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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad de alta prevalencia a nivel mundial y en
nuestro medio alcanza a un 85% de la poblacion. Es una enfermedad de
etiologia multifactorial, siendo el factor etiolégico primario el agente microbiano.
Uno de estos agentes mas importantes es Porphyromonas gingivalis, especie
bacteriana anaerobica estricta, Gram negativo. A su vez, el uso de antibiéticos
sistémicos esta indicado s6lo en ciertos tipos de periodontitis, y no siempre el
tratamiento es exitoso. Hoy en dia, tanto en medicina general como
odontologica, se esta investigando nuevas alternativas de tratamientos
antibacterianos, dado el continuo aumento de la resistencia bacteriana a los
antibidticos convencionales y por las reacciones adversas que estos producen

en algunos pacientes.

El estudio investigo la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto de la hoja
de coca (Erythroxylum coca), sobre la cepa ATCC Porphyromonas gingivalis,
mediante el test de difusién en Agar y la prueba de dilucion en medio liquido.
Los resultados del primer estudio indicaron que el extracto de Erythroxylum
coca tiene sensibilidad nula (-) para la mayor parte de las concentraciones
evaluadas, y sensibilidad limite (sensibilidad : +) para la maxima concentracion
del extracto (100 %) sobre el crecimiento, in vitro, de la bacteria
Porphyromonas gingivalis. Los resultados del segundo estudio determinaron
una concentracion minima del extracto, capaz de inhibir el crecimiento de dicha
bacteria. Este valor fue 6.25 %, el cual representa la concentracion minima

inhibitoria (CMI).



SUMMARY

Periodontitis is a highly prevalent disease worldwide, in our country reaches
85% of the population. It is a multifactorial disease, being the primary etiologic
factor, the microbial agent. One of the most important agents is Porphyromonas
gingivalis, a strict anaerobic bacterial species, Gram negative. In turn, the use
of systemic antibiotics is indicated only in certain types of periodontitis and the
treatment is not always successful. Nowadays, both general medicine and
dentistry, are investigating new antibacterial treatment alternatives, given the
increase in bacterial resistance to conventional antibiotics and the adverse
reactions that occur in some patients.

The study investigated the antibacterial activity in vitro, of the extract of the coca
leaves (Erythroxylum coca), on the Porphyromonas gingivalis strain ATCC,
using the agar diffusion test and dilution test in liquid medium. The results of the
first study indicated that the extract of Erythroxylum coca has zero sensitivity (-)
for most of the tested concentrations, and sensitivity limit (sensitivity: +) for the
maximum concentration of the extract (100%) on growth in vitro, of the
bacterium Porphyromonas gingivalis. The results of the second study
determined a minimum concentration of the extract able to inhibit the growth of
said bacteria. This value was 6.25%, which represents the minimum inhibitory

concentration (MIC).
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. INTRODUCCION

La caries dental y la enfermedad periodontal son las patologias orales con
mayor prevalencia en la poblacion a nivel mundial. En nuestro medio, la
enfermedad periodontal alcanza a un 85 % de la poblacion. Es una
patologia de origen multifactorial, causada por un sobre crecimiento de
bacterias periodonto patdgenas en la placa subgingival, seguida de una
respuesta inmuno inflamatoria en un huésped susceptible. Esta
enfermedad no tratada o tratada inadecuadamente, es la principal causa
de pérdida de piezas dentarias en el adulto.

La prevencion y terapia para esta enfermedad, se enfoca directamente
hacia la reduccién de la placa bacteriana y el uso de antibidticos
sistémicos soélo indicados en cierto tipo de periodontitis. En los ultimos
tiempos se ha revalorado los efectos beneficiosos de las plantas,
utilizandolas en la composicion de diversos productos destinados al
control de placa bacteriana, como cremas dentales y colutorios.

La hoja de coca (Erythroxylum coca) utilizada desde nuestros
antepasados hasta la actualidad, tiene propiedades terapéuticas
(antibacteriana, antiinflamatoria, anestésica y coagulante) sustentadas en
diversos estudios cientificos. Las investigaciones realizadas en el area
odontoldgica, demuestran que el extracto de hoja de coca tiene actividad
antibacteriana in vitro frente a bacterias presentes en la cavidad oral.

En la enfermedad periodontal, existen bacterias periodonto patdgenas,
siendo las mas representativas Porphyromonas, Bacteroides, Prevotella,

Actinomices, Aggregatibacter etc., y los estudios demuestran que
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Porphyromonas gingivalis es la bacteria representativa de mayor
prevalencia en la periodontitis crénica, motivo por el cual sera objeto de
estudio en esta investigacion.

Se realiza entonces el presente estudio in vitro, mediante un Test de
difusion en Agar y la prueba de dilucion en medio liquido, con la intencion
de conocer la actividad antibacteriana del extracto de hoja de coca, sobre

Porphyromonas gingivalis.
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II. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

GOICOCHEA A. (1954). “Estudio de la cavidad bucal en sujetos
habituados a la masticacion de la hoja de coca en la Hacienda de
Collambay-Trujillo”; efectué un estudio en 30 sujetos masticadores de
hoja de coca, en el cual observdo que el numero de piezas dentarias
ausentes y el porcentaje de caries eran relativamente bajos, mas el grado
de abrasion dentaria fue alto en dicho grupo, ambos en comparacioén con

el grupo control.”

CORONEL M. (1988). “Estudio comparativo de la prevalencia de
caries, enfermedad periodontal y abrasién entre un grupo de sujetos con
el habito de masticacion de hojas de coca y un grupo control en la
Comunidad de Apaycauchilla, provincia de Tarma”; realiz6 este estudio en
30 personas con edades comprendidas entre 30 y 50 afios con el habito
de masticacion de la hoja de coca (mayor a 10 afios) y un grupo control
con el mismo numero; sin el habito de masticacién de la hoja de coca.
Sus resultados revelan un incremento de la abrasion dentaria vy
enfermedad periodontal; pero un indice CPOD disminuido en el grupo
problema, en comparacion al grupo control. Coronel concluye que el bajo
indice de caries se debe a la abrasion dentaria marcada o a la accion
neutralizadora de las sustancias salinas sobre los acidos producidos por

las bacterias para la formacion de lesiones cariosas.?
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AGUILAR E. y ENCARNACION J. (1995). “Comportamiento in vitro
de Erythroxylum coca- Erythroxylum novogranatense, mate de coca,
sobre Mycobacterium tuberculosis y otras especies de Mycobacterium”;
observaron el comportamiento in vitro de algunas especies del género
Mycobacterium: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium gordonae, Mycobacterium bovis, Mycobacterium kansassi
frente a Erythroxylum coca “mate de coca”, observandose cambios
microscopicos, también presentaron disminucion en la captacién del
colorante ziehl-Nielsen, debido a una posible alteracion de Ila
configuracion glucolipidica y otros componentes de la pared celular,
condicionandose la disminucion de la resistencia de las cepas

nombradas.®

CAM O. y VILLANUEVA P. (1996). “Accion inhibitoria in vitro del
extracto acuoso y extracto metandlico de la hoja Erythroxylum
novogranatense (Morris) var. Truxillense (Rusby) frente a bacterias gram
negativos y gram positivos”; realizaron un estudio para determinar la
accion inhibitoria de los extractos acuoso y metandlico de la hoja
Erythroxylum novogranatense var. Truxillense, frente a cepas de bacterias
gram negativos, gram positivos y levaduras aislados de casos clinicos.
Para ello us6 concentraciones de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450 y 500 ug. Sus resultados indican una disminucion del crecimiento de
las 25 cepas bacterianas en estudio, dicha disminucién del crecimiento es
proporcional a la concentracion del extracto utilizado; es decir que se

observd una disminucion del crecimiento bacteriano conforme se iba
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incrementando la concentracién del extracto. Concluye finalmente, que los
extractos acuoso y metandlico de Erythroxylum novogranatense var.
Truxillense, poseen accién inhibitoria del crecimiento frente a las cepas de

bacterias estudiadas.*

SOLANO D. (1996). “Accion antibacteriana de extractos acuosos y
metandlico de principios activos totales de Erythroxylum novogranatense
(Morris) var. Truxillense (Rusby) sobre Estreptococos de la cavidad oral”;
para este trabajo de investigacién, se recolectaron 40 muestras
correspondientes a 16 muestras de placa bacteriana, 8 de caries dental, 5
de calculo dental, 6 de absceso radicular y 4 de gingivitis, de los cuales se
aislaron Streptococcus viridans, S. mutans, S. mitis, S. salivarius, y otros
microorganismos; pero para los fines de este estudio no consideraron su
aislamiento. Se emplearon dos extractos (acuoso y metandlico) de
Erythroxylum novogranatense var. Truxillense, a concentraciones de 400
ug, 600 ug, 800 ug y 1000 ug, obteniendo como resultado la inhibicién del

crecimiento de S. mutans y S. mitis a 800 y 1000 ug de dichos extractos.’

