una de las patologias
orales con mayor prevalencia, siendo considerada la sexta mas
frecuente porque afecta al 10,8% de la poblacion global (743 millones
de personas) en su tercera y cuarta década de vida (5) (6). EI Seguro
Integral de Salud (SIS) de nuestro pais realizdé un estudio entre sus
asegurados (16 millones 762 mil personas, casi el 45% de la poblacion
total del pais) basados en el universo de atenciones, para conocer que
dolencias registran con mayor incidencia; y dentro del top 10 la
enfermedad periodontal ocupa el quinto puesto con 599 211 atenciones
a asegurados.(7) Otro estudio del 2015, menciona que esta
enfermedad puede afectar a nifios de 4 afios hasta adolescentes de 16

anos, sobre todo del sexo femenino (8) (9).

Por tanto, es considerada un problema de salud publica, cuyo impacto
negativo conlleva a problemas de oclusion, masticacion, estética,
pérdida de piezas dentarias (10), y afecta la psicologia de la persona
disminuyendo su autoestima, debido a los signos y sintomas que se
presentan como sangrado gingival, halitosis (11) y movilidad dentaria
(12) (13) (14). Generalmente los mas afectados son la poblacién de
bajos recursos, donde existe una higiene oral deficiente (15), dieta rica
en carbohidratos, problemas hormonales, asi como factores
ambientales y adquiridos que incluyen al tabaco (16), alcohol, drogas,
medicamentos y las enfermedades sistémicas como la diabetes
mellitus (17) (18), enfermedades cardiovasculares (14), algunas
respiratorias, artritis reumatoide, obesidad, y problemas durante el
embarazo que pueden provocar un parto prematuro (19). Una de las

principales bacterias causante de la enfermedad periodontal es la

10



Porphyromona gingivalis, que es un cocobacilo anaerobio Gram
negativo, que se nutre de proteinas, carbohidratos, minerales y
vitaminas, posibilitando el crecimiento de la microbiota dentro del surco
gingival (20) (21) (22) (23) lo que se conoce como sarro o placa dental.

Por otro lado, existen multiples estudios sobre el uso farmacolégico de
ciertas plantas durante el tratamiento de enfermedades, actuando
como coadyuvante de otros farmacos (24) o de uso preventivo, la
conocida medicina alternativa/complementaria. En el Per( existe una
vasta cantidad de especies vegetales cuyas propiedades benefician la
salud de la poblacién, sim embargo, la informacién que se tiene hoy en
dia data de cientos de afios atras, que se fue transmitiendo entre
generaciones, por tanto, requieren de mas estudios que prueben o

amplien su actividad antibacteriana.

Céaceres K. compar6 el efecto antibacteriano del extracto de
Equisetum arvense en diferentes concentraciones frente a cepas de
Streptococus Mutans (caries), donde hall6 que las concentraciones
mayores al 50% inhibian el crecimiento de la bacteria. Normalmente
esta planta se emplea para tratar problemas de retencion de liquido
actuando a nivel renal, empero las probabilidades de que también
posea efecto en virus, hongos o bacterias orales aun son existentes. El
Equisetum arvense es una planta que crece por los alrededores de rios
0 acequias, donde el suelo es relativamente hiumedo, y donde el clima
puede ser variado. Es por ese motivo que es comun hallar esta planta
tanto en la costa, sierra y selva, cuyas caracteristicas difieren del otro

segun la altura y lugar de crecimiento (25).

Finalmente, esta investigacion estara destinada a conocer el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum arvense sobre la
Porphyromona gingivalis, para obtener un medicamente natural y

econdmico.
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1.2 Formulacion del Problema
¢ Existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de E. arvense
(Cola de caballo) sobre la P. gingivalis ATCC 33277 en un estudio in
vitro?
1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de E.
arvense (Cola de caballo) sobre la P. gingivalis ATCC 33277.

Estudio in vitro, Tacna 2020.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Determinar el efecto antibacteriano de 15 pL de extracto
etandlico (E. arvense) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre la P.
gingivalis ATCC 33277. Estudio in vitro, Tacna 2020.

- Determinar el efecto antibacteriano de 20 pL de extracto
etandlico (E. arvense) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre la P.
gingivalis ATCC 33277. Estudio in vitro, Tacna 2020.

- Determinar el efecto antibacteriano de 25 pL de extracto
etandlico (E. arvense) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre la P.
gingivalis ATCC 33277. Estudio in vitro, Tacna 2020.

- Determinar el efecto antibacteriano de 30 pL de extracto
etandlico (E. arvense) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre la P.
gingivalis ATCC 33277. Estudio in vitro, Tacna 2020.

- Comparar el efecto antibacteriano de los extractos etanélicos
(E. arvense) y el Gluconato de Clorhexidina 0,12% sobre la P.
gingivalis ATCC 33277. Estudio in vitro, Tacna 2020.

12



1.4 Justificacion

Es viable realizar esta investigacion, ya que actualmente contamos con
una biodiversidad de plantas naturales que de la cuales se obtienen
productos de gran interés por sus propiedades medicinales y de facil
alcance. El presente proyecto pretende conocer al Equisetum arvense
(Cola de caballo) a nivel teérico y su actividad como antibacteriano,

colaborando en el ambito clinico en un estudio in vitro.

La investigacién es muy interesante pues en la Odontologia General
existirdA una opcion terapéutica mas que sera diferente a las
convencionales. Gracias a los estudios en relacion a las propiedades
quimicas y farmacologicas de esta planta medicinal, se han
desarrollado indicaciones para el uso correcto en beneficio de la salud
bucal, logrando su uso adecuado con sustento cientifico.

Con esta investigacion se pretende conocer si el Equisetum arvense
(Cola de caballo) posee un efecto antibacteriano frente a la
Porphyromona gingivalis, ya que existen escasas investigaciones
acerca del efecto de esta planta medicinal sobre enfermedades
bucales. Entonces con esta investigacion se pretende que el
Equisetum arvense (Cola de caballo) de resultados positivos contra la
Porphyromona gingivalis, es decir, que se pueda indicar inhibicion
de la misma mediante un estudio in vitro, con el propdsito de que en un
futuro pueda ser empleada como un producto odontoldgico hecho a
base de una planta medicinal que es un recurso natural, alternativo, de
bajo costo, asequible a personas de bajos recursos que no tienen
acceso rapido a una salud clinica integral, y de esa manera contribuir

a mejorar la calidad de vida.

Los resultados de esta investigacion permitiran resolver si el extracto

etandlico tiene efecto antibacteriano, teniendo en ello la posibilidad de

13



estimular otros estudios y alternativas naturales que contrarresten a

este y otros patégenos.

14



CAPITULO II
ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de lainvestigacion

Medina-Bernal, M. Determinacion del efecto antimicrobiano in
vitro del extracto de equisetum giganteum |. (cola de caballo)
sobre el crecimiento de staphylococus aureus, escherichia coli y
candida albicans. Arequipa. 2015 (26). La finalidad de este estudio
fue determinar el efecto antimicrobiano in vitro de cola de caballo
sobre tres tipos de bacterias: Staphylococcus aureus, Escherichia coli
y Candida albicans. Mediante percolacion se realiz6 la extracciéon de
equisetum empleando solubles: hexano, acetato de etilo y un solvente
hidroalcoholico. Por cromatografia de capa fina (CCF) se identifico los
elementos secundarios. De cada especie bacteriana quimicamente
identificado, se considerd 12 cepas. Para conocer la concentracion
minima inhibitoria (CMI) se emple6 el método de dilucion en tubo;
mientras que para la concentracion minima bactericida (CMB) su uso6
el método de siembra en agar. En los resultados, se observé 46,8%
de rendimiento al obtener el extracto hidroalcohdlico, donde se
reconoci6: alcaloides, terpenos, flavonoides y taninos como
componentes secundarios. La CMI obtenida en el Staphylococcus
aureus, fue 3,5 mg/mL, en la Escherichia coli fue 15 mg/mL y para
Candida albicans fue 3 mg/mL. Mientras que la CMB lograda en el
Staphylococcus aureus fue 4,5 mg/mL, en la Escherichia coli fue 25
mg/mL y para Candida albicans fue 4 mg/mL. En conclusién, el
extracto hidroalcohdlico de Equisetum gigateum L. mostré un mayor
efecto antimicrobiano sobre el Staphylococcus aureus y Candida

albicans, mientras que en la Escherichia coli mostro poca sensibilidad.
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Calsin-Huayta, Y. Actividad antimicrobiana “In vitro” del aceite
esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense “cola de
caballo” frente a Escherichia coli y Candida albicans
uropatégenas. Puno. 2017 (27). La finalidad de este trabajo fue
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial y extracto etandlico de “cola de caballo” frente a la
Escherichia coli y Candida albicans, Y después contrastar si es que la
Escherichia coli y Candida albicans poseen susceptibilidad
antimicrobiana frente al aceite esencial y extracto etandlico de “cola
de caballo” comparados con los farmacos: gentamicina y fluconazol.
Por arrastre a vapor de agua se extrajo el aceite esencial mientras que
para obtener el extracto etandlico se hizo una maceracion en frio. Con
el método de dilucién en placa con concentraciones de 0.1%, 0.2%,
0.5%, 1%, 2.5% y 5% se establecio la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del aceite esencial y extracto etandlico. Por otro lado, se empled
el método de difusién en placa (Kirby-Bahuer) con dosis de 1 ul, 5 pl,
10 ul, 25 pl, 35 ul y 50 pl de aceite esencial y extracto etandlico para
determinar la susceptibilidad antimicrobiana, teniendo como controles
positivos los antibidticos gentamicina y fluconazol. En conclusion, la
CMI del aceite esencial de Equisetum arvense, frente a Escherichia
coli in vitro fue 1.0% y 2.5% para el extracto etandlico, mientras que
para Candida albicans las concentraciones de aceite esencial y
extracto etandlico no alcanzaron para determinar la CMI. En cambio
la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli, el porcentaje de
inhibicion del aceite esencial y extracto etandélico a dosis mayores (35
y 50 ul) fueron mayores al control (Gentamicina 10 ug) con 57% vy 27%
por encima de dicho control, estos datos fueron analizados
estadisticamente mediante pruebas de analisis de varianza y pruebas
de rango multiple de Tukey, donde presentaron una relevante
diferencia estadistica (P<0.05), mientras tanto la cepa de Candida

albicans fue la mas resistente a las dosis aplicadas.

16



Caceres-Lupaca, K. Efecto antibacteriano in vitro del extracto de
Equisetum arvense (cola de caballo) sobre el Streptococcus
mutans, Puno. 2018 (28). Se tomd 6 cultivos por cada placa Petri,
con 4 diferentes concentraciones haciendo un total de 24 mediciones.
Estas concentraciones fueron de 10%, 25%, 50% y 100% del extracto
de Equisetum arvense. Con el método “Kyrby Bauer” se realizo la
prueba de difusién en pocillos con disco de papel filtro sugerido por el
Instituto Nacional de Salud, para poder analizar los datos se utilizé la
prueba estadistica t, diagrama de barras, la prueba de significancia de
Tukey y el andlisis del efecto antibacteriano cualitativa segun la escala
de Duraffourd. En conclusion, el extracto de “cola de caballo” de 10%
y 25% de concentracion no tuvo actividad antibacteriana sobre el
Streptococcus mutans y el promedio de halo inhibitorio era 6.87mm. y
7.70mm respectivamente. Pero si hubo efecto antibacteriano sobre el
Streptococcus mutans con concentraciones de 50%, y 100% donde el
promedio de inhibicion fue 9.93mm y 12.23mm. respectivamente.

