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l. INTRODUCCION

Las plantas medicinales desde tiempos antiguos han sido consideradas como el
primer recurso terapéutico para tratamientos o manutencion de la salud, como medicina
casera. Desde entonces estos conocimientos han evolucionado y las plantas han pasado
a constituir importantes fuentes de productos naturales biolégicamente activos.
Estudiando su actividad en el organismo e identificando su caracter terapéutico se podra

avalar los usos que la medicina popular les atribuye.

El “romero” es un arbusto que fue introducido a América por los espafioles en el
siglo XVI. También fueron trasmitidos los conocimientos sobre sus propiedades
medicinales como el que las hojas mascadas y mescladas con sal curaban heridas.
Actualmente a esta planta se le atribuyen propiedades medicinales; antiespasmadico,
diurético, tonico cerebral, frotaciones, etc. Tiene poco uso en el area de la salud oral, por

ello desarrollaremos una posible aplicacion en la salud bucal.

La condiciéon de Salud Bucal en el Peru, atraviesa una situacion critica debido a la
alta prevalencia de enfermedades odontoestomatolégicas, tenemos asi que la prevalencia
de la enfermedad periodontal es de un 85 %, constituyendo un problema de salud
publica.Teniendo en cuenta que nuestra poblacién necesita alternativas de costos
reducidos y a la vez un beneficio en el tratamiento de dichas afecciones, lo que haria
accesible a las clases mas populares. Lo que ha motivado la realizacion de esta

investigacion, dirigida a comprobar el efecto antibacteriano del romero.

El presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto antibacteriano “in vitro”
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) sobre la flora bacteriana de

bolsa periodontal.



. PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1 AREA PROBLEMA

El ser humano desde tiempos remotos ha usado a las plantas para satisfacer sus
necesidades y una de ellas es su salud. Mediante el ensayo error, a través del tiempo
llego a determinar las propiedades curativas de algunas plantas. Estos conocimientos

fueron trasmitidos a través del tiempo y espacio a las generaciones actuales.

La medicina tradicional peruana, herencia de tiempos precolombinos, sigue siendo
la primera instancia de consulta y tratamiento en gran parte de nuestro pais. En ella las
plantas medicinales ocupan un rol muy importante, con una variada flora de

aproximadamente 80,000 especies.’

Las plantas medicinales son usadas en la odontologia de dos maneras: una
mediante la informacién que la medicina tradicional provee y otra bajo la forma cientifica
mediante preparados tales como pasta dental, pasta tépica, enjuagues bucales,
colutorios, etc... para el tratamiento de gingivitis, aftas, odontalgias, procesos

inflamatorios; como fungicidas y antibacterianos.?

Las enfermedades periodontales son altamente prevalentes, por ejemplo la
periodontitis cronica se inicia y es mantenida por la presencia de placa microbiana, el cual
aloja diversos microorganismos encargados de desencadenar una destruccion del tejido
periodontal. El tratamiento consiste basicamente en la remocion mecanica de la placa
dental supragingival y subgingival, ademas del uso de agentes antimicrobianos tales

como clorhexidina, importante como coadyuvante en la primera fase de la terapia
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periodontal; sin embargo, se plantea el desafio de buscar nuevas alternativas en agentes

antimicrobianos y una disminucion de las reacciones adversas que estos presentan.

La planta Rosmarinus officinalis L. conocida usualmente como romero, es conocida
dese la antigliedad por sus usos medicinales, estudios recientes le dan propiedades

antimicrobianas y antioxidantes.>'"121328

2.2 DELIMITACION DEL AREA PROBLEMA

El “romero” es un arbusto perenne aromatico, perteneciente a la familia Labiatae,
caracterizada por tener aproximadamente 1.5 metros de altura, los tallos jovenes que se
vuelven lefosos al madurar, presenta pequefias flores agrupadas en densas ramas
terminales®. Tiene propiedades analgésicas, espasmolitico, antiinflamatorio, antifiingico y
posible propiedad antineoplasica.> ® El “romero” es una especie vegetal comln en la
peninsula Ibérica y, en general, en toda la cuenca mediterranea’. Llega al Pert en el siglo

XVI. En el Pert crece en la costa, sierra y la selva hasta los 3500 msnm®.

Las enfermedades periodontales representan infecciones mixtas de los tejidos
periodontales, causadas principalmente por bacterias anaerobias gramnegativas®. La
profundizacién del surco gingival que se produce durante estas infecciones coincide con
una proliferacion bacteriana importante, desafiando al sistema inmunitario, generando una

respuesta local y una respuesta sistémica del huésped™’.