GALVEZ O. (1997). “Accién inhibitoria del extracto acuoso de
principios totales de Erythroxylun novogranatense (Morris) var. Truxillense
(Rusby), frente a bacterias Gram negativos resistentes a cinco
antibacterianos”; realiz6 un estudio sobre la accion inhibitoria de
crecimiento del extracto acuoso de Erythroxylum novogranatense (Morris)
var. Truxillense (Rusby), frente a bacterias Gram negativos que

presentaron resistencia a 5 antibacterianos, se emplearon los métodos
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turbidimétrico y de difusion en placa. De las 4 cepas estudiadas de
Escherichia coli, 3 presentaron inhibicion del crecimiento a una
concentracion de 1250 ug/mL, de las tres cepas estudiadas de Klebsiella,
s6lo una presentd inhibicion al crecimiento en una concentracion de 1250
ug/mL, las cepas estudiadas de Salmonella paratyphi, presentaron

inhibicién de crecimiento a una concentracion de 1250 ug/mL.°

BORROVIC R F (2006). “Efecto antibacteriano del extracto
alcohdlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. Truxillense
(coca) sobre flora mixta salival”’; efectué un estudio sobre el efecto
antibacteriano que produce el extracto de Erythroxylum coca a diferentes
concentraciones sobre cultivos bacterianos de flora mixta salival. Obtuvo
muestras de la flora mixta salival de pacientes que acudieron a la Clinica
Odontolégica de la UNMSM, los estandarizé e hizo un cultivo para un Test
de difusiéon en Agar, evaluando los resultados de los efectos inhibitorios
del crecimiento bacteriano de las diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de la hoja de coca ( 250 ug/20uL, 500 ug/20uL, 1000
ug/20uL y 1500 wug/20uL); concluyendo que existe un efecto
antimicrobiano positivo a las diferentes concentraciones del extracto,
frente a la flora mixta salival; ademas determina que a mayor
concentracion del extracto en estudio, existe un mayor efecto

antimicrobiano de éste. ’
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2.2 BASES TEORICAS

2.21 ENFERMEDAD PERIODONTAL

DEFINICION

El término enfermedad periodontal, hace referencia a una serie de
procesos patoldgicos que afectan la estructura del periodonto.® Estas
afecciones son de naturaleza inflamatoria y dan origen a infecciones. Hoy
en dia, y tras numerosos estudios epidemioldgicos, se acepta el concepto
de la existencia de determinados factores de riesgo que van a modular la
susceptibilidad o resistencia del huésped a padecer enfermedad
periodontal, por lo tanto, en su desarrollo van a intervenir varias causas
considerandose dicha patologia de etiologia multifactorial.® En
consecuencia, la periodontitis es causada por un sobre crecimiento de
bacterias periodonto patégenas en la placa subgingival, seguida de una
respuesta inmuno-inflamatoria en un huésped susceptible. '

Estas lesiones se dividen en dos grandes grupos: gingivitis, la cual
corresponde a una respuesta inflamatoria del tejido gingival frente a la
acumulacion de placa bacteriana,"" y periodontitis, que corresponde a una
patologia infecciosa de tipo especifica, con caracteristicas inflamatorias
que afectan a los tejidos de soporte dentario, es decir, ligamento
periodontal, cemento y hueso alveolar.’ * ' A diferencia de la gingivitis,

en la periodontitis existe pérdida de insercién conectiva con presencia de
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sacos periodontales, reabsorcion o6sea, e inflamacién en grados

variables.

CLASIFICACION

Resumen de la clasificacion de condiciones y patologias periodontales

segun reporte de la Academia Americana de Periodontologia.®

- GINGIVITIS

- PERIODONTITIS CRONICA

- PERIODONTITIS AGRESIVA

- PERIODONTITIS COMO MANIFESTACION DE ENFERMEDADES
SISTEMICAS

- ENFERMEDADES PERIODONTALES NECROTIZANTES

- ABSESOS DEL PERIODONCIO

- PERIODONTITIS ASOCIADA CON LESIONES ENDODONTICAS

-AFECCIONES Y MALFORMACIONES ADQUIRIDAS O DE

DESARROLLO

EPIDEMIOLOGIA

La caries dental y la enfermedad periodontal son las lesiones orales con
mayor prevalencia en la poblacion a nivel mundial, y la periodontitis no
tratada o tratada inadecuadamente, es la principal causa de pérdida de
piezas dentarias en el adulto.'® Esta enfermedad es de alta prevalencia en

nuestro pais, datos del MINSA indican un 85 %'’
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La periodontitis cronica se presenta en un 21 % de la poblacion, y en su
forma mas severa afecta a menos del 10 %. Este porcentaje aumenta
considerablemente con el envejecimiento y parece alcanzar su pico a la
sexta década de la vida. Ademas afecta casi siempre pocos dientes por
sujeto y la prevalencia puede variar segun los criterios de diagndstico

considerados.'®

ETIOLOGIA

La etiologia de las enfermedades periodontales, siempre ha sido un punto
de discusion y hasta ahora, pese a los avances de la ciencia, no esta del
todo muy claro, y si no se comprenden bien la causa de una afeccion, mal
puede instaurarse una adecuada prevencion asi como un efectivo
tratamiento’; se acepta que las enfermedades periodontales son
producidos por una interaccién de un agente microbiano unico o multiple
considerado como el factor etiolégico primario necesario pero no
suficiente, un huésped mas o menos susceptible y unos factores

ambientales que influyen sobre ambos.’

A. FACTORES MICROBIANOS

Numerosos estudios han demostrado que las enfermedades

periodontales son de naturaleza infecciosa, y que los

microorganismos presentes en la placa bacteriana, localizada en la
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region del surco gingivo-dentario o placa subgingival, constituyen el

agente etioldgico principal de esta enfermedad.®

PLACA SUBGINGIVAL

La placa subgingival se encuentra por completo dentro del surco
gingival o de los sacos periodontales, y esta constituida
principalmente por flora bacteriana proteolitica Gram negativo en los
cuales se encuentran microorganismos periodonto patégenos.?' #*
2 La formacion de placa dental es el resultado de una serie de
procesos complejos que involucran una variedad de bacterias y
componentes de la cavidad bucal del huésped;?* estos procesos
comprenden:

-Colonizacion

-Penetracion

-Destruccion

En la placa supragingival y subgingival hay una significativa
disminuciéon de Estreptococos y especies de Actinomyces,
acompanada por un incremento de Tannerella forsythensis,
(Bacteroides forsythus), Porphyromonas gingivalis y Treponema
denticola.

Las lesiones periodontales son causados por un grupo de

patogenos, principalmente originarios de la cavidad oral; pero se ha

demostrado que microorganismos superinfectantes tales como
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bacilos entéricos Gram negativos, Pseudomonas, Estaphylococos,

levaduras, también se encuentran en las bolsas periodontales.26

La tabla resume el grado de asociacion de los principales patdégenos

periodontales con el proceso de progresion de la periodontitis.

13, 27

TABLA N° 01 Grado de asociacidén de especies bacterianas con

la progresién de la periodontitis

Estadios
Muy fuerte Fuerte Moderado tempranos de
investigacion
Porphyromonas Prevotella Campylobacter Bacilos
gingivalis intermedia rectus entéricos Gram
)
Peptostreptococos
Dialister micros Especies de
Aggregatibacter pneumosintes/ (Micromonas pseudomonas
actinomycetemcomitans Dialister micros)
invisus Especies de
Fusobacterium Estaphylococos
nucleatum
Tannerella forsythensis | Eubacterium Enterococos
nodatum salenomonas faecalis
noxia
Candida
Espiroquetas de Treponema eikenella albicans
gingivitis aguda denticola corrodens

necrotizante

Estreptococos B-

hemoliticos
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Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans

25, 28, 29

han sido fuertemente asociados con periodontitis cronica y

28, 30, 31

periodontitis agresiva respectivamente.

CALCULO

Se postulan diversas teorias que explican el efecto del calculo sobre
los tejidos periodontales, todas ellas dificiles de demostrar.
Efectivamente, el calculo in vivo siempre esta cubierto de bacterias,
por lo que la accion sobre el periodonto podria ser debida a éstas y
no al calculo propiamente dicho. Se han propuesto diversas
acciones: irritativa, a causa de su aspereza, acumulacion de
sustancias toxicas y retencidn de placa con dificultad para la higiene
dental. Este ultimo efecto parece el mas importante en la relacion del

calculo con la enfermedad.

FACTORES LOCALES DEL HUESPED

La mayor parte de los componentes relacionados con la placa supra
y sub gingival son antigénicos y, por tanto, desencadenan una
respuesta por parte del huésped. Esta reaccion puede sobrepasar o
no alcanzar los limites de la normalidad. Estos hechos explican en
buena medida no solo la patogenia de la periodontitis, sino también

de la gingivitis.
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La reaccion local se lleva a cabo mediante la inflamacion; sin
embargo, en ella existe un equilibrio inestable entre protecciéon y
lesion tisular.

En una segunda linea defensiva, superada la barrera mecanica
estructural del periodonto, se produce una reaccion vascular y una
reaccion celular. La primera se caracteriza por un aumento de la
permeabilidad de los vasos y una reduccién de la velocidad del flujo
sanguineo en los tejidos afectados. De esta forma, se aportan
proteinas, elementos celulares y liquido plasmatico. Los mediadores
liberados para poner en marcha el proceso, son muy variados:
histamina, prostaglandinas, materiales lisosoémicos, citosinas,
fragmentos C3a y Cb5a, bradicidina, calicreina y otros. La reaccion
celular se traduce en una acumulacion de leucocitos y macrofagos,
atraidos por factores quimiotacticos, que derivan del plasma (p. €j.
Cbha), de las células y tejidos (leucotrienos, EBT, materiales
lisosémicos y citosinas) y de los propios productos bacterianos (dafo
local). Tras el proceso de fagocitosis, puede aislarse el dafo del
tejido afectado, eliminandose el agente agresivo y producirse la
curacion.

Si esto no ocurre, en general por persistencia de la noxa, se pone en
marcha una tercera linea defensiva que entrafia la produccion de
anticuerpos (reaccion humoral) y de linfocitos (reaccion celular), o de
ambas simultaneamente. De estos ultimos fendmenos surgen

reacciones que pueden derivarse en proteccion o dano local:
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-Respuesta normal
-Hiperrespuesta

-Respuesta insuficiente

C. FACTORES SISTEMICOS DEL HUESPED

Se trata de enfermedades generales que, de alguna forma,

repercuten en la respuesta del hospedador en el periodonto.