17



2.2. Marco Teoérico
2.2.1. Equisetum Arvense

e Caracteristicas botanicas

Esta planta es palustre y rizomatosa. Con un tallo que mide
hasta 5 m. de altura, erecto verde oscuro, cilindrico, fistuloso,
nudoso, &spero, con estrias longitudinales en alto relieve
debido a la presencia de silice. Sus ramas son verticiladas y
articuladas en segmentos que brotan por debajo de la vaina
dejando visible en parte la ocreola, de epidermis rugosa. Las
hojas tienen un tamafo pequefio y son escuamiformes,
agrupadas en verticilos sobre los nudos, soldadas por sus
bases, se encuentran formando un collar o vaina que rodea
completamente al tallo, inmediatamente por encima de los
nudos; cada hoja tiene un Unico nervio que forma una costilla
central y presenta estomas en su epidermis interior. Cuando
son jévenes las hojas son de color verde, pero con la edad se
decoloran y blanquean, asi que el tallo se encarga de la
fotosintesis. Sus érganos reproductores forman una espiga
fructifera, estrobiliforme, cilindrica, apiculada, sésil en el
extremo de las ramas, con un involucro de escamas en su

base, de 5 - 20 mm de largo por 3 - 6 mm de didmetro (29).

Un estudio de la India identifico 2 tipos diferentes de E.
arvense; los fértiles y los estériles, el primero no presenta
ramas, aparece a principios de primavera, son gruesos, de
color marron a blanquecino, y mide de 10 - 30 cm de alto. Y el
segundo, tiene muchas espirales de ramas delgadas, aparecen
como tallos fértiles que se marchitan luego, y mide de 10 - 50
cm de alto; delgado, verde, de 10 a 12 crestas, minuciosamente
endurecido. Por lo general, los estériles son doblemente mas

altos que los fértiles (30).
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¢ Distribucion y ecologia

Ampliamente distribuido en las zonas templadas del hemisferio
norte, Canada, Estados Unidos, Europa y Asia al sur hasta

Turquia, Irdn, el Himalaya y en China, Corea y Japon (30).

Otros estudios realizados mencionan que es propia de
Ameérica, y que se distribuye mundialmente a paises con climas
templados y célidos. En el Perd, “la cola de caballo” crece en
cualquier regién, independientemente del clima y la altura que
puede ser desde los 20 a los 4500 m.s.n.m. Preferentemente
estd en lugares humedos (charcos, pantanos, riberas de los
rios, quebradas, borde de acequias, etc.), y también invade
campos cultivados relativamente humedos o fangosos como
los arrozales (29) (31).

2.2.1.1. Taxonomia (30)

Resultados obtenidos en el laboratorio de Taxonomia de la
UNJBG - Tacnha:

- Reino : Plantae
- Division : Sphenophyta
- Clase : Equisetopsida
- Orden : Equisetales
- Familia : Equisetaceae
- Género : Equisetum
- Especie : Equisetum arvense L.

- Nombre comun : Cola de caballo
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2.2.1.2. Composicion

El E. arvense estéril usado en esta investigacion, segun

estudios contiene:

e Minerales: Acido silicico y silicatos (5 - 8%), potasio (1.8%),
calcio (1.3%), aluminio, azufre, magnesio, manganeso Yy
otros minerales como fésforo, sodio y zinc (32) (30) (25) (33).

e Acidos fendlicos: Acido di-E-cafeoil-meso-tartarico (34)
aislado del extracto metandlico de los brotes estériles de E.
arvense, es el principal derivado del &cido hidroxicindmico.
La concentracion de &cido di-E-cafeoil-meso-tartarico se
forma en un periodo de dos afios de crecimiento (35), mono-
O-cafeoil-meso-tartrato, ésteres metilicos de los acidos
protocatechuico y cafeico (36). Los brotes estériles
contienen &cido 5-cafeico-hikimico (37).

e Flavonoides: 0.3 - 0.9% del total de flavonoides. Varios
flavonoides presentes son kaempferol 3-O-soforésido-7-O-
glucésido, kaempferol 3-O-(6"-O-malonil-glucésido)-7-O-
glucoside (38) (39). kaempferol 3-O-soforésido (36),
guercetin3-0O-glucosido, apigenin, apigenina 5-O-glucésido
(40), luteolina, luteolina 5-O-glucdsido (41), genkwanin 5-O-
glucésido, isoquercitrina (42) (43) (44).

e Petrosinas fendlicas: Onitina y oniti-9-O-glucésido (39) (30)
(45).

e Glucosidos fenolicos: Los brotes fértiles contienen
equisetumaosido A, equisetumadsido B y equisetumaésido C.

e Glucésidos de estililpirona: Los rizomas contienen 3'-
desoxiequisetumpirona (3,4-hidroxi-6-(4'-hidroxi-D-estiril)-2-
pirona-3-0O-[3-D-glucopiranosido) (46) y 4'-0O-
metilequisetumpirona  (3,4-hidroxi-6-(3'-hidroxi-4'-metoxi-
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2.2.1.3.

Estiril)-2-pirona-3-0-3-D-glucopiranosido) (47). Los tallos

vegetativos contienen equisetumpirona (48) (30) (45).

e Triterpenoides: los tallos estériles contienen isobauerenol,

taraxerol, germanicol, acido ursdlico, acido oleandlico y
acido betulinico (49) (30) (45).

e Alcaloides: Pequefias cantidades de nicotina, 3-

metoxipiridina, palustrina y palustrinina (30) (45) (25) (50)

e Saponinas: Equisetonina (51) (30).

e Fitosteroles: colesterol, epicolestanol, colesterol 24-

metilencolesterol (49), isofucosterol (5,9%), campesterol
(32,9%) y B-sitosterol (60%) (40) (52) (30) (45).

e Acidos dicarboxilicos de cadena larga y ramificada: Las

esporas contienen compuestos C22-Cso (53).

e Otros componentes: Esta planta contiene proteinas (54) y

enzimas verdaderas (principalmente tiaminasa) (30).

Actividades farmacoldgicas

Carneiro et al. en una revision sistematica, compilaron y
analizaron 81 articulos donde se tocaban varios aspectos del
E. arvense que respaldan su uso médico en la clinica diaria,
para lo cual se hizo una busqueda bibliografica en 6 bases de
datos: PubMed, LILACS, SciELO, Virtual Health Library (BVS,
por sus iniciales en portugués), Cochrane, Scopus y en
documentos de ANVISA y EMA. Los archivos a considerar
fueron publicados del 2013 al 2017. Dentro de los temas
principales que se mencionan esté la actividad bioldgica in vitro
e in vivo, ensayos clinicos de E. arvense solo o combinado con
otras plantas, posibles interacciones farmacolégicas y estudios

de revision:
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In vitro

Los estudios in vitro se realizan en células o partes de la célula,
no implican el uso de organismos vivos (animales/humanos),
son simples y baratos. En tal sentido, los efectos que mas
destacaron fueron: antioxidantes (50) (55) (56) (57) (61) (59),
antimicrobianos (60) (61) (62) (63) (64), inhibidores de
agregacion plaguetaria  (65) (66), citotoxicos vy
anticancerigenos (50) (67) (66) (68), relajantes del musculo liso
vascular e ileon (69), hepatoprotectores (39), remineralizantes
(70) (71) (72) (62), antiinflamatorios (73) (74) y anti lesiones
(74).

In vivo

Cuando se obtienen resultados positivos de los estudios in
vitro, los cientificos verifican esta informacion con experimentos
in vivo en organismos modelo, como los ratones, por ejemplo.
Es asi que se demostro que el E. arvense tiene efecto como
ansiolitico (75) (76), antidiabético (77), analgésico Yy
antiinflamatorio (40) (30), contra la hiperplasia prostatica
benigna (78) (79), cicatrizante (80) (81) (82), remineralizante
(83), antilitiatico (84) (85), miorrelajante de vejiga (86) y
diurético (87) (88) (89).

Reporte de casos

Un estudio reciente describié una posible interaccién entre E.
arvense y la terapia antirretroviral en dos pacientes con VIH.
Esta interaccion podria haber desencadenado un avance
virologico en los pacientes, que mantuvieron un mismo régimen
medicamentoso durante muchos afios que incluia lamivudina,
zidovudina, efavirenz, emtricitabina y tenofovir. Debido a la

escasez de datos sobre las propiedades farmacolégicas de
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Equisetum arvense con respecto a las posibles interacciones
entre medicamentos y hierbas, los autores concluyeron que
estas interacciones pueden ocurrir cuando estos agentes se
toman simultdneamente y, por lo tanto, aconsejan a los
meédicos que eviten esta combinacion hasta que se disponga
de mas datos (90).

2.2.2. Enfermedad Periodontal

De acuerdo a la nueva clasificacibn de “Enfermedades y
Condiciones Periodontales y Periimplantarias® (2018) las
enfermedades periodontales se dividen en
enfermedades/condiciones gingivales y en periodontitis. Esta
clasificacion se caracteriza por presentar estadios (I, Il, 1ll, V)
basados en la severidad y complejidad de manejo, y grados (A, B,
C) basados en la evidencia o riesgo de progresion rapida y posible

respuesta de tratamiento (91).

La definicibn de enfermedad periodontal todavia persiste en el
tiempo, porque es cronica (progresion lenta) y siempre las
estructuras afectadas seran las de sostén, y la responsable es un
biofilm microbiano que se localiza a nivel cervical de los dientes,
pero también existen factores responsables. Comunmente, existe
un cuadro de gingivitis previo, sin embargo, no todos los casos de

gingivitis evolucionan en periodontitis.
Etiopatogenia

En la zona subgingival se encuentran unas bacterias especificas en
forma de biofilm, los cuales participan en el inicio y desarrollo de la
enfermedad periodontal, y es el primer factor etiolégico que
provoca la aparicion de bolsas periodontales, destruccién del tejido
conectivo y reabsorcion del hueso alveolar gracias a un proceso

patogenico e inmunolédgico (92). No obstante, el factor genético,
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ambiental, modificadores y los adquiridos también influyen en el
progreso de la enfermedad, asi como el sistema inmunoldgico del

huésped y el proceso inflamatorio que se manifiesta (19).

Dentro de la gama de especies bacterianas responsables de la
enfermedad periodontal, existen ciertas bacterias o asociaciones
bacterianas claves las cuales cumplen un papel importante en el
inicio y progresion de la pérdida de insercion periodontal (93) (94)
dentro de estas especies se encuentra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. En particular,
estas dos poseen poderosos factores de virulencia, inducen una
respuesta inmunitaria inflamatoria en la persona, pueden existir
infecciones extraorales por translocacion y llega a transmitirse

entre los miembros de una misma familia o cercanos (95) (96).