En investigaciones in vitro con aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero)
ha demostrado tener actividad antibacteriana frente a bacterias de la cavidad oral como:

Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium
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nucleatum, Streptococcus mutans, y Streptococcus sobrinus™. También el extracto de
R.officinalis a demostrado actividad antibacteriana contra S. mutans, S. aureus, S. casei'?
y en Streptococcus mitis estdndar de ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC
10556, Streptococcus mutans ATCC 25175, Estreptococcus sobrinus ATCC 27609 y

Lactobacillus casei®®

El presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre flora bacterias de bolsa

periodontal.

2.3 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Existe Actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con

bolsa periodontal?

2.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.4.1 Objetivo general

e Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis (romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias

frecuentes en pacientes con bolsa periodontal.
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2.4.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) a una concentracion de 25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml
sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con bolsa

periodontal.

e Comparar la actividad antibacteriana de las tres sustancias de
experimentacion, mediante la medida del diametro de los halos de inhibicion
generados por el extracto etandlico de R. officinalis a diferentes
concentraciones, sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en

pacientes con bolsa periodontal.

2.5 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Las enfermedades periodontales tienen una prevalencia de un 85 %, constituyendo
un problema de salud publica en el Peri." su tratamiento es apoyado por el uso de
antisépticos tipo colutorio que tienen una probada actividad antimicrobiana contra las
bacterias de la cavidad oral, pero también han manifestado efectos secundarios adversos,
no satisfaciendo completamente los requerimientos para el tratamiento de la enfermedad
periodontal.

Las plantas medicinales son consideradas importantes fuentes de productos
naturales biolégicamente activos que se constituyen en precursores para la sintesis de
farmacos. Son también considerados como recursos terapéuticos para el tratamiento o
manutencion de la salud como medicina casera, principalmente en naciones en vias de

desarrollo.

13



Debido a que Rosmarinus officinalis ha demostrado tener actividad antibacteriana
en estudios realizados en bacterias del tracto gastrointesitinal,’'®'"" de la cavidad
oral'"'2'8 etc. Encontrandose pocas investigaciones en bacterias de bolsa periodontal,
es necesario determinar su caracter bactericida o bacteriostatico para las bacterias que
afectan al tejido periodontal.

En el presente estudio se evaluara la actividad antibacteriana del extracto de R.
officinalis frente a bacterias periodontopatégenas de la cavidad oral; su desarrollo
permitira encontrar otras alternativas para el control del biofilm dental en el tratamiento
de la enfermedad periodontal. Ademas encontrar una forma de disminuir los efectos

secundarios de los antisépticos orales en el tratamiento de la enfermedad periodontal.

2.6 LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

De la revision realizada se observa que en el pais no existen investigaciones
sistematizadas de la actividad fitofarmacolégica de la planta medicinal Rosmarinus

officinalis (romero) en el campo odontoldgico.
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M. MARCO TEORICO
3.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Teixeira L. (2012). Determin6 la accion antimicrobiana in vivo del extracto de R.
officinalis Linn, en bacterias orales presentes en la biopelicula. Realizé un estudio con 11
voluntarios, quienes realizaron un enjuague bucal con las siguientes soluciones: placebo;
clorhexidina al 0,12 (control positivo) y extracto de R. officinalis Linn, en 3 fases de 14
dias cada uno. El indice de higiene oral simplificado se utilizé para determinar la accion de
las soluciones en la biopelicula. Después del uso de clorhexidina, el 64 % de los
voluntarios presento buena higiene y menos del 36 % limpieza regular, con una media de
1,16. Después de usar extracto de R. officinalis el 54 % presento buena higiene y 45 %

limpieza regular, con una media de 1,3."