2.2.2 PERIODONTITIS CRONICA

Puede tener un comienzo en la adolescencia o0 mas adelante y continuar
por toda la vida del individuo. Habitualmente no es clinicamente
significativa antes de los 35 afios. La prevalencia (numero de individuos
afectados) y gravedad (cantidad de zonas afectadas por individuo)
aumentan con la edad y estan directamente relacionadas con la presencia
de placa y calculo. Su evolucién suele ser lenta y no parece tener
predileccion por ningun sexo. La funcion de los neutrdfilos y linfocitos es
aparentemente normal. Los microorganismos especialmente implicados
son Porphyromonas gingivalis, Bacillus forsythus y Prevotela intermedia;
Aggregatibacter actinomycetemcomitans esta presente, pero en menor
numero de casos. Otros microorganismos asociados son Fusobacterium
nucleatum spp, Selenomonas noxia, Peptostreptococos micros Yy
Treponema denticola. Puede encontrarse microbiota no habitual en la

cavidad oral como Acinetobacter spp, Pseudomonas aureginosa,
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Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Estaphylococos aureus,
Estaphylococos epidermidis, Enterococos spp, e incluso Céandida
albicans. La presencia de estos microorganismos se debe a
superinfecciones que se presentan en pacientes con neoplasias,
inmunocomprometidos, geriatricos o infecciones acompafantes de otro

tipo.

2.2.2.1 Porphyromonas gingivalis

DESCRIPCION

Es una especie de bacilos Gram negativo pequefio (cocobacilos), no
movil, anaerobio estricto, asacarolitico, que forma colonias uniformes de
coloracion verdosas, pardas o negras debido a la hemina que almacena
en la superficie celular. Las células de Porphyromonas gingivalis tienen un
diametro de 0.5 - 0.8 ym por 1.0 - 3.5 ym de largo.*

Como se menciond anteriormente, este microorganismo es un importante
miembro de la microbiota periodontal, involucrado tanto en la progresion
de la periodontitis, como en los procesos de destruccion de hueso y
tejido.>® Porphyromonas gingivalis es comunmente detectada en
pacientes jovenes con gingivitis, y pacientes adultos con periodontitis,
usando métodos inmunoldgicos y de biologia molecular (PCR). También
se ha encontrado en placas supragingivales maduras de pacientes
jévenes con o sin destruccién periodontal, sugiriendo que es un patégeno

de tipo oportunista.®
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NUTRICION

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

Esta bacteria tiene un requerimiento obligado de hierro para crecer. Sin
embargo, cuando ocurre una falta de hierro en el sistema de poros de la
bacteria (sideporos, los cuales quelan hemina) utiliza hemina (hierro
protoporfirina 1X). Los niveles de hemina en boca son variables y el
sangrado, como resultado de la inflamacién gingival, elevaria su
concentracion subgingival, de modo que este puede ser un factor que
predispone a la acumulacion de esta bacteria. La hemina que se acumula
en la membrana extracelular actua como "basurero" de oxigeno ayudando

a mantener un microambiente anaerobio.*®

FACTORES DE VIRULENCIA

Se ha demostrado que LPS de esta especie induce la produccién de IL-6

e IL-8 desde fibroblastos del ligamento periodontal en humanos. Las

evidencias indican que LPS de Porphyromonas gingivalis, especialmente

26



su lipido A, es capaz de estimular la respuesta inflamatoria del huésped
indirectamente a través de la produccién de citokina. *2

Porphyromonas gingivalis produce un gran numero de enzimas,
proteinasas y productos finales de su metabolismo que son activos contra
un amplio espectro de proteinas del huésped, y esta provista de
mecanismos para evadir las defensas de este. Dichos compuestos
corresponden a inhibidores de proteinasas, inmunoglobulinas, proteinasas
que contienen hierro, proteinas bactericidas, proteinas de matriz
extracelular, y proteinas intimamente envueltas en funciones fagociticas,
tales como fijacion de complemento y coagulacion. La mayoria de las
actividades enzimaticas de Porphyromonas gingivalis son asociadas a la
proteinasa cisteina, la cual le proporciona ventajas metabdlicas, ya que le
otorga la capacidad de utilizar largas proteinas del huésped para su
crecimiento y desarrollo. ** Una de las caracteristicas de virulencia
significativas de Porphyromonas gingivalis es este gran numero enzimas
hidroliticas, proteoliticas y lipoliticas, que son producidas esencialmente
por todos los tipos conocidos de este microorganismo. Varias de estas
proteinasas asociadas a Porphyromonas gingivalis (capaces de hidrolizar
péptidos unidos) parecen ser funcionalmente importantes en el
medioambiente in vivo. Estos factores de virulencia in vivo, si actuan en el
huésped, pueden jugar un rol significativo en la progresién de la
periodontitis. >

Dentro de las proteinasas de Porphyromonas gingivalis se consideran a
las colagenasas y a las aminopeptidasas como criticas en la patogénesis

de la bacteria. Existen proteinasas especificas como arginina y lisina
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proteinasa, producidas por Porphyromonas gingivalis. Son proteinasas
cisteinas, y han recibido un nombre en comun, gingipainas. Estas son un
potente regulador de la permeabilidad vascular, siendo capaces de inducir
la permeabilidad vascular en plasma humano y unirse directamente a
bradiquininas. Ademas, se consideran quimiotacticos para PMN. Arg-
gingipain es capaz de inactivar especies oxigeno reactivas (bactericidas
naturales) producidos por PMN, el cual es un importante mecanismo en la
defensa del huésped. **

Otro tipo de proteinasas que produce Porphyromonas gingivalis para
protegerse de los mecanismos de defensa del huésped son las
proteinasas inmunoglobulinas como IgA1, IgA2 e 19G.*

Un tipo de proteinasas llamadas caseinoliticas son capaces de degradar
colageno tipo | y IV, IgG humana, fibronectina, y complemento C3, C4, C5
y Cba, también inhiben la actividad bactericida de PMN
(polimorfonucleares).*

Existen unas proteinas bacterianas que actuan como factor de virulencia
llamadas hemaglutininas. Porphyromonas gingivalis produce a lo menos
cinco de ellas. Cuando se expresan en la superficie bacteriana, pueden
promover la colonizacion mediante la union de bacterias a receptores
(usualmente oligosacaridos) en células humanas. Existe una relacién
entre la capacidad de hemaglutinacion y la actividad proteolitica de
Porphyromonas gingivalis, 1o que se ha dilucidado mediante analisis

genéticos. ¥
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2.2.3 ANTIBACTERIANOS NATURALES

Simultaneamente al desarrollo tecnoldgico de la industria farmacéutica, se
ha desplegado un gran interés de parte de los investigadores por estudiar
sustancias naturales que posean algunas propiedades farmacolégicas
con efecto microbiano.>®

Se debe destacar que los farmacos a base de derivados de productos
naturales presentan una inmensa ventaja respecto a los tratamientos
quimicos. En las plantas los principios activos siempre estan
biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias
complementarias que van a potenciarse bioldgicamente entre si, de forma
tal que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados.>’

En el &rea odontologica, el importante crecimiento mundial de la
fitoterapia dentro de programas preventivos y curativos ha estimulado la
investigacion, con el fin de avalar la actividad antimicrobiana de distintos
derivados de plantas con el objeto de ayudar en el control de la placa
bacteriana, y por consiguiente, en la disminucién de la incidencia de

caries dental y enfermedad periodontal.*
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2.2.4 LA HOJA DE COCA (Erythroxylum coca)

GENERALIDADES

Etimoldgicamente la palabra coca proviene del quechua “kuka” o “koka”,
que debe de interpretarse segun Stomi, “ku” o “ko”: parte mas destacada
o principal de algo, “ka” o “kau”: vivificante, que da vida, vigorosa y
fuerte.®®

El género Erythroxylum (familia Erythroxylaceae), se encuentra
ampliamente distribuida en las regiones tropicales de Sudameérica,
principalmente en el Peru y Bolivia y en menor escala en Colombia,
Ecuador, Venezuela y Brasil.*

La coca tiene diversos usos, tanto en el ambito internacional, como por
ejemplo en la fabricacién de anestésicos o la utilizacion del extracto de
sus hojas como parte de los ingredientes de una bebida gaseosa lider en
el mundo *° , como en la poblacién andina tradicional, donde el uso mas
conocido que se les da a las hojas de coca es el “picchado”. Sin embargo,
también las usan como estimulante para la interaccion social, como
medicina, instrumento para adivinar el futuro, para diagnosticar

enfermedades y hasta como digestivo después de las comidas.*’

BOTANICA

Erythroxylum es un género de 250 especies que se hallan distribuidos en

las regiones tropicales de Sudameérica, no obstante que la mayoria de las
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especies contiene alcaloides relacionados con la cocaina, Erythroxylum
lambram y Erythroxylum novogranatense son las especies mas conocidas

y extensamente cultivadas en el Per 3% %2

La planta de hoja de coca es un arbusto que crece de cinco a diez pies de
altura, con ciertas caracteristicas botanicas muy particulares. Las hojas
tienen lineas aeroladas longitudinales muy claras que se curvan hacia la
vena central y que es un engrosamiento de la epidermis, resultando un
enrollado de la hoja. En la base del peciolo tiene unas estipulas ovaladas
intrapeciolares caracteristicas. Las flores de un blanco cremoso, miden
mas o0 menos un centimetro, y tienen cinco sépalos y cinco pétalos.
Cuando el fruto madura, dos de sus Ovulos abortan, y los I6culos son

destruidos. El fruto es una drupa roja, ovalada con una sola semilla.*®

USOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL

El uso de la coca es una tradicion andina, la coca es una planta mitica
sagrada, cuyo uso ritual se remonta a mas de 40 siglos, y es un
componente indispensable hasta hoy, del culto religioso .**

En el Peru, por la masticacion de la hoja de coca, se consumen alrededor
de 6 a 8 millones de kilogramos de coca cada afo. El consumidor
promedio toma alrededor de 30 g diarios, aunque algunos individuos
pueden consumir hasta 200 g al dia.*

Los médicos o Hampicamayoc, quienes heredaron sus conocimientos
terapéuticos de sus antecesores, nos indican las aplicaciones medicinales

de las hojas de coca, masticadas, en infusion, cataplasmas, coccion etc.
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Brack A, 4 nos ofrece una sintesis del uso de la hoja de coca en la
medicina tradicional:

- Como analgésico gastrico y anoréxico: picchado o infusion.