Gracias a los productos bacterianos (antigenos, lipopolisacaridos,
y otros factores de virulencia) llega la aparicion de anticuerpos y
células polimorfonuclaeres (PMN) en un intento de controlar dicha
actividad en el surco gingival. Esta respuesta inmuno-inflamatoria
del huésped activa a las citoquinas, prostanoides y
metaloproteinasas, estimulando la destruccion del tejido conectivo
y hueso alveolar que clinicamente es observable. Sin embargo, los
factores ambientales, adquiridos, genética y modificadores de la
respuesta inflamatoria en el metabolismo dseo y del tejido
conectivo resultante también contribuyen al avance de un cuadro
de periodontitis. Por lo tanto, las manifestaciones clinicas, la
progresion de la enfermedad y respuesta al tratamiento, en
conjunto expresaran los mediadores biolégicos que pueden ser
protectores y a la vez destructivos, pero depende de la genética del
paciente y los factores que adquiere. Dicho de otra manera,
factores modificadores como la exposicion al humo del cigarrillo y/o

los factores de riesgo genéticos inherentes pueden modificar la
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respuesta inmuno-inflamatoria provocando una destruccion
periodontal mas severa (19) de hasta 30 al 60 % (97).
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Las células del sistema inmune producen grandes cantidades de
mediadores inflamatorios como son las citoquinas (interleucinas 1,
6, 8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)), prostaglandinas
(PG-E2) y metaloproteinasas (MMP) responsables de la
destruccion del tejido blando y duro. Esta interaccion entre la
infeccion producida por las bacterias y el sistema inmune esta
influenciada por factores genéticos y adquiridos, lo que confiere el
caracter multifactorial a este grupo de enfermedades.

2.2.2.1.Biofilm

Es un medio bioldgico en el cual se desarrollan microcolonias de
distintas especies, dentro de una matriz extracelular compuesta
principalmente por exopolisacaridos producto de las propias

bacterias y adherida a las superficies dentales (98).

En principio el crecimiento bacteriano se produce en un medio
liquido (saliva) por lo cual se denomina “plancton”, mas adelante
con un medio adecuado, las bacterias se adhieren a una
superficie dura (diente, restauraciones, implantes, protesis, etc.)
donde se forma el “biofilm dental”. Y su supervivencia dependera

de los propios microorganismos que se desprenden de un biofilm
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para formar otra colonia en un sitio distinto, independientemente

si se trata de la misma persona u otra (99).
Colonizacién de microorganismos en el biofilm

Socransky et al. utilizando muestras gingivales y subgingivales,
identific6 40 especies bacterianas de la cavidad oral y las

clasificd en complejos microbianos con diferentes colores (100).

Como consecuencia de la conformacion de grupos bacterianos
dentro de cada biofilm, se produce el desarrollo de la placa
dental. Los primeros grupos en colonizar las superficies dentales
se dividen en 4 complejos. El primer complejo (azul) es donde
se encuentra el Actinomyces, el segundo complejo (amarillo)
conformado por las bacterias del género Streptococcus, un
tercer complejo (verde) que consta de las especies de
Capnocytophaga, Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotipo a, Eikenella corrodens, Campylobacter concisus y un
cuarto complejo (purpura) que incluye al Veillonella parvula y
Actinomyces odontolyticus. Comunmente, el incremento
constante de estos microorganismos antecede a los complejos
(naranja) y (rojo), en éste Ultimo se encuentran las bacterias
anaerobias predominantes en la enfermedad periontal:
Porphyromona gingivalis, Treponema denticola y Tannerella
forsythia (20).
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P gingivalis

B. forsythus
T. denticola
C. gracilis
C. rectus R
C. showae ]
E. nodatum e
E nucleatum nucleatum
E nucleatum polymorphum
P. intermedia
P. micros
P. nigrescens
S. constellatus
S. mitis
S. oralis
S. sanguis
— Streptococcus sp.
S. gordonii
Actinomyces S. intermedius
species
V. parvula
A. odontolyticus
E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus

A. actino. a

2.2.2.2. Porphyromona gingivalis

Es una de las bacterias responsable de la enfermedad
periodontal, habitan en la zona subgingival y su colonizacién
ocasiona un dafio en los tejidos de soporte gracias a que se
producen diversos factores de virulencia, y a una disbiosis entre
el sistema inmune y la reaccion inflamatoria en el huésped (101).
En un medio de cultivo forma colonias de 1 — 2mm de diametro

y adoptan un tono oscuro (102).
Taxonomia

Se encuentra en el género Bacteroides, anaerobio, gram

negativo y sin esporas (103) (104).
Morfologia

Es un bacilo corto o cocobacilo, donde sus medidas son de 0.5
- 0.8uym x 1 - 3.5um (105) (104).
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Estructura

Posee una pared celular con dos membranas, donde la externa
tiene endotoxinas (lipopolisacaridos) incorporadas, tiene

capsula, no esporulado, sin flagelos, pero rico en fimbrias.

Superficialmente posee varias vesiculas quienes en su interior
contienen enzimas, importante para su accion virulenta,
ademas, existen otro tipo de enzimas que pueden disminuir los
compuestos proteicos (101) (106) (96) (104).

Factores de virulencia
e Capsula

Conformada estrictamente por polisacaridos, cuyo papel es la de
un gen codificante de epimerasa (eps C) indispensable para su
produccion, y de la cual existen 6 serotipos capsulares (K1 — K6).
Esta capsula cumple un papel de gran trascendencia durante el
proceso de evasion perteneciente al sistema inmunoldégico,
evitando la fagocitosis, opsonizacion y el accionar del
complemento (107) (108) (109).

e Endotoxina (LipoPoliSacéridos)

Se encuentra incrustada en la membrana externa de la
porphyromona, y estd compuesta en parte por el lipido A, que se
encarga de la interrupcion del homeostasis inmunoldgica del
huésped, provoca inflamacion de las encias, se la asocia con la
destruccion del tejido conectivo conjuntamente con la
reabsorcion del hueso alveolar gracias a la activacion de
osteoclastos y causa la liberacion de prostaglandinas E2 (PG-
E2), asi como un incremento de interleucina 18 (IL18) e
interleucina 1B (IL1B) (107) (108) (109).
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e Vesiculas de membrana externa

Estas vesiculas presentan un disefio que tiene forma de sacos
cerrados ubicados a un nivel mas externo del germen, dentro de
su estructura presentan multiples enzimas como: fosfolipasa C,
proteasas, fosfatasa alcalina, hemolisinas, lipopolisacaridos;
quienes al ser liberadas producen deterioro de las células
periodontales y los neutroéfilos (107) (108) (109).

¢ Hemaglutininas

Son proteinas codificadas por el gen hag y estas pueden ser 5
(A, B, C, D, y E), éstas promueven la colonizacion mediante la
unién bacteriana a receptores oligosacaridos en células
humanas.(107) (108) (109)

e Fimbrias

Las medidas que presentan las fimbrias son de 0.3 a 3.0 um de
largo y 5 nm de ancho, constituidos de monémeros de fimbrilina,
codificados por el gen fimA, y se los puede clasificar en 6
variantes, del tipo | al V y el Ib. Son capaces de adherirse a
diferentes sustratos, moléculas, y células, tales como epitelial,

fibrinbgeno, fibronectina y lactoferrina.

Al mismo tiempo presenta propiedades quimiotacticas y de
induccion de citoquinas. Se ha podido detectar a las P. gingivalis
con fimbrias fimA tipo Il y IV en la progresion de las
enfermedades periodontales y a las de tipo | y V en adultos
periodontalmente sanos.(107) (108) (109).

¢ Proteinasas cisteinproteasas
Son los responsables del crecimiento y desarrollo bacteriano, y
a la vez destruyen en el huésped sus moléculas de colageno de

diferentes tipos. Son el producto de tres genes: rgpA, rgpB, Kgp
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(110) y también son las llamadas “gingipainas”. La actividad
proteolitica que genera en la Porphyromona gingivalis es del
85% y otro 100% se produce por su actividad de tipo tripsina.
En el huésped, provoca la destruccion de fibronectina,
fibrindgeno y de las uniones de las células epiteliales, activacion
el proceso de coagulacién y sistema de calicreina — quinina.
Intervienen en sistema inmunoldgico del huésped donde se
degrada la IL8, un importante quimiotactico y Cs cuya activacion
produce Csa y Csb, donde este ultimo tiene una potente accion
opsonizonte (101) (106) (110) (96).

¢ Proteinasas no cisteinproteasas
Dentro de este grupo se encuentra la colagenasa, proteasa
(111), hemaglutinina (101), una enzima tipo conversora de
endotelina, una dipeptidilpeptidasa (112) y la periodontaina, esta
Gltima, elimina proteinas desnaturalizadas y los polipéptidos
(110).

¢ Inductor de metaloproteinasas de la matriz

La Porphyromona gingivalis induce a la produccion
metaloproteinasas mediante los fibroblastos, leucocitos y
macrofagos (104). Las metaloproteinasas degradan la laminina,
fibronectina y coldgeno que se encuentran en la matriz
extracelular (101) (110). Por si fuera poco, la Porphyromona
gingivalis inactiva los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas, especificamente el tipo 1, que esta
relacionada con la destruccion del colageno tipo | y fibronectina
(110).
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Variabilidad

El lipopolisacéarido y la cadpsula bacteriana son importantes en la
Porphyromona gingivalis dado que inducen variabilidad en la
respuesta inmune desplegada por el hospedero. En efecto,
sobre la base de la imunogenicidad de los polisacaridos que
conforman la capsula de Porphyromona gingivalis, se
describen distintos serotipos bacterianos, los que podrian
asociarse a un distinto potencial virulento, a una variable
patogenicidad y a una asociacion diferente en los estados de
salud y enfermedad periodontal (113).

Transmision

Se ha comprobado que, si existe una transmision vertical de
padres a hijos, desde su desarrollo hasta el nacimiento. Con una
muestra de saliva de recién nacido se puede obtener una copia
de ADN de Porphyromona gingivalis que es idéntica a la saliva
de la madre (114) (115).

El otro tipo de transmisién es horizontal, y se da entre hermanos
y conyuges. Los medios de transmision son variados, desde
utensilios de comida, Utiles de aseo, besos, etc. En caso de que
el cényuge sea periodontalmente sano puede presentar
gingivitis con el tiempo, y en el caso de tener gingivitis éste

podria evolucionar a periodontitis (116).
Tratamiento mecéanico y antimicrobiano

Para la gingivitis y periodontitis, se elimina la placa bacteriana y
calculos acumulados alrededor de las piezas dentarias con un
destartraje supragingival y, en caso de hallarse bolsas
periodontales, es necesario un raspado y alisado radicular. Sin
embargo, es necesario sensibilizar mas al paciente sobre su

higiene, pues es necesario la modificacion de sus habitos,
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alimentacion, técnica de cepillado, y la visita periodica al
odontdlogo. El cuidado de la salud oral debe ser mas exigente si

el paciente padece de otra enfermedad sistémica.

Los colutorios antibacterianos son de gran utilidad en el control
de la placa bacteriana, el digluconato de chorhexidina es el mas
efectivo y seguro, disminuyendo hasta un 95% la carga
bacteriana usandolo 2 veces por dia (117). Y no produce efectos
toxicos pues su naturaleza catiénica minimiza su absorcidon a

través de la piel y mucosas géastricas (118).
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CAPITULO Il
HIPOTESIS, VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES

3.1 Hipotesis
- Hi: El extracto etandlico de Equisetum arvense (Cola de caballo)
presenta efecto antibacteriano sobre la Porphyromona gingivalis.
- Ho: El extracto etandlico de Equisetum arvense (Cola de caballo)
no presenta efecto antibacteriano sobre la Porphyromona
gingivalis.