Pinheiro M. y Col. (2012). Evaluaron la actividad bacteriostatica y bactericida de
tinturas hidroalcéholicas de Rosmarinus officinalis, Calendula officinalis, Mikania
glomerata, demostrando su accion bacteriostatica y bactericida a bajas concentraciones,
sobre Streptococcus mutans y Streptococcus oralis. Entretanto la actividad antimicrobiana

de clorhexidina fue superior a las tinturas.

Dalirzani Z. y Col. (2011). Evaluaron el efecto antimicrobiano de diez extractos de
hierbas (tomillo, menta, ajo, canela, manzanilla, arbol de té, clavo, hierbabuena, salvia y
romero) en Streptococcus mutans cepa estandar ATCC-1683, comparado con
clorhexidina. La sensibilidad antimicrobiana de los extractos se determind por el método
de difusién en disco estandar retirados a una hora de secar e incubados por 24 h en agar
sangre. La media de la zona de inhibicion el extracto etandlico de “romero” fue (11,52 +

0,96) significativamente menor a clorhexidina (14.07 £1.70).%°
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Volcédo L. y Col. (2011). Evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli O157:H7 Enterococcus faecalis y
Entorobacter aerogenes. El aceite esencial mostré6 mayor actividad antimicrobiana en
Enterococcus faecalis Gram-positivo y Enterobacter aerogenes bacilo Gram-negativo.
También mostraron inhibicion del crecimiento de Escherichia coli O157:H7 a mayor

concentracion del aceite esencial.”

Mahmoudvand M. y Col. (2011). Evaluaron las propiedades insecticidas mediante
la toxicidad fumigante de algunos aceites esenciales sobre las plagas de productos
almacenados; los valores de Chemical concentration that kills 50% of a sample population
(LC50) de R.officinalis en adultos de polillas de P. interpunctella después de 24 horas
tuvo toxicidad fumigante de 0,93 pyL L-1 aire. La tendencia de la mortalidad de P.

interpunctella aumentoé después de 12 horas hasta en un 80 %.?'

Castafio H. y Col. (2010). Evaluaron la actividad bactericida del extracto etandlico
y del aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis sobre microorganismos de interés
alimentario: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Shigella
sonnei, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus vy
Lactobacillus plantarum. EI aceite esencial exhibi6 un amplio espectro de accién
antimicrobiana tanto para bacterias Gram positivas como Gram negativas. El extracto
etandlico mostré actividad antimicrobiana contra las bacterias S. sonnei, S. typhimurium y

L. monocytogenes. '
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Battagin J. (2010). Evalu6 el efecto inhibitorio in vitro de extractos vegetales de
Rosmarinus officinalis Linn (romero), Camelia sinensis (t&¢ verde) y llex paraguariensis
(mate) sobre la actividad glucosiltransferasa y sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans. El extracto acuoso de Rosmarinus officinalis (romero) a concentraciones por
encima de 4mg/ml mostré una inhibicion significativa de la actividad de GTF (50 — 75 %).
los extractos ensayados no fueron capaces de inhibir el crecimiento de Streptococcus

mutans (absorbancia > 0.05)%.

Hussain A. y Col (2010). Evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis por el método de difusiéon en disco (15 uL) contra cepas de
Staphylococcus aureus (NCTC 6571), Bacillus cereus (ATCC 11778), B. subtilis (NCTC
10400), Bacillus pumilis (tipo salvaje), Pseudomonas aeruginosa (NCTC 1662),
Salmonella Poona (NCTC 4840), Escherichia coli (ATCC 8739) y amphicilin resistentes
Escherichia coli (NCTC 10418). Encontrando zonas de inhibicién de 22.0, 24.2, 23.0,
18.0, 17.0, 17.5, 14.3, 12.8 mm respectivamente. La actividad de ciprofloxacino (25

ug/disco) siempre fue en un 20 % a 50 % mayor que el del aceite esencial.”®

Rojas J. y Col. (2010). Evaluaron la actividad anti Tripanosoma cruzi en
epimastigotes cultivados en medio LIT, incubados por 48 horas a 37 °C en un incubadora
humidificado con CO2 al 5 %. El cristal violeta se utiliz6 como control positivo. El aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (romero) exhibi6 moderada actividad inhibitoria, con