- Contra el dolor y las hemorragias

- Contra picaduras de aracnidos e insectos: hojas machacadas o del
picchado.

- Estomacal y carminativa: infusién de las hojas.

- Cansancio y fatiga: infusion de las hojas.

- Digestivo: infusidn de las hojas.

- Dolor de muelas: enjuague con la coccion, masticar las hojas.

- Asma: tomar el cocimiento de las hojas.

Asi mismo se usa en gargaras para aliviar el dolor de garganta y la
ronquera, en forma de emplastos por su accién analgésica en heridas y
quemaduras, ademas por la accion de los taninos contribuye a la

cicatrizacién y a la proteccion antiséptica.*>

USOS DE LA COCA EN LA MEDICINA DEL SIGLO XXI

Los estudios de la medicina tradicional que se vienes haciendo desde el
siglo XIX, confirman las bondades de las hojas de coca, espacialmente
los estudios realizados por cientificos nacionales y extranjeros desde
1927 con la fundacién del INSTITUTO DE BIOLOGIA ANDINA (IBA).

Los estudios del IBA, han demostrado la gran importancia que tiene la
hoja de coca, a través del picchado, en la constitucion anatomo-fisiolégica

y psicolégica del hombre de altitud, asi como en sus actividades
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econdmicas y sociales, pero pese a ello hace falta mas investigaciones
sobre todo en el campo nutricional-medicinal.
Destacan los estudios de Cabieses F, quien en 1946, comprobd la accién
anti fatigante de la cocaina, y los estudios de los doctores Monge C vy
Hurtado A, sobre aclimatacion en los Andes con el consumo de las hojas
de coca.”’
De manera general, los alcaloides y los demas componentes contenidos
en las hojas de coca, vienen cumpliendo funciones biolégicas de gran
importancia para el hombre andino y de las grandes altitudes.*®
a) Facilita la adaptacion el hombre a la altitud: pues las hojas con sus
componentes nutritivos y pequefas dosis de cocaina y otros
alcaloides consumidos durante el picchado, facilitaron la adaptacion
del hombre en los andes, debido a su accion anti fatigante, de gran
poder para facilitar el funcionamiento de los pulmones y el corazén
entre 3000 y 4700 msnm, y sobre todo para resistir el esfuerzo
desplegado durante los diversos tipos de trabajo, agricola, ganadero
y minero.
Segun Cabieses F, existen algunas informaciones bibliograficas que
indican la posibilidad que, ademas la cocaina tiene una influencia
saludable sobre el metabolismo oxidativo, disminuyendo el consumo
de oxigeno por unidad de trabajo.
b) Evita el soroche en las grandes alturas: la coca juega un claro papel
restableciendo el equilibrio del cuerpo alterado por la hipoxia.
c) Reduce los efectos desagradables del frio: gracias a los efectos

vasoconstrictores que potencia la coca.
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d) Evita el stress (la cocaina): moviliza las reservas de glucosa y
aumenta el nivel de esta en la sangre. Durante situaciones de stress
o de fatiga, la glicemia disminuye y una forma de combatir el stress

es subiendo el nivel de glucosa. *®

BONDADES DE LA HOJA DE COCA

Las bondades del uso tradicional de las hojas de coca para la salud
humana (fisica, mental y social), han sido estudiadas y comprobadas por
45 investigadores entre 1991 y 1995, del Instituto Interregional de la
Naciones Unidas (UNICRI), y la OMS, al ejecutar el Proyecto cocaina.
Los cientificos sostienen que las hojas de coca tienen los siguientes
atributos:
- Es un suave energizante que mejora la productividad en el trabajo
manual e intelectual.
- Una medicina eficaz para enfermedades culturales y problemas
cotidianos de salud como cefalea, dolor estomacal y reumatico.
- ElI mejor rendimiento para problemas de salud mental como
agotamiento, decepcion, depresion, angustia, stress.
- Una fuente de micronutrientes y vitaminas.
- El facilitador universal de las relaciones sociales y la solidaridad en
las comunidades andinas.
- El principal instrumento religioso de la trascendencia espiritual.
- El enlace con la naturaleza, tan querida y respetada en la

cosmovision andina.
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COMPOSICION QUIMICA DE LA HOJA DE COCA

Estudios de la Universidad de Harvard en 1975, fue realizado por Duke,
Aulik y Powman, quienes confirmaron el valor nutritivo y medicinal de la
coca, realizado por anteriores estudios peruanos.

Estudios del Instituto de Nutricion del Ministerio de Salud y el Instituto de
Nutricion de la Universidad Cayetano Heredia del Peru en 1982,
confirman el valor nutricional de la hoja de coca realizados anteriormente

(Anexo 9.1).

LOS ALCALOIDES DE LA HOJA DE COCA

Cocaina Cinamoilecnonina (cis y trans)
Egnoninatropacocaina Tropan 3-al

Tropan 3b-ol Tropan 3a-6b-diol
Metilegnonina 3a- benzoil oxitropano
a-truxilina b-higrina

higrina higrolina

cuscohigrina nicotina

norecnonina met-egnonidina
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2.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cual es la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto de Erythroxylum

coca, sobre Porphyromonas gingivalis?

2.4 JUSTIFICACION

La investigacion realizada ofrece informacién importante que permite
conocer y valorar la propiedad antibacteriana de la hoja de coca,
sumandose a otros productos naturales dirigidos al control de la placa
bacteriana que ayudan a mejorar el manejo del paciente periodontalmente
afectado, ya que este es el primer paso para la posterior elaboracién de
un producto derivado de esta hoja, dirigido al control de la enfermedad

periodontal.

2.5 OBJETIVOS

25.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto de

Erythroxylum coca, sobre Porphyromonas gingivalis.

36



2.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Valorar el crecimiento bacteriano de Porphyromonas gingivalis
frente al extracto de Erythroxylum coca segun las diferentes
concentraciones (100 %, 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3.13 %,
1.56 %, 0.78 %).

2.ldentificar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

de Erythroxylum coca, sobre Porphyromonas gingivalis.

2.6 HIPOTESIS

Hipotesis general

El extracto de Erythroxylum coca tiene efecto antibacteriano sobre

Porphyromonas gingivalis.

Hipotesis de trabajo

A mayor concentracion del extracto de Erythroxylum coca, mayor

sera la inhibicién del crecimiento bacteriano de Porphyromonas

gingivalis.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

- Segun el analisis y alcance de los resultados es experimental.

- Es in vitro, pues durante el estudio se crean condiciones
controladas y favorables en un laboratorio, que nos permiten la
ejecucion del estudio.

- Segun el periodo y secuencia del estudio es prospectivo, pues

los datos se analizan transcurrido un tiempo determinado.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

POBLACION

Esta conformada por las bacterias periodontopatdégenas Gram negativos.

MUESTRA

Tipo de muestreo

No probabilistico intencional, pues antes de incluir a las cepas en el

estudio, se determiné si cumplia con los criterios de inclusion.
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Unidad de muestra

Cepa Estandarizada de Porphyromonas gingivalis, procedentes de la
American Type Culture Collection (ATCC).

Extracto de Erythroxylum coca obtenidas de ENACO.

Unidad de andlisis

Conformada por los cultivos bacterianos de las cepas de Porphyromonas
gingivalis, sometidos a un Test de Difusién en Agar con discos y un Test

de Dilucion en medio liquido.

Criterios de inclusién

- Bacterias periodontopatogenas Gram negativos

- Cepa bacteriana estandarizada ATCC. Porphyromonas gingivalis

3.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

- Extracto de Erythroxylum coca

VARIABLE DEPENDIENTE
- Actividad antibacteriana del extracto de Erythroxylum coca sobre

Porphyromonas gingivalis
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VARIABLES DEFINICION

DIMENSION INDICADOR ESCALA VALOR

0.78%

1.56%

Sustancia
hidroalcohdlica
que contiene 3.13%
el extracto de
Erythroxylum
coca
EXTRACTO DE 6.25%
Erytroxylum coca
12.5%
(VARIABLE
INDEPENDIENTE)
Cuantitativa
continua 25%
Antibacteriana o
Concentracion 50%
100%
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0-8 mm
Dimension del
diametro del 9-14 mm
halo de
inhibiciéon en Intervalo
prueba de
difusion en 15-19mm
agar con
discos
ACTIVIDAD Capacidad 20-mas
ANTIBACTERIANA para destruir o
inhibir el
DE(\IééE:;;EII:I'IIE'E) crecimiento
bacteriano
Bactericida
Presencia
Nominal
Ausencia
Crecimiento
bacteriano en
la prueba de
dilucion en
medio liquido

TABLA N°02 Operacionalizacion de variables
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3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1RECURSOS

RECURSOS HUMANOS

- Asesor del trabajo de Investigacion

- Odontdlogos y bidlogos que laboran en el Servicio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la UNMSM

- Personal de apoyo en el Servicio de Periodoncia de |la Facultad de
Odontologia de la UNMSM

- Personal para el manejo estadistico

- Digitador del trabajo de investigacion

RECURSOS MATERIALES

Infraestructura

Servicio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la

UNMSM

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la

UNMSM
Laboratorio del Area de Control de Calidad y Desarrollo e

Investigacion de la Empresa nacional de la coca S.A (ENACO S.A).
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Materiales

- Materiales de laboratorio para crear un ambiente anaerobio: jarra de
anaerobiosis, sobres generadores de anaerobiosis (ANAEROCULT
AR) y agua destilada.

- Materiales de laboratorio para crear los medios de cultivo: Agar
Schadler enriquecido con sangre de cordero, Caldo BHI, placas petri y

tubos de ensayo.