3.2.0peracionalizacion de variables

VARIABLE DE
ESTUDIO

INDICADOR TIPO ESCALA/VALOR

DEPENDIENTE

Porphyromona Crecimiento
gingivalis antibacteriano | Cuantitativa Razon
ATCC 33277 de la cepa
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VARIABLE DE

ESTUDIO INDICADOR TIPO ESCALA/VALOR
Diametro de halo de
inhibicién a
diferentes L .
. Cuantitativa Razon
concentraciones
(25%, 50%, 75% y
Extracto 100%)
etandlico de
. Nula (-) =<8 mm
Equisetum . .
arvense (Cola Sensible limite (+)
Didmetro de halo de =9-14 mm
de caballo) . . :
inhibicion (segun la Cateabrica Muy sensible (++)
escala de g =15-19 mm
Duraffourd) Sumamente
",'_" sensible (+++) =2
E 20 mm
a Nula (-) =< 8 mm
Z . o
H_J Sensible limite (+)
LéJ Gluconato de | Didmetro de halo de =9-14 mm
Z Clorhexidina inhibicién (segun la Cateabrica Muy sensible (++)
0,12% (Control escala de g =15-19 mm
Positivo) Duraffourd) Sumamente
sensible (+++) =2
20 mm
Nula (-) =<8 mm
Sensible limite (+)
: Didmetro de halo de = 9-14 mm
Agua destilada | . . . ., . :
inhibicion (segun la L. Muy sensible (++)
(Control Categorica -
Negativo) escala de =15-19 mm
g Duraffourd) Sumamente
sensible (+++) =2
20 mm
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 Disefo de investigacion

Es un estudio experimental, porque se utilizaron técnicas de cultivo en
inoculados con cepas de Porphyromona gingivalis, a los que se
aplicé discos de papel embebidos con diferentes volumenes y

concentraciones de extracto etandlico de Equisetum arvense.

4.2 Tipo de lainvestigacion

e Experimental: Porque se emple6 un extracto etanolico de
Equisetum arvense (Cola de caballo) con cuatro volimenes y

concentraciones sobre la Porphyromona gingivalis.

e Prospectivo: Porque se obtuvo resultados transcurrido un

determinado periodo.

e Transversal: Porque las variables fueron medidas en un mismo
tiempo, para después realizar una comparacion entre los

volimenes y concentraciones del Equisetum arvense.

¢ Analitico: Porque es un analisis bivariado, lo que significa que se

puso a prueba dos hipotesis distintas.
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4.3

4.4

4.5

Ambito de estudio

El proyecto de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud en la Universidad

Privada de Tacna.

Poblacién y muestra

Para la ejecucion de este estudio experimental, se utilizé distintos
volimenes y concentraciones de extracto etandlico de Equisetum
arvense analizando su efecto antimicrobiano.

Poblacién:

Porphyromona gingivalis ATCC 33277
Unidad de anélisis:

Placa Petri con cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 alas
qgue se les aplico diferentes concentraciones de extracto etandlico de

Equisetum arvense.

4.4.1 Criterios de inclusion
- Tallo en un buen estado, sin bacterias y hongos.
- Bacterias de Porphyromona gingivalis ATCC 33277

sembrado en agar.

4.4.2 Criterios de exclusion
- Tallo con bacterias y hongos.
- Bacterias de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 que no

hayan sido sembradas en condiciones apropiadas.

Instrumento de recoleccion de datos

Se disefid una ficha para el registro de los halos de inhibicién en
milimetros, de los volimenes - concentraciones y numeros de placas
realizadas. (ANEXO 01)
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4.6.Materiales de Laboratorio

Autoclave

Balanza electronica analitica
Balanza digital

Vortex

Estufa

Microscopio

Refrigeradora

Placas Petri descartable de 100 x 15 mm
Papel filtro Whatman N° 4

Micro pipetas 5 pL — 50 pL

Agua destilada

Hisopos de madera estéril

Papel aluminio comercial

Papel kraft

Tubos de ensayo

Alcohol etilico 70°

Algodon

Probeta 100/ 1 ml

Tips para micro pipeta 200 uL — 1000 pL
Tubos de centrifuga 15 ml

Frascos de vidrio color ambar 30 ml
Incubadora

Mechero de Bunsen

Espatulas

Pinzas

Matraz de laboratorio 250 ml

Vasos de precipitacion de100 ml
Medios de cultivo

Mascarillas desechables
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Guantes quirurgicos desechables
Gorro desechable

Mandil

Campo descartable

Marcadores

Cartulina negra

Cinta indicadora para esterilizar a vapor
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5.1.

CAPITULO V

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE DATOS

Obtencién de especie de Equisetum arvense

Recoleccién: Se recolectaron 5 kilos de Cola de caballo a
tempranas horas de la mafiana en el distrito de llabaya,
examinando que se encuentren en buen estado y
transportando en bolsas de kraft para preservar su integridad.
Se solicitd la identificacion taxonomica de esta especie
botdnica a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, anexando

dicha especie en un sobre manila. (Anexo 03)

Lavado: La muestra recaudada fue llevada al “Laboratorio de
Microbiologia” en el cual se realizo la exclusion de particulas
o restos de correspondientes a otras plantas, para luego
continuar con el lavado de la muestra con agua destilada y

poder desinfectarla con NaOCI 0,5%.

Secado: Los tallos y hojas del Equisetum arvense se
colocaron sobre un papel kraft y fueron sometidas a la estufa
a 50°C por 15 min.

Pulverizacién y tamizacion: Una vez secas, fueron
pulverizadas con ayuda de un utensilio (licuadora semi-
industrial), y luego dicha muestra molida paso6 por un cribado

para estandarizar la medida de las particulas.

Almacenamiento: Seguidamente la muestra se colocd en

pequenos frascos de vidrio para su siguiente uso.
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5.2.

Obtencion del extracto etandlico

Se peso una cantidad 50 gr de Equisetum arvense en polvo, que
fue vertido en un frasco de vidrio BOECO agregandole 200 ml de
alcohol 70° para el macerado, durante 5 dias realizando ciertos
movimientos de agitacion por 10 minutos 2 veces al dia. El macerado
se filtr6 en papel Whatmann N°4, luego se llevo a la estufa a 50°C
para su deshidratacion hasta obtener un extracto etandélico seco.
Luego de obtener esta hueva muestra se pulverizo con la ayuda de
un mortero de porcelana hasta obtener una muestra ain mas fina. A
la cual se le agregd alcohol 70° dando como resultado un extracto

etandlico al 100%.
Seguidamente se prepar6 en cuatro concentraciones:

100 ml de extracto etandlico puro = Concentracion 100%.
30 ml extracto etandlico + 10 ml alcohol 70° = Concentracién 75%.
20 ml extracto etandlico + 20 ml alcohol 70° = Concentracion 50%.

10 ml extracto etandlico + 30 ml alcohol 70° = Concentracion 25%.

Las concentraciones preparadas se reservaron en frascos ambar
estériles y, con un Vortex se homogeneizaron todas las mezclas por
30 seg. Finalmente, cada frasco fue envuelto en papel aluminio,
rotulado y almacenado en un refrigerador para una mejor

conservacion hasta su siguiente uso.
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5.3.

5.4.

Obtencién de la cepa

La cepa microbiana Porphyromona gingivalis ATCC 33277 fue

obtenida de un distribuidor de cepas bacterianas en Lima (GenLab).

Determinacion de sensibilidad antibacteriana por el método de

difusion en disco

a. Preparacion de los medios
Preparacion del medio de cultivo Tryptic Soy Agar de 500 gr:
Por instrucciones del fabricante corresponde (40 gr por cada
1000 ml) de agua destilada en un frasco. Al realizarse la mezcla,
ésta fue llevada a autoclave por 1 hora, y luego el enfriamiento
se hizo a temperatura ambiente. Mientras la mezcla estuvo tibia
se repartio el contenido del frasco en 30 placas Petri (90 mm X
15 mm), donde 02 eran para la activacion de la cepa bacteriana
y 28 para la prueba antibacteriana del extracto etandlico. Al cabo
de 5 min donde tomd una consistencia gelatinosa, se rotul6 cada
placa Petri con el nombre de cada extracto y las
concentraciones. Finalmente, fueron llevadas a la incubadora
por 24 horas para comprobar su pureza o eliminar aquella que
pudo contaminarse en el proceso. Luego de pasar dicha prueba

se trasladaron a una refrigeradora para una mejor conservacion.

Preparacién del medio de Tryptic Soy Broth 500 gr:

Segun las instrucciones del fabricante corresponde (30 gr por
cada 1000 ml) de agua destilada en un matraz. Al realizarse la
mezcla, ésta se dividié entre 3 tubos de ensayo, conteniendo
cada uno 40 ml, luego fueron llevados a la autoclave por 1 hora.
Para finalizar, se colocaron los tubos rotulados en la
refrigeradora para ser utilizado mas adelante en la activacion de

la cepa microbiana: Porphyromona gingivalis.
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b. Preparacion de los discos
Los discos de papel filtro tuvieron un diametro de 6 mm suficiente
para contener volumenes de 15, 20, 25 y 30 L del extracto
etandlico. El total de discos empleado fue 168, donde 112
corresponden a las concentraciones del extracto y 56 para los
grupos controles (positivo y negativo). Los discos se esterilizaron

mediante la autoclave a 120°C por 15 min.

c. Activacion de la cepa microbiana

La bombilla donde se encuentra la bacteria tiene en su interior
un hisopo, el cual permite trasladar pequefias particulas
inactivas de la bacteria hacia una de las placas Petri que
contiene el Tryptic Soy Agar, pues ahi es posible la activacion
joven la Porphyromona gingivalis y que a su vez se formen
colonias bacterianas. Por instrucciones del fabricante es
necesario llevarlas a la incubadora por 120 horas a 37°C con el

fin de crear un ambiente 6ptimo de crecimiento.

d. Preparacion del in6culo bacteriano

Luego de las 120 horas o 5 dias, y con un asa bacteriolégica
estéril, se transportaron algunas particulas al caldo (Tryptic Soy
Broth) que se encontraban en 3 tubos de ensayo. Este
procedimiento requiri6 que se incubaran los tubos a 37°C
durante 5 horas. Al cabo de dicho tiempo, en un vortex se
homogenizaron las mezclas para que las colonias se dispersen
mejor en el caldo y puedan alcanzar una turbidez. Con la
inoculacion se logra la activacion total de la bacteria

Porphyromona gingivalis.
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e.

Inoculacion de la placa

Para determinar el efecto antibacteriano de la Porphyromona
gingivalis se empled el método de “Difusién en disco” con cuatro

concentraciones del extracto etandlico de Equisetum arvense.

El hisopado es una técnica que consiste en el empleo de un
hisopo estéril cuyo extremo carga el caldo preparado con la
bacteria activa (Tryptic Soy Broth) y es esparcido 4 veces sobre
el agar de una placa Petri (Tryptic Soy Agar) ocupando su
totalidad. Luego se deja secar de 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente y se repite el mismo paso en las 27 placas Petri

restantes.