CI50 de 120,23 a 346,74 ug/mL.%*

Arévalo Y. y Col. (2009). Evaluaron la actividad antileishmanial de trece aceites
esenciales de diferentes familias de plantas colombianas sobre los promastigotes de L.

braziliensis. Tuvo como control positivo a la pentamidina con una concentracion efectiva
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(1,53 +/- 0,01 ug/mL). De los aceites esenciales R. officinalis mostré el mayor efecto
antiparasitario sobre los promastigotes a una concentracion efectiva (17,4 +/- 0,43

ug/mL).®

Monroy A. y Col. (2009). Evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis in vitro contra Listeria monocitogenes, Salmonella
typhi y Staphylococcus aureus, donde encontrd una inhibicién del 90 % de las UFC, al
utilizar una concentracién minima inhibitoria de 0.8 mg/ml, 1.2 mg/ml y 1.2 mg/ml
respectivamente. También evalu6 in situ utilizandolos en un batido carnico (1.0%, 0.5 %)
donde mediante un conteo encontrd la disminucion del numero de mesodfilos y coniformes

totales.?®

Ardila M. y Col. (2009). Evaluaron la actividad antibacteriana frente a Clostridium
perfringens (cepa ATCC: 13124), por el método de Kirby Bauer en agar SPS utilizando la
vancomicina (30 ug/ml) como control. El extracto de Rosmarinus officinalis (romero) fue
disuelto en hexano-acetona, esta solucion presentd un diametro de inhibicion (14,4 mm)

cercano al de la vancomicina (14,5 mm)?’

Barni M. y Col. (2009). Evaluaron la eficiencia antibacteriana de un extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis que contiene altas concentraciones de polifenoles
antioxidantes, en dos modelos de infeccién en piel de ratén: superficial y subcutaneo
contra Staphylococcus aureus. Los resultados evidenciaron la acciéon bacteriostatica del
extracto de R. officinalis que contiene un 2,3% de polifenoles activos y la accion
bactericida del extracto que contiene un 4,6% de polifenoles activos contra la bacteria

patégena S. aureus en los dos modelos de infeccién en piel de ratén.?®
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Alves M. y Col. (2008). Estudiaron la actividad antimicrobiana de Rosmarinus
officinalis sobre especies de microorganismos predominantes en el biofilm supragingival.
Las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 9811),
Setreptococcus sobrinus (ATCC 27609) y Lactobacillus casei (ATCC 7469) demostro ser
susceptible a la accion del extracto hidroalcoholico de Rosmarinus officinalis
observandose halos de inhibicion de 11 a 20 mm. El extracto no presento actividad
antimicrobiana sobre la cepa de Streptococcus sanguis (ATCC 10557). Comparado con
el control positivo, clorhexidina 0,12 %, se observd que también inhibe el crecimiento

bacteriano en todas cepas analizadas con halos de inhibicién que varian de 11 a 18 mm."?

Silva M. y Col. (2008). Determinaron la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcoholico de Rosmarinus officinalis in vitro usando el método de difusion en pocillos
en agar Miller Hinton, frente a cepas estandar de: Streptococcus mitis ATCC 98811,
Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Estreptococcus sobrinus ATCC 27609 y Lactobacillus casei ATCC 7469. Se observo
halos de inhibicion del crecimiento bacteriano de 11 a 18 mm. a excepcion de
Streptococcus mitis ATCC 98811. Clorhexidina al 0,12 % presentd halos de inhibicion de

10 a 24 mm para todas las cepas.™

Valones M. y Co. (2008). Determinaron la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis a través del método de difusion en agar en medio BHI,
utilizando las bacterias Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus
ATCC 9811 y Lactobacillus casei ATCC 7469. El extracto puro de Rosmarinus officinalis

mostré halos de inhibicién para S. mutans y S. aureus de 16 mm y para L. casei de 17
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mm en una dilucion de 1:8 fueron observados halos de 14, 13 y 12mm respectivamente.

Para clorehexidina estos halos fueron de 14, 17 y 25 mm respectivamentezg.