- Materiales para pruebas de la actividad antibacteriana: Extracto de
Hoja de Coca, Cepa ATCC Porphyromonas gingivalis, Agar Schadler,
Caldo BHI, medio anaerobio, estufa, incubadora, discos de papel para
prueba de difusion, micro pipetas, mecheros, pinzas, algodon,

guantes y mascarillas.

- Fichas para la recoleccién de datos: registro de la lectura de los
halos de inhibicion y registro de datos para determinar la CMI
(ANEXO 9.2)

- Computadora Pentium IV

- Software de computo para diseno estadistico
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3.4.2PROCEDIMIENTO Y TECNICAS

OBTENCION DEL EXTRACTO DE Erythroxylum coca

El extracto de hoja de coca fue obtenido de la Empresa Nacional de la
Coca (ENACO S.A.), en el Area de Control de Calidad e Inversion y
Desarrollo, gracias al convenio de Investigacion de la Hoja de Coca

entre esta Institucion y la UNMSM.

El extracto de Hoja de Coca fue diluido con alcohol etilico 96°, hasta
obtener soluciones de 0.78 %, 1.56 %, 3.13 %, 6.25 %, 12.5 %, 25 %,
50 % y 100 % luego fueron conservados bajo refrigeracion 6 - 8° C en

frascos de vidrio oscuro.

CEPA BACTERIANA PARA EL ESTUDIO
Se trabajoé con una cepa bacteriana estandar ATCC de porphyromonas

gingivalis.

CREACION DE AMBIENTE ANAEROBIO

Se procedié agregar uniformemente 30mL de agua destilada sobre una
lamina de ANAEROCULT A R, inmediatamente después se coloco
dentro de una jarra de anaerobiosis, se cierra herméticamente y
después de 30 minutos se consigue un ambiente anaerobio dentro de

la jarra.
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REACTIVACION DE LA CEPA

Para viabilizar esta cepa bacteriana se procedié hacer el sembrado de
los cristales liofilizados, contenidos en el vial, mediante la técnica de
agotamiento en Agar Schadler enriquecido con sangre de cordero. A
continuacion dicha placa sembrada, se colocé en un ambiente
anaerobio (jarra de anaerobiosis). En condiciones estériles, esta jarra

fue llevada a la incubadora a 37°.

CRECIMIENTO DE LA CEPA BACTERIANA

En un ambiente anaerobio, a 37° C en Agar Shacdler enriquecido con

sangre de cordero, en condiciones estériles y por un periodo de 5 a 7

dias.

Colonias de porphyromonas gingivalis

45



PRUEBA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Mediante el Test de difusion en Agar.

Se procedié a tomar algunas colonias de Porphyromonas gingivalis del
cultivo anteriormente realizado, y se las suspendié en un Caldo de BHI,
luego se incubd entre 2 a 5 horas, obteniendo una turbidez final de 0.5
en la escala de Mc Farland, que equivale a 0.5x10® UFC/m.

Se diluyd proporcionalmente el extracto de Erythroxylum coca (con
alcohol etilico 96°) en 08 concentraciones (1/1, 1/2, 1/4, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128, 1/256) y se agregaron 100 uL de estas concentraciones, a
los discos de papel de filtro, para su posterior colocacion de forma
ordenada segun su concentracién, sobre el Agar Schadler.

Se realizd un test de difusion con discos en Agar Schadler, para ello se
procedié a realizar el sembrado de las alicuotas bacterianas mediante
la técnica por diseminacién sobre dicho medio.

En consecuencia, se realizdé por quintuplicado el Test de difusion en
Agar, cada uno de los cuales contiene diez discos: 08 discos que
portan las ocho diferentes concentraciones del extracto, 01 disco
conteniendo clorhexidina 0.12 % (control positivo) y otro conteniendo
alcohol etilico 96° (control negativo); distribuidos equidistantes sobre el
Agar Schadler previamente sembrado con Porphyromonas gingivalis.
Cada placa fue incubada por 5 a 7dias en un ambiente anaerobio.
Luego del tiempo indicado, se procedié a la mediciéon de los halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano en cada placa, utilizando para ello

un calibrador pie de rey. Se ordenaron y registraron.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

(CMI)

Mediante un Test de Dilucion en medio liquido.

Se procedié a preparar 10 tubos de ensayo, cada uno conteniendo
2.8ml de un medio de cultivo BHI. A cada tubo de ensayo se agrego
100 uL del inoculo bacteriano (Porphyromonas gingivalis), ademas 100
uL del extracto de Erythroxylum coca al 0.78 %, 1.56 %, 3.13 %, 6.25
%, 12.5 %, 25 %, 50 % y 100 % en forma correspondiente, ademas 100
uL de Clorhexidina 0.12% (control positivo) y 100 uL de alcohol etilico
96° (control negativo)

Todo este procedimiento se realizdé por quintuplicado.

Se encubd por 48 horas en un ambiente anaerdbico.

En cada grupo se evaluaron los 10 tubos, observando el crecimiento
bacteriano y se determiné la concentracion minima del extracto capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano, cuando esta lectura pasaba de un
crecimiento (turbidez) a otro con ausencia de crecimiento (claro), esto

represento la CMI.
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3.4.3PROCESAMIENTO DE DATOS

RECOLECCION DE DATOS

Para la recoleccion de datos de la investigacion, se utilizara un
instrumento que sera llenado por el investigador, luego se organizan

los datos en tablas y graficas.

ANALISIS DE RESULTADOS

El procesamiento se realizé con una computadora Pentium IV, sistema
operativo Windows XP con el programa SPSS version 15. Los datos
fueron procesados aplicandose los intervalos de confianza al 95 %.
Para determinar el nivel de significancia de los resultados (p < 0.05), se

utilizaron las Pruebas de U Mann Whitney y Kruskall Wallis.

La significancia de la presencia o ausencia del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis, frente a las diferentes concentraciones de
Erithroxylum coca estudiadas, se realizO mediante un anélisis
estadistico de regresion lineal y correlacion de Pearson, en la cual
el crecimiento de los aislados de Porphyromonas gingivalis y la
concentracion de Erythroxylum coca, corresponden a la variable

dependiente e independiente respectivamente.*®
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V. RESULTADOS

Los resultados fueron clasificados segun las concentraciones del extracto
de Erythroxylum coca.

Los examenes de difusion en Agar y el de dilucion en medio liquido, nos
permiten la evaluacién del efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones de Erythroxylum coca sobre Porphyromonas gingivalis,

respectivamente.

Los resultados obtenidos para el control negativo, no presentaron halo de

inhibicidon en todos los casos.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
DE Erythroxylum coca SOBRE Porphyromonas gingivalis MEDIANTE

EL TEST DE DIFUSION EN AGAR

TABLA N° 03 Halos de inhibicién del crecimiento de Porphyromonas

gingivalis segun las diferentes concentraciones del extracto de

Erythroxylum coca

Concentraciones del extracto de Erythroxylum coca (%)

5 mm
5100% 5 100% 4 80% 1 20% 0% 0% 0% ¢ 0% S5 100% 0%
7 mm 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 120% 3 60% 3 60% 0% 0 0% 0 0%

0 0% 0 0% 0 0% 0O 0% 0O 0% O 0% O 0% 3 60% 0 0% 0 0%

9 mm
i 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0O 0% O 0% 0% 0 0% 3 60%

total
5100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100%
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Para las concentraciones 0.78 % y 1.56 % del extracto de Erythroxylum coca,
los halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis, miden 5
mm (100 % de los casos) con una media de 5 mm. Para la concentracién de
3.13 %, se observa que los mayores halos de inhibicion miden 6 mm (20 % de
los casos) con una media de 5.2 mm. Para la concentracion de 6.25 %, se
observa que los mayores halos de inhibicion miden 6 mm (80 % de los casos)
con una media de 5.8 mm. Para la concentracion de 12.5 %, se observa que
los mayores halos de inhibicion miden 7 mm (20 % de los casos) con una
media de 6.2 mm. Para la concentracion de 25 %, se observa que los mayores
halos de inhibicion miden 7 mm (60 % de los casos) con una media de 6.6
mm. Para la concentracion de 50 %, se observa que los mayores halos de
inhibicién miden 8 mm (40 % de los casos) con una media de 7.4 mm. Para la
concentracion de 100 %, se observa que los mayores halos de inhibicion
miden 9 mm (60 % de los casos) con una media de 8.6 mm. Por su parte, para
el grupo control negativo (Alcohol96°) en todos los casos observados miden
5mm con una media de 5 mm y para el grupo control positivo (Clorhexidina
0.12 %), se observa que los mayores halos de inhibicion miden 15 mm (en el

40 % de los casos) con una media de 14.4 mm.
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TABLA N° 04 Actividad antibacteriana del extracto de Erythroxylum coca

sobre Porphyromonas gingivalis

Concentraciones del extracto de Erythroxylum coca (%)

5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% o  40% S 100%

0 0%

0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0O 0% 0 0% O 0% 0 0% 0 0% 2 40%

s. limite: 9-
14 mm*

Sumamente
sensible:
Mayor o igual
20mm*

5100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100% 5 100%

total

Se observa que los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano en la
totalidad de las concentraciones del extracto de Erythroxylum coca evaluados
(excepto en el 60 % de los casos del extracto cuya concentraciéon fue 100 %),
no superaron los 8 mm; eso indica que poseen una actividad antibacteriana

nula (sensibilidad nula).

! Valores de sensibilidad en el Aromatograma segun Duraffourd
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Para la concentracion del 100 % del extracto de Erythroxylum coca, en el 40 %
de los casos, los halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas
gingivalis no superaron los 8 mm; y en el 60 % de los casos la longitud de los
halos indicaron 9 mm, eso indica una actividad antibacteriana limite

(sensibilidad limite).