Dispensacion de discos de papel a las placas inoculadas

Se utilizaron micropipetas de 15, 20, 25 y 30 uL para cargar el
extracto etandlico y sus controles positivo y negativo,
vertiéndolos inmediatamente en cada disco de papel que eran
tomados por una pinza estéril de punta fina.

Cada disco embebido fue colocado cuidadosamente sobre cada
placa Petri, verificando que coincida con el volumen y la

concentracion del extracto.

Cuando todas las placas estuvieron listas, fueron trasladadas
rapidamente a dos jarras de anaerobiosis en una posicién
invertida y dentro de una incubadora a 37°C.
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g.

Incubacioén

La Porphyromona gingivalis por ser un cocobacilo anaerobio
fue incubado en dos jarras de anaerobiosis debido a la cantidad
de placas Petri empleadas, con un sobre Gaspak EZ Campy
Container System en el interior de cada una, y por un tiempo de
48 a 72 horas a 37°C.

Lectura

Transcurrido el tiempo necesario, se midieron todas las zonas
circundantes a cada disco de papel (halo de inhibicién). El
instrumento que se utilizé fue un calibrador digital y el registro

fue hecho en milimetros.

Y finalmente, se evaluaron los resultados mediante la escala de

Duraffourd:

» Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

» Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro
comprendido entre 8 a 14 mm.

» Medio (muy sensible = ++) para un diametro entre 14 a 20
mm.

= Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20

mm.
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CAPITULO VI
RESULTADOS

Realizados los ensayos en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud en la Universidad Privada de Tacna, se determin¢ el
efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum arvense (Cola
de caballo) sobre la Porphyromona gingivalis ATCC 33277,

obteniéndose los resultados siguientes:
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TABLA 1. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO PARA 15 pL DE EXTRACTO
ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.

Halos en mm

95% del intervalo

o de confianza para
) Desviacion Error ) . )
N Media la media Minimo Méaximo
estandar estandar

Limite Limite

inferior superior

EEEA al 25% 5 13,2140 ,62676 ,28030 12,4358 13,9922 12,45 13,90
EEEA al 50% 5 13,7220 ,16843 ,07533 13,5129 13,9311 13,49 13,92
EEEAal 75% 5 14.5740 .28606 12793 14.2188 14.9292 14.18 14.98
EEEA al 100% 5 15,2380 ,37279 ,16672 14,7751 15,7009 14,82 15,64
GC 0.12% 5 16,8460 ,45747 ,20459 16,2780 17,4140 16,21 17,37
Total 25 14,8388 1,43149 ,28630 14,2479 15,4297 12,45 17,37

EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA 1. DIAGRAMA DE “CAJA Y BIGOTE” DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 15 uL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.
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Interpretacion:

Se observa en la Tabla 1 los resultados de los estadisticos descriptivos
para el extracto etanodlico de E. arvense de 15 pL y una concentracion de
25%; corresponde a un minimo de 12,45mm, un maximo de 13,90 mm, con

un promedio de 13,2140 mm y una desviacion estandar de 0,62676 mm.

En el extracto etandlico de E. arvense de 15 puL y 50% de concentracion se
tiene un minimo de 13,49 mm, un maximo de 13,92 mm, con un promedio

de 13.7220 mm y una desviacion estandar de 0,16843 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 15 pL y una concentracion de
75%, presenta un minimo de 14,18 mm, un maximo de 14,98 mm, con un

promedio de 14,5740 mm y una desviacion estandar de 0,28606 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 15 pL y una concentracion del
100 % muestra un minimo de 14,82 mm, un maximo de 15,64 mm, con un

promedio de 15,2380 mm y una desviacion estandar de 0,37279 mm.

Para el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% presenta un minimo de 16,21
mm, un maximo de 17,37 mm, con un promedio de 16,8460 mm y una

desviacion estandar 0,45747 mm.

La Figura 1 muestra el diagrama de “caja y bigote” del extracto etandlico
de Equisetum arvense de 15 pL en diferentes concentraciones y el

Gluconato de Clorhexidina 0,12% con su respectiva distribucion de datos.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

En primer lugar, comprobaremos si los diametros de los halos de
crecimiento (mm) cumplen con el criterio de normalidad basandonos en la

prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk por medicién y grupo de

estudio.
TABLA 2. PRUEBAS DE NORMALIDAD

Antibacteriano Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos en mm  EEEA al 25% .198 5 ,200° .924 5 557
EEEA al 50% 212 5 ,200° .969 5 .871
EEEA al 75% 222 5 ,200° .960 5 811
EEEA al 100%  .227 5 ,200° .892 5 .369
GC 0.12% A74 5 ,200° .970 5 .878

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.
Hi: Los datos se distribuyen de manera distinta.
EECEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados que se muestran en la Tabla 2, corresponden a las pruebas
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; en la presente
investigacion el numero de datos es menor de 50 datos, por lo que las
pruebas de normalidad corresponden a Shapiro — Wilk. La Tabla 2 muestra
que los valores p 0 significancia son mayores a 0,05 y aceptamos Ho. Por

lo tanto, debe usarse una prueba Paramétrica.
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En segundo lugar, elegimos la prueba paramétrica de Analisis de varianza

(ANOVA) para demostrar la hipotesis del presente trabajo de investigacion.

TABLA 3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

Halos en mm

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 40.368 4 10.092 59.275  .000
Dentro de grupos 3.405 20 170
Total 43.773 24

Ho: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos) son
iguales.

Hi: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos)
son diferentes.

Fuente: Elaboracién propia

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias
entre los resultados del efecto antibacteriano para una cantidad de 15 pL
en diferentes concentraciones de E. arvense y Gluconato de Clorhexidina
0,12%. De acuerdo a la Tabla 3, se puede ver que el p - valor o significancia
es menor a 0,05 por lo tanto rechazamos la hip6tesis nula Ho y aceptamos
la hipotesis alterna Hi, existe diferencias de las mediciones del halo en

milimetros de crecimiento entre los grupos estudiados.

Adicionalmente, consideraremos una prueba POST HOC de Tukey, para

comparaciones multiples.
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TABLA 4. COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente:

HSD Tukey
() Antibacteriano Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
de medias estandar al 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
EEEA al 25% EEEA al 50%  -.50800 .26096 326 -1.2889 2729
EEEA al 75%  -1,36000° .26096 .000 -2.1409 -5791
EEEA al 100% -2,02400° .26096 .000 -2.8049 -1.2431
GC 0.12% -3,63200° .26096 .000 -4.4129 -2.8511
EEEA al 50% EEEA al 25% .50800 .26096 326 -.2729 1.2889
EEEA al 75%  -,85200" .26096 028 -1.6329 -.0711
EEEA al 100% -1,51600" .26096 .000 -2.2969 -.7351
GC 0.12% -3,12400° .26096 .000 -3.9049 -2.3431
EEEA al 75% EEEA al 25%  1,36000° .26096 .000 5791 2.1409
EEEA al 50% ,85200" .26096 028 .0711 1.6329
EEEA al 100% -.66400 .26096 120 -1.4449 1169
GC 0.12% -2,27200°  .26096 .000 -3.0529 -1.4911
EEEA al EEEA al 25%  2,02400° .26096 000 1.2431 2.8049
100% EEEA al 50%  1,51600° .26096 .000 .7351 2.2969
EEEA al 75%  .66400 .26096 120 -.1169 1.4449
GC 0.12% -1,60800" .26096 .000 -2.3889 -.8271
GC 0.12% EEEA al 25%  3,63200° .26096 .000 2.8511 4.4129
EEEA al 50%  3,12400° .26096 .000 2.3431 3.9049
EEEA al 75%  2,27200° .26096 .000 14911 3.0529
EEEA al 100% 1,60800° .26096 .000 .8271 2.3889

*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 2. INTERVALO DE CONFIANZA DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 15 uL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

52



Interpretacion:

En la Figura 2, se muestra la distribucion por efecto antibacteriano medido
por el diametro del halo inhibitorio en milimetros, donde se puede apreciar
los intervalos de confianza para 15 pL en las diferentes concentraciones
del extracto etanodlico del E. arvense en relacion al Gluconato de
Clorhexidina 0,12%; en consecuencia, se puede apreciar el efecto
antibacteriano del extracto etanodlico de la E. arvense no supera al halo
inhibitorio del Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

La Figura 2 muestra que segun Duraffourd, el extracto etandlico de la E.
arvense de 15 pL al 25% y al 50% presentan sensibilidad limite (+) mientras
que las concentraciones del extracto etandlico de la E. arvense de 15 L al
75%, 100% y el Gluconato de Clorhexidina 0,12% presenta inhibicién de

crecimiento antibacteriano muy sensible (++).
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TABLA 5. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO PARA 20 uL DE EXTRACTO
ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.

Halos en mm

Desviacion Error

95% del intervalo

de confianza para

N Media la media Minimo Méximo
estandar estandar

Limite Limite

inferior superior
EEEA al 25% 5 15.9740 .50387 22534 15.3484  16.5996 15.33 16.62
EEEA al 50% 5 15.7920 .73517 .32878 14.8792 16.7048 14.98 16.61
EEEA al 75% 5 16.1640 .41350 .18492 15.6506 16.6774 15.67 16.53
EEEA al 100% 5 16.9420 .26864 12014 16.6084 17.2756 16.54 17.21
GC 0.12% 5 17.5860 .38863 .17380 17.1035 18.0685 17.21 18.11
Total 25 16.4916 .81854 16371 16.1537 16.8295 14.98 18.11

EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA 3. DIAGRAMA DE “CAJA Y BIGOTE” DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 20 uL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.
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Interpretacion:

Se observa en la Tabla 5 los resultados de los estadisticos descriptivos
para el extracto etandlico de E. arvense de 20 pL al 25% de concentracion
corresponde a un minimo de 15,33 mm, un méaximo de 16,62 mm, con un

promedio de 15,9740 mm y una desviacion estandar de 0,50387 mm.

En el extracto etandlico de E. arvense de 20 pL al 50% de concentracion
se tiene un minimo de 14,98 mm, un maximo de 16,61 mm, con un

promedio de 15,7920 mm y una desviacion estandar de 0,73517 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 20 pL al 75% de concentracion
presenta un minimo de 15,67 mm, un maximo de 16,53 mm, con un

promedio de 16,1640 mm y una desviacion estandar de 0,41350 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 20 pL al 100% de concentracion
muestra un minimo de 16,54 mm, un maximo de 17,21 mm, con un

promedio de 16,9420 mm y una desviacion estandar de 0,26864 mm.

Para el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% presenta un minimo de 17,21
mm, un maximo de 18,11 mm, con un promedio de 17,5860 mm y una

desviacion estandar 0,38863 mm.

La Figura 3 muestra el diagrama de “caja y bigotes” del extracto etandlico
de Equisetum arvense de 20 pL en diferentes concentraciones y el

Gluconato de Clorhexidina 0,12% con su respectiva distribucion de datos.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

Comprobaremos si los diametros de los halos de crecimiento (mm) cumplen
con el criterio de normalidad basandonos en la prueba de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk por medicion y grupo de estudio.