Genena A.y Col. (2008). Evaluaron la actividad antioxidante, antibacteriana y
anti fungica del extracto de R. officinalis. Se usé una técnica para la obtencion del extracto
llamada: Extraccion con fluidos supercriticos (SFE), técnica eficaz para la separacion de
compuestos activos de las hierbas. El extracto de R. officinalis mostro mayor actividad
antibacteriana contra las bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Bacillus cereus ATCC 11778) el extracto se hizo mas eficiente con el paso tiempo de
extraccion (MIC 0.25 y 0.125 mg/ml respectivamente). También mostré un efecto contra
las bacterias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853) con un MIC = 1.0 mg/ml. El extracto obtenido en los primeros 60 minutos no
presentd actividad antifungica suficiente para inhibir el crecimiento de C. albicans (MIC >
2.0 mg/ml), pero el obtenido con un periodo de extraccion creciente este llegd a presentar

actividad (MIC= 0.5 mg/ml).*°

Hentz S. y Col. (2007). Evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de aceite
esencial de R. officinalis contra Salmonella sp. Usando como control positivo
sulfametoxazol, norfloxacina, neomicina. El aceite esencial comercial de Rosmarinus
officinalis solo presenta actividad inhibitoria ante Salmonella sp. cuando es usada al 100

% de su concentacion.®'

Cordeiro C. y Col. (2006). Desarrollaron un enjuague bucal que contenia extractos
hidroalcohdlicos de Rosmarinus officinalis, Plantago major, Tabebuia impetiginosa,
Achillea millefolium y Nasturtium officinale. La actividad antibacteriana in vitro se evaluo

frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis y
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Pseudomonas aeruginosa. Todas las bacterias fueron inhibidas por los extractos del
colutorio, la especie S. aureus y B. subtilis mostraron aparentemente mayor

sensibilidad."

Takarada K. y Col. (2004). Investigaron los efectos antibacterianos de distintos
aceites esenciales sobre algunas bacterias periodontopatégenas y cariogénicas como
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum, Streptococcus mutans, y Streptococcus sobrinus. El aceite esencial de R.
officinalis inhibi6 la capacidad de adherencia de S. mutans, ademas inhibi6 el crecimiento
de las bacterias Gram-negativas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y F.

nucleatum.

Nascimento G. y Col. (2000). Evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de
algunos extractos de plantas vy fitoquimicos contra microorganismos antibioticos
susceptibles y antibidticos resistentes como; levadura Candida albicans, cinco bacterias
sensibles; Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis y Proteus spp y ocho bacterias resistentes a antibioticos aisladas del
ambiente hospitalario; 2 muestras diferentes Klebsiella pneumoniae, Shigella spp, Proteus
spp, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus. Para el extracto etandlico de R. officinalis se observé actividad
antibidtica de un 33 % de inhibicién de los microorganismos susceptibles y 0 % para los

microorganismos resistentes.>
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3.2 BASES TEORICAS

3.2.1 ENFERMEDAD PERIODONTAL

El periodonto es un conjunto de estructuras tisulares que constituyen una unidad de
desarrollo, bioldgica y funcional. Conformado por la encia, el cemento radicular, el hueso
alveolar y el ligamento periodontal. La funcién principal del periodonto consiste insertar el
diente al tejido 6seo de los maxilares y en mantener la integridad en la superficie de la

mucosa masticatoria de la cavidad bucal.™

El término de enfermedad periodontal alude a procesos patoldgicos que alteran las
estructuras del periodonto y estos procesos pueden reunirse en dos grandes grupos: la
gingivitis y la periodontitis. Las gingivitis incluyen procesos que afectan la encia; es una
inflamacion de los tejidos blandos que rodean al diente sin extenderse al cemento el
ligamento periodontal y el hueso alveolar. Las periodontitis son procesos que
comprometen todas las estructuras del periodonto y son una familia de patologias que

difieren en su etiologia, historia natural, progresién y respuesta al tratamiento.