Por tanto Porphyromonas gingivalis no presenta sensibilidad frente al extracto
de Erythroxylum coca (sensibilidad nula), solamente se observa actividad
antibacteriana limite (sensibilidad limite) en el 60 % de los casos del extracto al

100 % de concentracion.
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TABLA N° 05 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentraciéon de 0.78 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
0.78 % (control negativo) (control positivo)

Minimo 5mm 5 mm 14 mm
Maximo 5 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 0.78 % del extracto de Erythroxylum coca, en todas las pruebas

fue 5 mm. Los valores minimo y maximo fueron 5 mm.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 0.78 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6 que no existe una diferencia estadisticamente

significativa (p » 0.05).
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GRAFICO N° 01 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 0.78 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracion 0.78 % del extracto de
Erythroxylum coca (5 mm), fue igual al valor de la media del control negativo (5

mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 06 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentraciéon de 1.56 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
1.56 % (control negativo) (control positivo)

Medla 14.4 mm

M|n|mo 5mm 5mm 14 mm

Maximo 5 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibiciéon del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 1.56 % del extracto de Erythroxylum coca, en todas las pruebas

fue 5 mm. Los valores minimo y maximo fueron de 5 mm.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 1.56 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6 que no existe una diferencia estadisticamente

significativa (p » 0.05).
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GRAFICO N° 02 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 1.56 % de

Erithroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentraciéon 1.56 % del extracto de
Erythroxylum coca (5 mm), fue igual al valor de la media del control negativo (5

mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 07 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentraciéon de 3.13 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
3.13% (control negativo) (control positivo)

Minimo 5mm 5 mm 14 mm

Maximo 6 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.447 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 3.13 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 5.2 mm. Los

valores minimo y maximo fueron de 5 y 6 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5 y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 3.13 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determind que no existe una diferencia estadisticamente

significativa (p » 0.05).
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GRAFICO N° 03 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 3.13 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracion 3.13 % del extracto de
Erythroxylum coca (5.2 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5 mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 08 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentraciéon de 6.25 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
6.25 % (control negativo) (control positivo)

Minimo 5mm 5 mm 14 mm
Maximo 6 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.447 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibiciéon del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 6.25 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 5.8mm. Los

valores minimo y maximo fueron 5y 6 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 6.25 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6 que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05).

60



GRAFICO N° 04 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 6.25 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracion 6.25 % del extracto de
Erythroxylum coca (5.8 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5 mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 09 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 12.5 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
12.5% (control negativo) (control positivo)

Minimo 6 mm 5 mm 14 mm
Maximo 7 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.447 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 12.5 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 6.2 mm. Los

valores minimo y maximo fueron 6 y 7 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 12.5 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6é que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05).
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GRAFICO N° 05 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 12.5 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentraciéon 12.5 % del extracto de
Erythroxylum coca (6.2 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5 mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 10 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 25 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
25% (control negativo) (control positivo)

Minimo 6 mm 5 mm 14 mm

Maximo 7 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.547 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibiciéon del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 25 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 6.6 mm. Los valores

minimo y maximo fueron 6y 7 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 25 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6 que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05).
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GRAFICO N° 06 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentraciéon de 25 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracién 25 % del extracto de
Erythroxylum coca (6.6 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5 mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 11 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de

Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 50 % de

Erythroxylum coca.

Concentracion coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
50 % (control negativo) (control positivo)

Minimo 7 mm 5mm 14 mm
Maximo 8 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.547 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibiciéon del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 50 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 7.4 mm. Los valores

minimo y maximo fueron 7 y 8 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 50 %) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6é que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05).
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GRAFICO N° 07 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 50 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracién 50 % del extracto de
Erythroxylum coca (7.4 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5 mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 12 Longitud de los halos de inhibicién del crecimiento de

Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 100 % de

Erythroxylum coca.

Concentracién coca Alcohol 96° Clorhexidina 0.12 %
100 % (control negativo) (control positivo)

Minimo 8 mm 5 mm 14 mm
Maximo 9 mm 5 mm 15 mm

Desv. Est. 0.547 0 0.547

Los resultados indican que el valor promedio de la longitud de los halos de
inhibiciéon del crecimiento de Porphyromonas gingivalis frente a la
concentracion 100 % del extracto de Erythroxylum coca, fue 8.6 mm. Los

valores minimo y maximo fueron 8 y 9 mm respectivamente.

Los valores de las medias del grupo control negativo (Alcohol 96°) y positivo

(Clorhexidina 0.12 %) fueron 5y 14.4 mm respectivamente.

Al realizar el analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de
Erythroxylum coca 100%) y el grupo control, mediante la prueba U Mann
Whitney, se determin6é que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05).
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GRAFICO N° 08 Longitud de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis para la concentracion de 100 % de

Erythroxylum coca.
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El valor de la media de los halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis frente a la concentracion 100 % del extracto de
Erythroxylum coca (8.6 mm), fue mayor que el valor de la media del control

negativo (5mm) y menor al control positivo (14,4 mm).
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TABLA N° 13 Longitud de los halos de inhibicién del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis segun las diferentes concentraciones del
extracto de Erythroxylum coca.

Concentraciones del extracto de Erythroxylum coca(%)

0.78% 156% 3.13% 6.25% 12.5 % 25 % 50 % 100 %

Media 5mm 5mm 5.2mm 5.8mm 6.2mm 6.6mm 7.4mm 8.6mm
Minimo 5mm 5mm 5mm 5mm emm 6mm 7mm 8mm
Maximo 5mm 5mm 6mm 6mm 7mm 7mm 8mm 9mm

Desv. Est. 0 0 0.447 0.447 0.447 0.547 0.547 0.547

Se observa que la mayor medida del halo de inhibicién del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis se dio frente a 100 % de la concentracién de
Erythroxylum coca (8.6 mm), seguida por la concentracién de 50 % (7.4 mm), la
concentracion de 25 % (6.6 mm), la concentracion de 12.5 % (6.2 mm), la
concentracion de 6.25 % (5.8 mm), la concentracion de 3.13 % (5.2 mm), y la

concentracion de 1.56 % y 0.78 % (5 mm).

Al hacerse la comparacion de las diferentes concentraciones del extracto de
Erythroxylum coca mediante la prueba de Kruskall - Wallis, se determin6 que

existe una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).
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GRAFICO N° 09 Medidas de halos de inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis en relacion a las diferentes

concentraciones de Erythroxylum coca.
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La mayor medida del halo de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas
gingivalis se dio frente a 100 % de la concentracion de Erythroxylum coca (8.6
mm), seguida por la concentraciéon de 50 % (7.4 mm), la concentracion de 25 %
(6.6 mm), la concentracién de 12.5 % (6.2 mm), la concentracién de 6.25 %
(5.8 mm), la concentracion de 3.13 % (5.2 mm), y la concentracion de 1.56 %

y 0.78 % (5 mm).
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GRAFICO N° 10 Linea de tendencia o progresién lineal entre las medidas
de halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis

en relacion a las diferentes concentraciones de Erythroxylum coca.
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La ecuacion de la recta para este estudio fue Y : 3.542X + 5.342

El coeficiente de correlacion de Pearson (r) encontrado fue r : 0.9602,
indicando una relacién directa muy fuerte entre la variable dependiente
(actividad antibacteriana) y la variable independiente (extracto de Erythroxylum
coca ). A su vez, el coeficiente de determinacion (r* :0.922), equivalente al 92
%, indicé que la variacidon en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis se
debe en un 92 % por la variacidon en la concentracion del extracto de

Erythroxylum coca.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
DE Erythroxylum coca SOBRE Porphyromonas gingivalis MEDIANTE
EL TEST DE DILUCION EN MEDIO LiQUIDO

TABLA N° 14 Crecimiento de Porphyromonas gingivalis segun las
diferentes concentraciones del extracto de Erythroxylum coca.

SEMBRADO P. g
EN CALDO DE
CULTIVO CRECIMIENTO BACTERIANO
TUBO
AGAR BHI ENSAYO
2.8 ml)
CONCENTRACION
EXTRACTO COCA (100 ul) GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
Ne | Ne 1l Ne° 1l N° IV N° V
100 % 1 - - - - -
50 % 2 - - - - -
25% 3 - - - - -
12.5% 4 - - - - -
6.25 % 5 - - - - -
3.13 % 6 - A - - A
1.56 % 7 - + + + +
0.78 % 8 + + + + +

(+): Crecimiento bacteriano

(-) : Ausencia de crecimiento bacteriano
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De acuerdo a los resultados presentados en esta tabla, se observa que
no hubo crecimiento de Porphyromonas gingivalis en las concentraciones de

100 %, 50 %, 25 %, 12.5 % y 6.25 % de extracto de Erythroxylum coca.

En el 100 % de los casos si hubo crecimiento de Porphyromonas

gingivalis en la concentracion de 0.78 % del extracto de Erythroxylum coca.

De acuerdo a los resultados, la concentracion minima del extracto de
Erythroxylum coca, capaz de inhibir a la totalidad de los aislados de

Porphyromonas gingivalis, correspondio a 6.25 %

El efecto de las diferentes concentraciones de Erythroxylum coca sobre
Porphyromonas gingivalis se encuentra resumido en las tablas N° 15y N° 16, y

expresado como puntos de dispersion en el grafico N° 12.
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TABLA N° 15 Relacion entre el crecimiento de los aislados de
Porphyromonas gingivalis y la concentracion de los extractos de

Erythroxylum coca.

e Concentracion de Erythroxylum coca

N°
CRECIMIENTO
AISLADOS
Porphyromonas
gingivalis
5 4 2 0 0 0 0 0

En la Tabla N° 16 se expresan en porcentajes, los mismos resultados
anteriores.