TABLA 6. PRUEBAS DE NORMALIDAD

Antibacteriano Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos en mm  EEEA al 25% .205 5 ,200° .970 5 .876
EEEA al 50% 215 5 ,200°  .900 5 409
EEEA al 75% .265 5 ,200° .823 5 123
EEEA al 100%  .242 5 ,200° .928 5 .586
GC 0.12% 275 5 ,200° .890 5 .358

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.
Hi: Los datos se distribuyen de manera distinta.
EECS: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados que se muestran en la Tabla 6, corresponden a las pruebas
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; en la presente
investigacion el numero de datos es menor de 50 datos, por lo que las
pruebas de normalidad corresponden a Shapiro — Wilk. La Tabla 6 muestra
gue los valores p 6 significancia son mayores a 0,05 y aceptamos Ho.

Por lo tanto, elegimos la prueba paramétrica de Analisis de varianza

(ANOVA) para demostrar la hipotesis del presente trabajo de investigacion.
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TABLA 7. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

Halos en mm

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 11.326 4 2.832 11.912 .000
Dentro de grupos 4.754 20 .238
Total 16.080 24

Ho: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos)
son iguales.

Hi: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos)
son diferentes.

Fuente: Elaboracién propia

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias
entre los resultados del efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones de Equisetum arvense y Gluconato de clorhexidina. De
acuerdo a la Tabla 7, se puede ver que el p - valor o significancia es menor
a 0,05 por lo tanto existe diferencias de las mediciones del halo en

milimetros de crecimiento entre los grupos estudiados.

Adicionalmente, consideraremos una prueba POST HOC de Tukey para

comparaciones multiples.
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TABLA 8. COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente:

HSD Tukey
() Antibacteriano Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
de medias estandar al 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
EEEA al 25% EEEA al 50% .18200 .30835 975 -.7407 1.1047
EEEA al 75%  -.19000 .30835 971 -1.1127 7327
EEEA al 100% -,96800" .30835 .037 -1.8907 -.0453
GC 0.12% -1,61200° .30835 .000 -2.5347 -.6893
EEEA al 50% EEEA al 25%  -.18200 .30835 975  -1.1047 7407
EEEA al 75%  -.37200 .30835 748  -1.2947 5507
EEEA al 100% -1,15000" .30835 .010 -2.0727 -.2273
GC 0.12% -1,79400° .30835 .000 -2.7167 -.8713
EEEA al 75% EEEA al 25%  .19000 .30835 971  -.7327 1.1127
EEEA al 50% .37200 .30835 .748  -.5507 1.2947
EEEA al 100% -.77800 .30835 125 -1.7007 1447
GC 0.12% -1,42200° .30835 .001 -2.3447 -.4993
EEEA al EEEA al 25% ,96800° .30835 .037 .0453 1.8907
100% EEEA al 50%  1,15000° .30835 .010 .2273 2.0727
EEEA al 75%  .77800 .30835 125 -.1447 1.7007
GC 0.12% -.64400 .30835 263  -1.5667 2787
GC 0.12% EEEA al 25%  1,61200° .30835 .000 .6893 2.5347
EEEA al 50%  1,79400° .30835 .000 .8713 2.7167
EEEA al 75%  1,42200° .30835 .001  .4993 2.3447
EEEA al 100% .64400 .30835 263  -.2787 1.5667

*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 4. INTERVALO DE CONFIANZA DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 20 pL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.

GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

En la Figura 4, se muestra la distribucion por efecto antibacteriano medido
por el diametro del halo inhibitorio en milimetros, donde se puede apreciar
los intervalos de confianza para las diferentes concentraciones del extracto
etandlico de la Equisetum arvense en relacion al Gluconato de Clorhexidina
0,12%; en consecuencia, el efecto antibacteriano del extracto etandlico de

la Equisetum arvense no supera al halo inhibitorio del Gluconato de

Clorhexidina 0,12%.

La Figura 4, muestran que segun Duraffourd, el extracto etandlico de la
Equisetum arvense de 20 pL al 25%, 50%, 75% y 100% y el Gluconato de

Clorhexidina 0,12% presenta inhibicion de crecimiento antibacteriano muy

sensible (++).
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TABLA 9. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO PARA 25 pL DE EXTRACTO
ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.

Halos en mm

Desviacion Error

95% del intervalo

de confianza para

N Media la media Minimo Méximo
estandar estandar

Limite Limite

inferior superior
EEEA al 25% 5 16.9780 .16574 .07412 16.7722 17.1838 16.83 17.25
EEEA al 50% 5 17.3840 .43696 19541 16.8414 17.9266 16.90 18.06
EEEA al 75% 5 17.9120 .45953 .20551 17.3414  18.4826 17.31 18.42
EEEA al 100% 5 18.9840 .48490 .21685 18.3819 19.5861 18.54 19.71
GC 0.12% 5 17.2600 .20037 .08961 17.0112 17.5088 16.99 17.46
Total 25 17.7036 .80002 .16000 17.3734  18.0338 16.83 19.71

EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia.

61



FIGURA 5. DIAGRAMA DE “CAJA Y BIGOTE” DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 25 pL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.
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Interpretacion:

Se observa en la Tabla 9 los resultados de los estadisticos descriptivos
para el extracto etandlico de E. arvense de 25 uL al 25% de concentracion
corresponde a un minimo de 16,83 mm, un maximo de 17,25 mm, con un

promedio de 16,9780 mm y una desviacion estandar de 0,16574 mm.

En el extracto etandlico de E. arvense de 25 pL al 50% de concentracion
se tiene un minimo de 16,90 mm, un maximo de 18,06 mm, con un

promedio de 17,3840 mm y una desviacion estandar de 0,43696 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 25 pL al 75% de concentracion
presenta un minimo de 17,31 mm, un maximo de 18,42 mm, con un

promedio de 17,9120 mm y una desviacion estandar de 0,45953 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 25 L al 100% de concentracion
muestra un minimo de 18,54 mm, un maximo de 19,71 mm, con un

promedio de 18,9840 mm y una desviacion estandar de 0,48490 mm.

Para el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% presenta un minimo de 16,99
mm, un maximo de 17,46 mm, con un promedio de 17,2600 mm y una

desviacién estandar 0,20037 mm.
La Figura 5 muestra el diagrama de “caja y bigote” del extracto etandlico

de Equisetum arvense de 25 L en diferentes concentraciones y Gluconato

de Clorhexidina 0,12% con su respectiva distribucién de datos.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

Probaremos si los didmetros de los halos de crecimiento (mm) cumplen con
el criterio de normalidad basandonos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov

y Shapiro-Wilk por medicion y grupo de estudio.

TABLA 10. PRUEBAS DE NORMALIDAD

Antibacteriano Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos en mm  EEEA al 25% 237 5 ,200° .878 5 .298
EEEA al 50% .238 5 ,200° 937 5 .643
EEEA al 75% 213 5 ,200° .937 5 .647
EEEA al 100%  .209 5 ,200°  .909 5 464
GC 0.12% 199 5 ,200° 922 5 542

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.
Hai: Los datos se distribuyen de manera distinta.
EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados que se muestran en la Tabla 10 corresponden a las pruebas
de normalidad; el numero de datos es menor de 50, por lo que las pruebas
de normalidad corresponden a Shapiro — Wilk. La Tabla 10 muestra que
los valores p 6 significancia son mayores a 0,05 y aceptamos Ho. Por lo

tanto, debe usarse la prueba paramétrica de Andlisis de varianza (ANOVA).
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TABLA 11. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

Halos en mm

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 12.541 4 3.135 22.241  .000
Dentro de grupos 2.819 20 141
Total 15.361 24

Ho: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos)
son iguales.

Hi: Los valores medios del efecto antibacteriano (diametro de halos)
son diferentes.

Fuente: Elaboracién propia

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias
entre los resultados del efecto antibacteriano de 25 pL en diferentes
concentraciones de Equisetum arvense y Gluconato de Clorhexidina
0,12%. De acuerdo a la Tabla 11, se puede ver que el p - valor o
significancia es menor a 0,05 por lo tanto existe diferencias de las
mediciones del halo en milimetros de crecimiento entre los grupos

estudiados.

Adicionalmente, consideraremos una prueba POST HOC de Tukey para

comparaciones multiples.
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TABLA 12. COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente:

HSD Tukey
() Antibacteriano Diferencia Error Sig. Intervalo de
de medias estandar confianza al 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
EEEA al 25% EEEA al 50%  -.40600 23746 451  -1.1166 .3046
EEEA al 75%  -,93400" 23746 .007 -1.6446 -.2234
EEEA al 100% -2,00600" .23746 .000 -2.7166 -1.2954
GC 0.12% -.28200 23746 758  -.9926 4286
EEEA al 50% EEEA al 25% .40600 23746 451  -.3046 1.1166
EEEA al 75%  -.52800 23746 212 -1.2386 .1826
EEEA al 100% -1,60000" .23746 .000 -2.3106 -.8894
GC 0.12% .12400 23746 984  -.5866 .8346
EEEA al 75% EEEA al 25%  ,93400" 23746 007 .2234 1.6446
EEEA al 50% .52800 23746 212 -.1826 1.2386
EEEA al 100% -1,07200" .23746 002 -1.7826 -.3614
GC 0.12% .65200 23746 .082 -.0586 1.3626
EEEA al EEEA al 25%  2,00600° 23746 .000 1.2954 2.7166
100% EEEA al 50%  1,60000° 23746 .000 .8894 2.3106
EEEA al 75%  1,07200° 23746 .002 .3614 1.7826
GC 0.12% 1,72400° 23746 .000 1.0134 2.4346
GC 0.12% EEEA al 25%  .28200 23746 .758  -.4286 .9926
EEEA al 50%  -.12400 23746 984  -.8346 .5866
EEEA al 75%  -.65200 23746 .082 -1.3626 .0586
EEEA al 100% -1,72400" .23746 .000 -2.4346 -1.0134

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 6. INTERVALO DE CONFIANZA DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 25 uL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

En la Figura 6, se muestra la distribucion por efecto antibacteriano medido
por el diametro del halo inhibitorio en milimetros, donde se puede apreciar
los intervalos de confianza para 25 pL en diferentes concentraciones del
extracto etandlico de la E. arvense en relacion al Gluconato de Clorhexidina
0,12%; en consecuencia, el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
la E. arvense para 25 pL en concentraciones de 50%, 75% y 100% supera

al halo inhibitorio del Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

La Figura 6, demuestra que segun Duraffourd, el extracto etandlico de la
E. arvense de 25 pL al 25%, 50%, 75%, 100% y el Gluconato de

Clorhexidina 0,12% presenta inhibicion de crecimiento antibacteriano muy

sensible (++).
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TABLA 13. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO PARA 30 uL DE EXTRACTO
ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.