La etiologia de las periodontitis es multifactorial. En ellas intervienen los
microorganismos y un hospedero susceptible. Los microorganismos actuan como factores
etiolégicos esenciales e iniciadores del proceso infeccioso; ellos son los productores de
los factores de virulencia que modulan la respuesta inmune; la susceptibilidad del
huésped a las EP es afectada por los factores de riesgo de tipo ambiental, sistémico,

genético, entre otros.*
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3.2.1.1 CLASIFICACION DE L A ENFERMEDAD PERIODONTAL

Una convencion realizada en el aino 1999 recibié la tarea especifica de revisar la
clasificacion de las enfermedades periodontales, en el Workshop on the Classification of
Periodontal Diseases, 1999. La nueva clasificacion resultante comprende ocho categorias

principales:*
l. Enfermedades gingivales.
A. Enfermedades gingivales inducidas por el biofilm.

B. Enfermedades gingivales no inducidas por el biofilm.

1. Periodontitis cronica.

. Leve (perdida de insercion clinica: 1 —2 mm)

o Moderada (3 — 4 mm de pérdida de insercion clinica)
) Severa (= 5 mm de perdida de insercion clinica)

A. Localizada (menos de 30 % de los sitios afectados)
B. Generalizada (mas de 30 % de los sitios afectados)

M. Periodontitis agresiva.

o Leve (pérdida de insercion clinica: 1 — 2 mm)

) Moderada (3 — 4 mm de pérdida de insercion clinica)
) Severa (= 5 mm de perdida de insercién clinica)

A. Localizada (menos de 30 % de los sitios afectados)
B. Generalizada (mas de 30 % de los sitios afectados)
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A.

V. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.

Asociada con enfermedades hematoldgicas.
Asociada con desordenes genéticos.

Otras no especificas.

V. Enfermedades periodontales necrosantes.
Gingivitis ulceronecrotizante (GUN)

Periodontitis ulceronecrotizante (PUN)

VI. Abscesos del periodonto.

Absceso gingival.

Absceso periodontal.

Absceso coronal.

VII. Periodontitis asociada con lesiones endoddnticas.

VIIl. Deformidades y afecciones de desarrollo o adquiridas.

Factores relacionados al diente que modifican o predisponen a gingivitis o

periodontitis asociada a biofilm.

B.

C.

D.

Deformidades y condiciones mucogigivales alrededor del diente.
Deformidades y condiciones mucogingivales en rebordes alveolares.

Trauma oclusal.
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3.2.1.2 PERODONTITIS CRONICA

Las enfermedades gingivales y periodontales aquejan al ser humano desde
comienzos de la historia. Estudios paleontolégicos indican que la enfermedad periodontal
afectd a los primeros seres humanos de culturas tan distintas como el antiguo Egipto y la

América precolombina.®®

Historia

La periodontitis cronica antes conocida como “periodontitis del adulto” o
“periodontitis crénica del adulto”. Aunque la periodontitis cronica se observa mas a
menudo en adultos, puede aparecer en nifos y adolescentes, ante la presencia de
factores sistémicos o ambientales que pueden modificar la reaccion del huésped a la
acumulacién croénica de placa. Esta observacion sustentd el cambio de denominacion, de
periodontitis “del adulto”, que sugiere que la anormalidad inducida por placa solo se
observa en adultos, a una descripcion mas incluyente de periodontitis cronica, que puede

surgir a cualquier edad.*

A lo largo de la historia de la periodoncia se han sucedido clasificaciones de las
enfermedades periodontales, la del afo de 1989 en el World Works hop in Clinical
Periodontics en Princeton (EEUU), Esta clasificacion tenia un caracter marcadamente
clinico que no satisfacia a todos. Es por ello que se han ido sucediendo distintas
clasificaciones, de consenso, en los diferentes workshops europeos y estadounidenses,
teniendo como luz a los conocimientos mas actualizados sobre etiologia, patogénesis y

tratamiento de estas enfermedades.
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En el World Workshop de 1989, se denomind periodontitis del adulto a aquel
paciente que presentaba enfermedad periodontal a partir de los 35 afios, con reabsorcion
Osea lenta y predominantemente horizontal. Unos afios mas tarde, en Europa se llega al
consenso de otra nueva clasificacion en el European Workshop de 1993, en el que la
periodontitis del adulto esta descrita como un factor primario, y no es hasta el World
Workshop de 1999 que se sustituye por el nombre de periodontitis crénica ya que esta
enfermedad puede ocurrir sobre un rango muy variable de edades y a pesar de su ritmo
generalmente lento de progresion, algunos individuos presentaban periodos cortos de

exacerbacion.®’