TABLA N° 16 Relacion porcentual entre el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis y la concentracion de los extractos de Erythroxylum coca.

e Concentracion de Erythroxylum coca

%
CRECIMIENTO
AISLADOS
Porphyromonas
gingivalis

100 80 40 0 0 0 0 0
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GRAFICO N° 11 Crecimiento de Porphyromonas gingivalis en relacion a

las diferentes concentraciones de Erythroxylum coca.
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GRAFICO N° 12 Linea de tendencia o regresion lineal entre el nimero de
casos con crecimiento de Porphyromonas gingivalis en relacion a

las diferentes concentraciones de Erythroxylum coca.
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La ecuacion de la recta para este estudio fue Y : -3.0760X + 2.1410.

El coeficiente de correlacion de Pearson (r) encontrado fue r: -0.9835
indicando una relacion inversa muy fuerte entre el indicador de la variable
dependiente (crecimiento de Porphyromonas gingivalis) y la variable
independiente (extracto de Erythroxylum coca). A su vez, el coeficiente de
determinacién (r? : 0.9672), equivalente al 96 %, indicd que la variacion en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis se debe en un 96 % por la variacién

en la concentracion del extracto de Erythroxylum coca. (p < 0.05).
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V. DISCUSION

Este trabajo de investigacién permitié un alcance preliminar al determinar in
vitro que el extracto de Erythroxylum coca, tiene actividad antibacteriana sobre
Porphyromonas gingivalis, evaluado mediante el Test de difusion en Agar con
discos y la prueba de dilucion en medio liquido. Se determin6 con este ultimo
estudio que la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue 6.25 % de este
extracto.

Los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto de
Erythroxylum coca sobre Porphyromonas gingivalis mediante un Test de
difusién en Agar, nos permitié determinar un analisis de estimacion lineal entre
las concentraciones de Erythroxylum coca y la inhibicion del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis, mostrando una recta con wuna pendiente
pronunciada ( m : 3.542 ) desde una concentracién de 0.78 % hasta el 100 %
del extracto en estudio. Se observé una relacion directa entre la variable
independiente (coca) y el indicador de la variable dependiente (halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano). El valor obtenido para el coeficiente de
regresion, r*: 0.922, nos indicoé que la variable extracto de Erythroxylum coca
esta influyendo fuertemente en la inhibicién del crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (en el 92 % de los casos se manifiesta esta influencia). Al realizar el
analisis de los resultados del grupo experimental (extracto de Erythroxylum
coca) y el grupo control, mediante la prueba U Mann Whitney, se determiné
que para las concentraciones 0,78 %, 1.56 % y 3.13 % del extracto, no existe
una diferencia estadisticamente significativa (p » 0.05); pero para los resultados

de las demas concentraciones (6.25 %, 12.5 %, 25 %, 50 %, y 100 %), si existe
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una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05). Se determina que la
menor concentracion del extracto de Erythroxylum coca, cuyos resultados
presentan una diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo

control (p < 0.05), fue de 6.25 %.

Los resultados de esta investigacidon, no se pueden comparar con resultados de
otras investigaciones pues no se han trabajado con Porphyromonas gingivalis,
ademas los extractos de hoja de coca utilizados en los anteriores estudios,
difieren entre si, pues fueron elaborados con diferentes especies y en
diferentes dependencias. Para este estudio, ENACO nos proporcioné un
extracto cuya elaboracion obedece estandares que garantizan la
homogeneidad del producto, pudiendo ser la base para la ejecucion de futuros

trabajos relacionados.

El efecto antibacteriano del extracto de Erythroxylum coca, también es
sustentado por otros trabajos de investigacion como los de Goicochea A' y
Coronel Mz, quienes obtuvieron como resultados una disminucion en la
prevalencia e incidencia de caries en grupos poblacionales que tenian el habito
del picchado de la hoja de coca. Con respecto a la enfermedad periodontal, en
los resultados de Coronel M?, las personas que tenian el habito de picchado de
la hoja de coca, presentaron una tendencia al aumento en la prevalencia de la
enfermedad periodontal; argumenta el investigador que se debe posiblemente
por el trauma mecanico sobre los tejidos de soporte dentario durante el proceso

de picchado de la hoja de coca.

Los estudios de Cam O y Villanueva P*, Solano D°, Galvez O°% demuestran que

el extracto de Erythroxylum coca, tiene propiedades antibacterianas sobre
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distintos agentes microbianos como bacterias Gram negativos y Gram
positivos, Estreptococos de la cavidad bucal, bacterias Gram negativos

resistentes, respectivamente.

Solano D® y Borrovic R’, evaluaron la actividad antibacteriana del extracto de
Erythroxylum coca sobre Estreptococos de la cavidad oral y sobre flora mixta
salival, respectivamente, mediante un Test de difusién en Agar con pozos (no
se utilizaron discos). Utilizando distintas concentraciones del extracto, Solano
D° encontré que existia inhibicién del crecimiento de Estreptococos mutans y
Estreptococos salivarius a 800 ug y 1000 ug de dicho extracto; a su vez,
Borrovic R, evaluando cada concentracion utilizada (250 ug/20ug, 500
ug/20ug, 1000 ug/20ug y 1500 ug/20ug), concluyé que existe un efecto
antimicrobiano positivo a las diferentes concentraciones del extracto frente a la
flora mixta salival; ademas indic6 que a mayor concentracién del extracto,

existe mayor efecto antimicrobiano.

Los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto de
Erythroxylum coca sobre Porphyromonas gingivalis, mediante la prueba de
dilucién en medio liquido, nos permiti6 determinar un analisis de estimacion
lineal entre las concentraciones de Erythroxylum coca y el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis, mostrando una recta con wuna pendiente
pronunciada ( m : - 3.0760 ) desde una concentracién de 0.78 % hasta 6.25 %
y una recta sin pendiente (m:0) desde una concentracién de 6.25 % hasta 100
% del extracto en estudio. Se observd una relaciéon inversa entre la variable
independiente (Erythroxylum coca) y el indicador de la variable dependiente
(crecimiento de Porphyromonas gingivalis). El valor obtenido para el coeficiente

de regresion, r’: 0.9672, nos indicé que la variable extracto de Erythroxylum
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coca esta influyendo fuertemente en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis. (El extracto de Erythroxylum coca explica 97 % de la inhibicion del

crecimiento de Porphyromonas gingivalis).

El valor de la concentracion minima inhibitoria (CMI) que inhibié el crecimiento
del 100 % de los cultivos de Porphyromonas gingivalis, en este estudio, fue
6.25 % de concentracion del extracto de Erythroxylum coca. Este hallazgo no
se puede comparar con otros estudios similares pues es un trabajo pionero en

la busqueda de esta CMI.

De acuerdo a los valores de sensibilidad en el Aromatograma segun
Duraffourd, para los resultados obtenidos en el Test de difusién en Agar (halos
de inhibicién de crecimiento de Porphyromonas gingivalis inferiores a 9mm),
resuelve que Porphyromonas gingivalis presenta sensibilidad nula (-) frente a
las diferentes concentraciones del extracto de Erythroxylum coca y sensibilidad
limite (sensibilidad : +) so6lo para la concentracion 100 % del extracto estudiado.
Esta aseveracion contradice la conclusiéon que se desprende de la prueba de
Dilucién en medio liquido, la cual expresa que el extracto de Erythroxylum
coca tiene la propiedad de inhibir el crecimiento in vitro de Porphyromonas
gingivalis a concentraciones iguales o superiores al 6.25 % del extracto (CMI :

6.25 %).

Los resultados del Test de difusion en Agar, nos indican una actividad nula del
extracto frente a la bacteria en estudio, posiblemente fueron influenciados por
la pobre difusion radial del extracto hidroalcohdlico desde los discos sobre el
agar, debido tal vez a la tensidon superficial y la naturaleza volatil del vehiculo

(Alcohol 96°). Sin embargo, los resultados de la prueba de dilucién en medio
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liquido, indican una mayor actividad (CMI : 6.25 %), posiblemente porque
durante el proceso de dilucidon existe una fuerte interaccion entre el extracto y la

bacteria, traduciéndose en un resultado mas confiable.
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VI. CONCLUSIONES

. El presente trabajo demostré que el extracto de Erythroxylum coca (hoja
de coca), tiene la propiedad de inhibir el crecimiento in vitro de la

bacteria Porphyromonas gingivalis.

. Los resultados determinaron que la minima concentracién de extracto
de Erythroxylum coca, capaz de inhibir el crecimiento in vitro de la

bacteria Porphyromonas gingivalis fue 6.25 %.

. Los resultados evidencian que en la prueba de dilucién en medio liquido,
la actividad antibacteriana in vitro del extracto de Erythroxylum coca

sobre Porphyromonas gingivalis, es mas efectiva.

. La prueba de dilucion en medio liquido es mas efectiva que el Test de

difusion en Agar, para evaluar la actividad antibacteriana in vitro del

extracto de Erythroxylum coca sobre Porphyromonas gingivalis.
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VIl. RECOMENDACIONES

. El extracto de Erythroxylum coca podria ser una alternativa
antibacteriana en el futuro, siempre y cuando se realicen estudios en
pacientes con diferentes patologias periodontales, evaluando

parametros clinicos como microbioldgicos.

. Realizar estudios con cepas de Porphyromonas gingivalis y otras
especies bacterianas asociadas a la progresion de la enfermedad

periodontal, aisladas de pacientes de nuestro medio.

. Estandarizar el extracto y los sistemas de medios de cultivos, para el
estudio de la actividad antibacteriana del Erythroxylum coca; pues la
especie y procedencia del extracto, asi como también los agares y

caldos de cultivo, tienen influencia en la actividad biolégica de éste.

. Analizar la composicion quimica del extracto de Erythroxylum coca, y
estudiar los componentes que estarian actuando en las propiedades

antibacterianas.

. Se recomienda el uso de pruebas de diluciéon y microdilucién en medios

liquidos, para evaluar la actividad antibacteriana in vitro de bacterias

anaerobias exigentes como Porphyromonas gingivalis,
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9.1

CUADROS DE CONSISTENCIA

IX. ANEXOS

COMPOSICION QUIMICA DEL EXTRACTO DE HOJA DE COCA (100 mg)?