Halos en mm

Desviacion Error

95% del intervalo

de confianza para

N Media la media Minimo Méximo
estandar estandar

Limite Limite

inferior superior
EEEA al 25% 5 18.2500 .55195 .24684 17.5647 18.9353 17.59 18.92
EEEA al 50% 5 18.0320 .15849 .07088 17.8352 18.2288 17.81 18.21
EEEA al 75% 5 18.3820 .44110 19727 17.8343 18.9297 17.91 18.81
EEEA al 100% 5 19.0700 .65131 29127 18.2613 19.8787 1841 19.83
GC 0.12% 5 17.9140 .54743 24482 17.2343 18.5937 17.43 18.83
Total 25 18.3296 .61528 12306 18.0756 18.5836 17.43 19.83

EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA 7. DIAGRAMA DE “CAJA Y BIGOTE” DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 30 uL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.
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Interpretacion:

Se observa en la Tabla 13 los resultados de los estadisticos descriptivos
para el extracto etandlico de E. arvense de 30 pL al 25% de concentracion
corresponde a un minimo de 17,59 mm, un méaximo de 18,92 mm, con un

promedio de 18,2500 mm y una desviacion estandar de 0,55195 mm.

En el extracto etandlico de E. arvense de 30 pL al 50% de concentracion
se tiene un minimo de 17,81 mm, un maximo de 18,21 mm, con un

promedio de 18,0320 mm y una desviacion estandar de 0,15849 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 30 pL al 75% de concentracion
presenta un minimo de 17,91 mm, un méximo de 18,81 mm, con un

promedio de 18,3820 mm y una desviacion estandar de 0,44110 mm.

Para el extracto etandlico de E. arvense de 30 pL al 100% de concentracion
muestra un minimo de 18,41 mm, un maximo de 19,83 mm, con un

promedio de 19,0700 mm y una desviacion estandar de 0,65131mm.

Para el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% presenta un minimo de 17,43
mm, un maximo de 18,83 mm, con un promedio de 17,9140 mm y una

desviacion estandar 0,54743 mm.

La Figura 7 muestra el diagrama de “caja y bigote” del extracto etandlico
de Equisetum arvense de 30 L en diferentes concentraciones y Gluconato

de Clorhexidina 0,12% con su respectiva distribucién de datos.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

Demostraremos si los diametros de los halos de crecimiento (mm) cumplen

con el criterio de normalidad basandonos en la prueba de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk por medicion y grupo de estudio.

TABLA 14. PRUEBAS DE NORMALIDAD

Antibacteriano Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos en mm  EEEA al 25% .187 5 ,200° .956 5 .782
EEEA al 50% 195 5 ,200° .967 5 .856
EEEA al 75% 247 5 ,200° .829 5 137
EEEA al 100%  .310 5 132 .835 5 .150
GC 0.12% .303 5 150 .855 5 .212

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.

Hi: Los datos se distribuyen de manera distinta.

EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.

GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados que se muestran en la Tabla 14, corresponden a las
pruebas de normalidad de Shapiro — Wilk. La Tabla 14 muestra que los

valores p 0 significancia son mayores a 0,05 y aceptamos Ho. Por lo tanto,

elegimos la prueba paramétrica de Analisis de varianza (ANOVA).
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TABLA 15. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

Halos en mm

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 4.093 4 1.023 4.099 .014
Dentro de grupos 4.993 20 .250
Total 9.086 24

Ho: Los valores medios del efecto antibacteriano (didmetro de halos) son
iguales.

Hi: Los valores medios del efecto antibacteriano (didmetro de halos) son
diferentes.

Fuente: Elaboracién propia

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias
entre los resultados del efecto antibacteriano de 30 pL en diferentes
concentraciones de E. arvense y Gluconato de Clorhexidina 0,12%. De
acuerdo a la Tabla 15, se puede ver que el p - valor o significancia es menor
a 0,05 por lo tanto existe diferencias de las mediciones del halo en

milimetros de crecimiento entre los grupos estudiados.

Por lo tanto, rechazamos la Ho llegando a una decisién de que se acepta la
hipotesis alterna Ha.

Adicionalmente, consideraremos una prueba POST HOC de Tukey para

comparaciones multiples.
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TABLA 16. COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente:

HSD Tukey
() Antibacteriano Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
de medias estandar al 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
EEEA al 25% EEEA al 50% .21800 .31600 956 -.7276 1.1636
EEEA al 75%  -.13200 .31600 993  -1.0776 .8136
EEEA al 100% -.82000 .31600 109 -1.7656 1256
GC 0.12% .33600 .31600 823 -.6096 1.2816
EEEA al 50% EEEA al 25% -.21800 .31600 956 -1.1636 7276
EEEA al 75%  -.35000 .31600 .801 -1.2956 5956
EEEA al 100% -1,03800° .31600 027 -1.9836 -.0924
GC 0.12% .11800 .31600 996  -.8276 1.0636
EEEA al 75% EEEA al 25% .13200 .31600 993 -.8136 1.0776
EEEA al 50%  .35000 .31600 801 -.5956 1.2956
EEEA al 100% -.68800 .31600 228  -1.6336 2576
GC 0.12% 46800 .31600 586 -.4776 1.4136
EEEA al EEEA al 25%  .82000 .31600 109 -.1256 1.7656
100% EEEA al 50%  1,03800° .31600 027  .0924 1.9836
EEEA al 75%  .68800 .31600 228  -.2576 1.6336
GC 0.12% 1,15600° .31600 012 2104 2.1016
GC 0.12% EEEA al 25%  -.33600 .31600 .823  -1.2816 .6096
EEEA al 50% -.11800 .31600 996 -1.0636 .8276
EEEA al 75%  -.46800 .31600 586 -1.4136 A776
EEEA al 100% -1,15600" .31600 012 -2.1016 -.2104

*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 8. INTERVALO DE CONFIANZA DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO PARA 30 pL DE EXTRACTO ETANOLICO AL 25%,
50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.
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EEEA: Extracto etandlico de Equisetum arvense.
GC: Gluconato de Clorhexidina 0,12%.

En la Figura 8, se muestra la distribucion por efecto antibacteriano medido
por el didmetro del halo inhibitorio en mm, donde se puede apreciar los
intervalos de confianza para 30 pL en las diferentes concentraciones del
extracto etandlico de la E. arvense en relacion al Gluconato de Clorhexidina
0,12%; en consecuencia, la media del efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la E. arvense supera a la media del halo inhibitorio del

Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.
La Figura 8, muestran que segun Duraffourd, el extracto etandlico de la E.

arvense al 25%, 50%, 75%, 100% y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%

presenta inhibicion de crecimiento antibacteriano muy sensible (++).
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FIGURA 9. INTERVALOS DE CONFIANZA DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO A DIFERENTES
CANTIDADES Y CONCENTRACIONES.
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Es razonable pensar que, a mayores cantidades de una sustancia
antibacteriana, el resultado deberia ser directamente proporcional a su
efecto antibacteriano, en la figura 9, se puede apreciar esta
proporcionalidad directa entre la cantidad del extracto etandlico de E.
arvense y su efecto antibacteriano, es decir, a mayores cantidades del
extracto etandlico de E. arvense mejor su efectividad antibacteriana. De la
misma manera sucede con las concentraciones del extracto etandlico de E.
arvense (25%, 50%, 75% y 100%), es decir a mayor

volumen/concentracién, mayor efectividad antibacteriana.
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DISCUSION

Gracias a que nuestro pais es rico en biodiversidad animal y vegetal; es
gue contamos con la medicina tradicional/alternativa/complementaria que
se basa en la utilizacion de plantas “fitoterapia”; muchas de ellas han
demostrado tener efecto analgésico, antiinflamatorio, antibiotico, etc.
incluso mucho antes de que fueran estudiadas y analizadas
cientificamente. En la actualidad todavia las personas utilizan las plantas
de su zona para tratar enfermedades, ya que algunos viven en zonas
alejadas de dificil acceso a un centro de salud o tienen limitaciones
econOmicas. El Equisetum arvense (Cola de caballo) que crece en zonas
hamedas y fangosas tiene una accién diurética, es decir actia a nivel renal,
sin embargo, también efectos como antioxidante, anticancerigeno,

anticoagulante, etc.

Por otro lado, se encuentra la Porphyromona gingivalis que es una de las
principales causantes de la gingivitis y periodontitis. En el Peru, la todavia
conocida “enfermedad periodontal” es la segunda patologia con mayor
prevalencia, la primera es la caries, dentro del sector de salud bucal. Desde
muy temprana edad algunos nifios y jovenes presentan signos, pero no
sintomas, y sin visitas periédicas al odontélogo, esta enfermedad se torna

cronica y con efectos irreversibles a nivel periodontal e incluso dental.

En la dltima década, Medina (26), Calsin (27), Caceres (28) entre otros han
estudiado las propiedades antimicrobianas del E. Arvense y su efecto a
nivel renal y pocos para la salud bucal. En tal sentido, siguiendo la linea
cientifica es que se ha estudiado frente a la P. gingivalis ATCC 33277; por
lo cual, este estudio tuvo como objetivo comprobar in vitro la existencia de
las propiedades antibacterianas del extracto acuoso y etandlico de
Equisetum Arvense “la cola de caballo” frente a Porphyromona gingivalis
ATCC 33277 utilizando el método de difusion en agar; con la finalidad de

tener mayor conocimiento de sus propiedades y continuar o crear una linea
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de investigacion enmarcada en la creacién de un producto como agente

antibacteriano.

En este contexto, se han desarrollado varios estudios: Medina (26), que
trabajo con cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans, bacterias y hongo uropatégenos, encontr6 que su extracto
hidroalcohdlico de Equisetum gigateum L. mostr6 mayor efecto
antibacteriano frente a bacterias gram positivas y hongos como es el caso
de Staphylococcus aureus y Candida albicans, mientras que frente a las
bacterias gram negativas como Escherichia coli, mostraron menos efecto
antimicrobiano, pero se necesita mayor concentracion. La Porphyromona
gingivalis es una bacteria gram negativa, pero en este caso el extracto

etandlico si presento actividad antibacteriana a partir del 25 pL al 100%.

En el estudio de Calsin (27); se utilizd tallos en un buen estado, sin
bacterias y hongos de Equisetum arvense para preparar los extractos
acuoso y etanolico de Equisetum arvense; con el extracto terminado se
evaluaron las propiedades antibacterianas para la cual existen varios
métodos; sin embargo, el mas utilizado en los estudios in vitro es el de
difusién en agar, debido a que sus resultados son altamente reproducibles
y se puede realizar a través de discos. Es por ello que se utilizé dicho

método en el presente estudio.

Las investigaciones realizadas a esta planta utilizaron en su gran mayoria
la técnica de difusion en agar con discos, como es el caso de Caceres (28),
quien observo que el extracto de “cola de caballo” al 50%, y 100% tuvieron
un promedio de inhibicion que fue de 9.93 mm y 12.23 mm
respectivamente, concluyendo que a mayor concentracién se evidencia
mayor efecto antibacteriano. Asi mismo Huarino (119) Montenegro (120)
evaluaron el extracto alcohdlico de C. spinosa (Tara) sobre flora salival
mixta y Porphyromonas gingivalis respectivamente, para lo cual ambos
utilizaron el método de difusidbn con discos en concentraciones desde

6,5mg/ml hasta 75 mg/ml obteniendo para la primera investigacion halos
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de inhibicién de 12mm hasta 17,6mm, mientras que el segundo encontré
halos de 7mm hasta 12.5mm. A pesar de que estos dos autores hicieron
investigaciones similares; es decir, utilizaron la misma concentracion,
solvente y método, pero con especies de bacterias diferentes; sus estudios
llegaron a distintas conclusiones; mientras que el primero reporta que, a
mayor halo, mayor concentracion; el segundo menciona que no hay
diferencia significativa entre los halos de inhibicion y las concentraciones
estudiadas. De acuerdo a lo reportado en este estudio y en la mayoria de
investigaciones revisadas, se coincide con Huarino (119) que; a mayor
concentracion del extracto mayores halos de inhibicion, asi mismo los halos
de inhibicién que se hallaron para S. mutans fue 21.6 mm y 20.73 mm para
S. sanguis, este efecto antibacteriano fue superior a los halos de inhibicién

formados por el control positivo (0.12% Clorhexidina).

Esta investigacion confirma la alta actividad antibacteriana del Equisetum
Arvense (cola de caballo) sobre Porphyromona gingivalis, ademas sefiala
la concentracién 6ptima que se puede utilizar. Lo encontrado, abre diversas
posibilidades de investigaciones futuras; en las cuales, se puedan evaluar
el efecto de esta planta en diferentes tiempos para ver la estabilidad del
mismo, ademas observar qué tipo de efecto antibacteriano tiene sobre
estas bacterias puesto que es de suma importancia no dafar biofilm, que
como sabemos tiene un efecto protector sobre el huésped; para asi
continuar con estudios que permitan conducir a la innovaciéon con el
desarrollo de un nuevo producto como agente antibacteriano, con mejores
efectos, menor costo gracias a la ventaja productiva de esta planta en

nuestro pais y con la seguridad de no causar dafio a la salud de poblacion.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de E. Arvense si presenta efecto antibacteriano
sobre la P. gingivalis. Segun la escala de Duraffourd el extracto es
muy sensible (++) desde un volumen de 15 pL al 100% con un halo
de inhibicion de 15,238 mm hasta 30 puL al 100% con un halo de
inhibicion de 19,070 mm. Observandose una relacion directamente
proporcional entre el volumen/concentracion y el efecto

antibacteriano.

El extracto etandlico de 15 pL de E. arvense al 25%, 50%, 75%
presenta leve efecto antibacteriano sobre la P. gingivalis, sin
embargo, al 100% el efecto aumenta considerablemente. Segun la
escala de Duraffourd el extracto al 25% y 50% presenta sensibilidad
limite (+) con halos inhibitorios de 13,214 mm y 13,722 mm
respectivamente, mientras que al 75% y 100% es muy sensible (++)

con un halo inhibitorio de 15,238 mm.

El extracto etandlico de 20 puL de E. arvense al 25%, 50%, 75% vy
100% presenta efecto antibacteriano sobre la P. gingivalis. Segun la
escala de Duraffourd el extracto es muy sensible (++) en sus cuatro
concentraciones, cuyos halos de inhibicion son de 15,974 mm,

15,792 mm, 16,164 mm y 16,942 mm respectivamente.

El extracto etandlico de 25 L de E. arvense al 25%, 50%, 75% vy
100% presenta efecto antibacteriano sobre la P. gingivalis. Segun la
escala de Duraffourd el extracto es muy sensible (++) en sus cuatro
concentraciones, cuyos halos de inhibicion son de 16,978 mm,
17,384 mm, 17,912 mm y 18,984 mm respectivamente.
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El extracto etandlico de 30 pL de E. arvense al 25%, 50%, 75% y
100% presenta afecto antibacteriano sobre la P. gingivalis. Segun la
escala de Duraffourd el extracto es muy sensible (++) en sus cuatro
concentraciones, cuyos halos de inhibicion son de 18,250 mm,
18,032 mm, 18,382 mm y 19,070 mm respectivamente.

Comparando el efecto antibacteriano sobre la P. gingivalis entre el
extracto etanodlico de E. arvense (Cola de caballo) con el Gluconato
de Clorhexidina 0,12% el resultado fue que, el extracto etandlico
desde 25 uL al 50% hasta 30 pL al 100% tuvieron mayor efecto
antibacteriano que el Gluconato de Clorhexidina 0,12%, donde los
halos de inhibicidn de los extractos fueron de 17,364 mm y 19,070
mm respectivamente, superando de esa manera al Gold estandar

gue obtuvo 17,26 mm.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda formular productos odontolégicos como (pastas,
colutorios, gel, etc.) incluyendo al Equisetum arvense (Cola de

caballo) como uno de sus componentes.

2. Continuar con la linea de investigacion realizando estudios in vitro
del Equisetum arvense (Cola de caballo) u otras especies botanicas
para comprobar su efectividad antibacteriana en patégenos de la

cavidad oral.

3. Realizar més estudios in vitro empleando otras cepas bacterianas o
biofilms multi-especies para asi ampliar el espectro farmacologico de

una determinada planta.
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ANEXO 01. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ANEXOS

PATOGENO:
Porphyromona
gingivalis ATCC
33277

EXTRACTO ETANOLICO - E. Arvense

CONTROL
POSITIVO

VOLUMEN

CONCENTRACION

25%

50%

75%

100%

G.C.0,12%

PLACA 01

PLACA 02

PLACA 03

PLACA 04

PLACA 05

15 pL

PLACA 01

PLACA 02

PLACA 03

PLACA 04

PLACA 05

20 pL

PLACA 01

PLACA 02

PLACA 03

PLACA 04

PLACA 05

25 L

PLACA 01

PLACA 02

PLACA 03

PLACA 04

PLACA 05

30 pL
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ANEXO 02. RESULTADOS DE RECOLECCION DE DATOS

PATOGENO: EXTRACTO ETANOLICO - E. Arvense CONTROL
Porphyromona POSITIVO
gingivalis ATCC CONCENTRACION

VOLUMEN G.C. 0,12%

33277 25% | 50% | 75% | 100%

PLACA 01 13,69 | 13,92 | 14,18 | 14,82 16,81
PLACA 02 13,90 | 13,62 | 14,57 | 15,64 16,21
PLACA 03 15 pL 12,45 | 13,49 | 14,63 | 14,93 17,19
PLACA 04 12,69 | 13,81 | 14,98 | 15,21 16,55
PLACA 05 13,34 | 13,77 | 14,51 | 15,59 17,37
PLACA 01 16,62 | 15,16 | 15,77 | 16,54 17,88
PLACA 02 15,33 | 14,98 | 15,67 | 17,04 18,11
PLACA 03 20 L 15,76 | 15,76 | 16,51 | 17,21 17,32
PLACA 04 15,84 | 16,61 | 16,34 | 16,81 17,41
PLACA 05 16,32 | 16,45 | 16,53 | 17,11 17,21
PLACA 01 16,88 | 16,90 | 17,82 | 19,17 16,99
PLACA 02 17,25 | 18,06 | 18,32 | 19,71 17,42
PLACA 03 25 uL 16,83 | 17,52 | 17,69 | 18,56 17,12
PLACA 04 17,01 | 17,23 | 18,42 | 18,54 17,46
PLACA 05 16,92 | 17,21 | 17,31 | 18,94 17,31
PLACA 01 18,92 | 18,13 | 18,78 | 19,83 17,57
PLACA 02 17,59 | 17,94 | 18,48 | 19,71 18,83
PLACA 03 30 uL 17,81 | 18,21 | 17,93 | 18,69 17,91
PLACA 04 18,31 | 18,07 | 17,91 | 18,41 17,83
PLACA 05 18,62 | 17,81 | 18,81 | 18,71 17,43
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ANEXO 03. RESULTADOS DE ANALISIS TAXONOMICO

A s @- SOLICITO: TAXONOMIA DE ESPECIE
o BOTANICA

SENOR
DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

Yo, ERIKA BLANCA CHOQUE
QUISPE, identificada con DNI N° 73009694
con domicilio calle Belisario Suarez Mz. Q
Lt. 9 #940 del distrito de Alto de la Alianza.
Ante Ud. respetuosamente me presento y

expongo:

Que estando cursando el 5° afio de la carrera
profesional d¢ ODONTOLOGIA en la Universidad Privada de Tacna, solicito a Ud. un estudio
taxonémico sobre la “Cola de Caballo” para ejecutar trabajo de investigacion “EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO DE EQUISETUM ARVENSE (COLA
DE CABALLO) SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277 - ESTUDIO
IN VITRO TACNA 2019”.

POR LO EXPUESTO:

Ruego a Usted acceder a mi solicitud.

Tacna, 11 de Octubre del 2019

ERIKA CHOQUE QUISPE
DNIN 694
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NIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANMN
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
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Tacna,18 de octubre del 2019
Registro N°
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Sefior:
MSc. MAGNO ROBLES TELLO

Decano de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
Presente.-
De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para manifestarle con relacién a la solicitud de la Srta.
Erika Blanca Choque Quispe sobre un estudio taxonémico de Cola de Caballo para ejecutar
el trabajo de investigacion “EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Equisetum arvense “Cola de caballo” SOBRE LA Porphyromona gingivalis ATCC 33277- EN
UN ESTUDIO IN VITRO, TACNA 2019”.

Debo sefialar, que acompafia al presente, la identificacién , ubicacién taxonémica y
descripcion de la especie sefialada.

Sin més que informar al respecto, le saludo cordialmente.

Atentamente,

;»/
T

Dra)Rosari iuda de Chéavez

Profesora Principal Facultad de Ciencias Agropecuarias
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Ubicacién taxondémica de la especie

Reino : Plantae
Divisién Sphenophyta
Clase : Equisetopsida
Orden : Equisetales
Familia : Equisetaceae
Género : Equisetum
Especie : Equisetum arvense L.

Nombre comtn : Cola de caballo

Descripcién botdnica de la especie

Planta herbacea con rizoma rastrero. Tallos dimorfos : Los tallos fértiles suculentos, no se ramifican,
de color marrén rojizo o amarillo de 10-25 cm de altura, con hojas marrones. En el extremo se
localizan los esporangios, en cuyo interior se encuentran las esporas.

Los tallos estériles de 10 -50 cm. de altura, de color verde, huecos, ramificados. En cada nudo se
desarrolla una funda membranosa dentada de donde nacen ramas inclinadas o erguidas. Con la
superficie rugosa por la presencia de silice.
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ANEXO 04. GALERIA FOTOGRAFICA

Figura 01. Equisetum arvense o “Cola de caballo”

Figura 02. Recoleccion de la muestra (llabaya)
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Figura 03. Tamizado y secado del Equisetum arvense (Cola de
caballo)

Figura 04. Filtrado del extracto etandlico en papel Whatmann N° 4.
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Figura 05. Centrifugado del extracto para separar el sedimento.

Figura 06. Secado de la primera mezcla con alcohol 70°.
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Figura 07. Vortex para homogeneizar mejor los extractos.

Figura 08. Obtencion de extracto etandlico 25%, 50%, 75% y 100%
y Gluconato de Clorhexidina 0,12%
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Figura 10. Inoculaciéon bacteriana de la P. gingivalis ATCC 33277.
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Figura 11. Vista microscopica del crecimiento bacteriano de la
Porphyromona gingivalis ATCC 33277
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Figura 12. Tryptic Soy Agar (Agar) y Tryptic Soy Broth (Clado)
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Figura 13. Preparacion del caldo Tryptic Soy Broth para activar la
bacteria.
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Figura 14. Halo representativo de la sensibilidad de la
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 frente al extracto etandlico de
Equisetum arvense y medicion digital de los halos
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