Calorias
Agua
Proteina
Grasa
Carbohidratos
Fibra
Calcio
Alcaloides
Fésforo
Hierro
Vitamina A
Tiamina B1

Ribofavina B2

305
85¢g
18.8¢g
33g
443 g
133 g
1790 mg
0.5-1.5%
637 mg
26.9mg
10,999 Ul
0.58 mg

1.33 mg

Niacina
Vitamina C
Vitamina E
Vitamina B5
Vitamina B12
Acido félico
Biotina
Acido pantoténico
Yodo
Magnesio
Zing

Cobre

Sodio

3.73mg
1.40 mg
43.5 Ul
0.308 mg
1.05 mg
0.1lg
0.09 mg
0.68 mg
5.0 mg
213.0 mg
2.7 mg
1.21mg

40.6 mg

? Nutritional Value of Coca by James, David Aulik and Timothhy Plowman (En:
Botanical Museum Leaflets. Harvard University, Vol. 24, N° 6, 1975)
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COMPOSICION QUIMICA DE LA HOJA DE COCA (100 mg)®

Humedad 9.21 Caroteno 42.34
Extracto seco 0.79 Tiamina 0.16
Extracto etereo 4.53 Riboflavina 0.88
Hidrat. De carbono  49.62 Niacina 26
Proteina total 15.96 Vitamina C 16.7
Proteina digerible  12.39 Calcio 1550.7
Fibra cruda 13 Fosforo 209.7
Cenizas 7.68 Hierro 4.2
Arena y silice 1.55 Sodio 0.59
Alcaloides totales  0.821 Potasio 9.96

? Instituto Nacional de Salud e Instituto de Nutricidn de la Universidad Cayetano
Heredia Informe N° 296-82-DQF/NN




ENACO S. A

Empresa Nacional de la Coca S.A
Departamento de Control de

CERTIFICADO ANALISIS
PRODUCTO TERMINADO

N° 007-11-E

PRODUCTO :EXTRACTO DE COCA EI 70

MARCA : DELISSE

CODIGO DE PRODUCTO 522

LOTE N° :001-228

FECHA DE EMISION : 02/03/2011

ANALISIS ORGANOLEPTICO ESPECIFICACIONES RESULTADOS

ASPECTO LIQUIDO APROBADO

OLOR SUI GENERIS APROBADO

SABOR PROPIO APROBADO

COLOR MARRON VERDUZCO CONFORME
OSCURO

ANALISIS FISICOQUIMICO ESPECIFICACIONES RESULTADOS

RESIDUO SECO (%) 15—-20% 18.22 %.

pH (g%) 5.2-5.7 5.2

PESO ESPECIFICO (g/ml) 0.95 — 0.99 g/ml 0.9804

ALCALOIDES (g%) 0.6-1.2g% 0.8%

CONCLUSION: El producto analizado Extracto de Hoja de Coca EI 70, Lote: 001-228 cumple con las

especificaciones descritas para el producto
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- ENACO S.A.

Empresa Hacional de la Caca S 4

#263-1340 263-7219 FAX 263-7220

Av. Universitaria 602 Lima 32 Peru

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE PRODUCTO

EXTRACTO INTEGRAL DE HOJA DE COCA

NOMBRE
EI-70
CODIGO DEL 22

PRODUCTO

DESCRIPCION FiSICA

Apariencia: Liquido
Color marron verdoso oscuro;
Olor sabor: caracteristico

CARACTERISTICAS Extracto de coca con todos sus componentes: alcaloides,

ORGANOLEPTICAS flavonoides, taninos, saponinas, aceites esenciales,
aminoacidos.

CARACTERISTICAS pH 52-5.7

FISICO QUIMICAS

Residuo seco 15 —20%
Peso especifico 0.95 — 0.99 g/ml
Alcaloides 0.6 — 1.2 g%

APLICACIONES

En la industria farmacéutica y cosmética. En jabones la
cantidad sugerida es 5g%. en champu contra caspa y
seborrea 2%, Colutorios 10%.

VIDA UTIL ESPERADA

5 afios en condiciones de almacenamiento adecuadas.

Q.F: 5

QUiMIE%LF‘m}\CEUTICA CQFP N° 3638

DIRECTORA TECNICA
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9.2 INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL TEST DE DIFUSION

EN AGAR

HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Porphyromonas gingivalis

SEGUN LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE Erythroxylum coca.

SEMBRADO P. g

EN PLACA PETRI HALOS DE INHIBICION DEL
(AGAR SHACDLER) CRECIMIENTO BACTERIANO
DISCOS CON
(mm)
CONCENTRACION DISCO

COCA (100 ul)
PLACA PLACA PLACA PLACA PLACA

o | e | | e |
100 % 1
50 % 2
25% 3
12.5 % 4
6.25 % 5
3.13% 6
1.56 % 7
0.78 % 8
CONTROL (#) 9
CONTROL (-) 10
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL TEST DE DILUCION EN

MEDIO LIiQUIDO

CRECIMIENTO DE Porphyromonas gingivalis SEGUN LAS DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE Erythroxylum coca

SEMBRADO P. g

EN CALDO DE

CULTIVO CRECIMIENTO BACTERIANO
TUBO
AGAR BHI ENSAYO
(2.8 ml)
CONCENTRACION
EXTRACTO COCA (100 ul) GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
N° | Ne I Ne il N° IV N°V
100 % 1
50 % 2
25 % 3
12.5 % 4
6.25 % 5
3.13% 6
1.56 % 7
0.78 % 8
Control positivo 9
Control negativo 10

(+): Crecimiento bacteriano

(-) : Ausencia de crecimiento bacteriano
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9.3 CUADROS Y GRAFICOS

FLUXOGRAMA DE PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

A. Estandarizacion de la muestra

Vial ATCC
Cepa Porphyromonas
gingivalis

Agar Schacdler
enriquecido con sangre
de cordero

sembrado por agotamiento

Estandarizacion de la muestra

Caldo BHI
+

Porphyromonas gingivalis

Turbidez 0.5 escala Mc Farland
(0.5 x10° UFC/mL)

0O

(
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B. Test de

difusién en agar

Muestra estandarizada

)
N_
Caldo BHI Turbidez 0.5 escala Mc Farland
+ — (0.5 x108 UFC/mL)
Porphyromonas gingivalis
—

Discos papel filtro embebidos
con Extracto
Erythroxylum coca

Sembrado por agotamiento
Porphyromonas gingivalis

Agar Schacdler
enriquecido con sangre
de cordero
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Prueba
de dilucion en medio liquido
Muestra estandarizada
"
N
Caldo BHI Turbidez 0.5 escala Mc Farland
+ — (0.5 x10® UFC/mL)
Porphyromonas gingivalis
—
CALDO BHI Porphyromonas gingivalis EXTRACTO DE Erythroxylum coca
(2.8mL) (10001L) (10001L)
N N YN N AN VY N ) Y )
N N N N NN N N N N
— @ — @ Y @ Y @ @
N— Ne— Ne— Ne— Ne— N1 N N—1 Ne— N
— — — — N - — — -
100% 50% 25% 12.5% 6.25% 3.13% 1.56% 0.78% Control Control
m (+) )
CMI
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9.4 TABLAS DE INTERPRETACION DE DATOS

Halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis segun

las diferentes concentraciones del extracto de Erythroxylum coca

Concentraciones del extracto de Erythroxylum coca (%)

HALOS | 0.78% | 0.56% 3.13% | 6.25% 12.5% 25% | 50% A 100% | Alcohol C'Zf:aex‘
96° i

0.12%

5 mm

6 mm

7 mm

8 mm

9 mm

12 mm

14 mm

15 mm

total

media
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Crecimiento de los aislados de Porphyromonas gingivalis en relacion a la

concentracion de los extractos de Erythroxylum coca

Concentracion de Erythroxylum coca

"
CRECIMIENTO
AISLADOS | 078 | 156 3.13 625 125 25 50 | 100 Con  Con

Porphyromona

s gingivalis % % % % % % % % trol trol
) )
(+)
(-)
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9.5 FOTOGRAFIAS

Fotografia N° 01 Materiales para el sembrado de la muestra
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. A

Fotografia N° 03 Sembrado de Porphyromonas gingivalis en AgarSchadler
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Fotografia N° 05 Discos de papel con extracto de Erythroxylum coca
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Fotografia N° 07 Jarra de anaerobiosis
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Fotografia N° 09 Crecimiento de Porphyromonas gingivalis en caldo BHI
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Fotografia N° 10 Crecimiento de Porphyromonas gingivalis (sedimento)

y

1:27 AGO/31/2011

Fotografia N° 11 Halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis
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Fotografia N° 12 Halos de inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis

! GOICOCHEA, A., en 1954,
> CORONEL, M.,

> AGUILAR

*caMm

®> solano

® GALVEZ

” borrovic

®11 ac
°(26 ac)
(27 ac)
(28 ac)
(29 ac),(
¥30ac)
(31 ac)
(25 ac)

16
moore
17 .
minsa

'® (44 bib pasta herbl)
(32 ac)

*(33 ac).

(34 ac)

2 (35 ac)

2 (36 ac)

*(37 ac)

» 7P CH.

%% 37 P CH.
*’ 38 P CH.
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*® 8 PCH.

*° porph odtl unmsm2011

30 Referncia 46 de porph odtl sm2011
*! 35 P CH.

241 P CH.

* 36 P CH.

** 44 P CH.

* 10 P CH.

*® 66 P CH
* 68 P CH
*(78 ac
*(79 ac
(85 ac
(86 ac
(92 ac
*(81 ac
* (88 ac)

* (bibl lib harina de coca ant brack)
* (97 ac)

* (autor harina coca Ciro Hurtado)
* ( fern cavss mol lib harin cca)

* 136 P CH

— N N N N N
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