Definicién

La periodontitis cronica es una enfermedad infecciosa que produce inflamacion en
los tejidos de soporte de los dientes, pérdida de insercidn progresiva y reabsorcién ésea
del hueso alveolar de los maxilares, la formacion de bolsas periodontales o la recesion
gingival suele ser una secuela del proceso de la afeccion. Esta enfermedad se puede

presentar a cualquier edad. *°

La periodontitis cronica se inicia como gingivitis durante la pubertad o poco después
de ella, pero los sintomas como pérdida 6sea y de insercion no se observan hasta mas
tarde. Aunque la periodontitis crénica se inicia y es mantenida por la presencia de placa
microbiana, los mecanismos de defensa del huésped tienen un papel esencial en su

patogenia y en la susceptibilidad intrinseca del paciente para esta enfermedad. "
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Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud en un informe del 2007. En América central y
América del sur, la prevalencia total de enfermedad periodontal grave varia entre 4 % y 19
%. En la Region estas variaciones son debidas, en parte, a diferencias metodoldgicas
mas que a variaciones geograficas. La enfermedad periodontal tiene factores de riesgo
comunes para trastornos o afecciones no transmisibles, tales como tabaquismo,
malnutricién, consumo excesivo de alcohol, estrés, diabetes mellitus y otros trastornos

sistémicos. **

Albandar y Rams, en el afio 2002, muestra que la periodontitis cronica es la forma
mas frecuente de periodontitis, la prevalencia y severidad aumentan con la edad, y que

las formas severas afectan Unicamente a un pequefio porcentaje de la poblacion. %

En el Peru en un estudio realizado para determinar la prevalencia de enfermedades
periodontales, factores de riesgo y su consecuente necesidad de tratamiento en 263
varones entre 17 y 21 afos. La prevalencia de los hallazgos fue como sigue: de calculos
dentarios fue de 77,4 %, de profundidad al sondaje (entre 4-5 mm) fue de 22,4 %,
hemorragia al sondaje de 0,4%, pérdida de fijacion entre 4-5 mm fue de 21,5 % y entre 6-

8 mm fue de 1,1 %.%°

En México en un estudio realizado en 630 pacientes de ambos géneros de 30 afios
de edad a mas. La prevalencia de la periodontitis crénica en este estudio fue del 67.2 %,
la severidad o el promedio de pérdida de insercion por sujeto fue de 2.29 mm vy la

extension de la enfermedad, el porcentaje de sitios afectados por sujeto fue del 57 %.*°
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Patogénesis

Los procesos patogénicos de la enfermedad periodontal son principalmente el
resultado de la respuesta del huésped a la destruccion tisular inducida por los
microorganismos. Estos procesos destructivos se inician por las bacterias, pero se
propagan mediante las células del huésped, de manera que, lo que provoca la destruiciéon
tisular es la respuesta de este ultimo, mediante la produccién de enzimas que destruyen

los tejidos.*'

El modelo actual establece que las bacterias periodontopatégenas al ingresar
desencadena una serie de respuestas en el hospedero. Una respuesta inmediata es el
reclutamiento y migracion de los PMNSs, neutrdfilos al sitio de infeccidon periodontal. Si
estas células inflamatorias son capaces de contener y eliminar los patégenos causales y
sus productos (como el LPS o lipopolisacarido de las bacterias gran negativas) via
fagocitosis y mecanismos de eliminacion intracelular, la enfermedad se limita a gingivitis.
Si estos mecanismos fallan y los patégenos o sus productos penetran los tejidos del
hospedero, la enfermedad se convierte en periodontitis. La produccién de IL - 1B, TNF- a
y PGE; en respuesta al LPS bacteriano lleva a la reabsorcion O0sea a través de la
activacion, proliferacion y diferenciacion de los osteoclastos y clinicamente se establece

con la formacién de la bolsa periodontal y la pérdida de hueso alveolar.

Tratamiento
La Academia Americana de Periodoncia en el 2005 - 2006 aconsejoé el seguimiento

de una serie de pautas para el tratamiento de la periodontitis cronica:*?
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1. Tratamiento mecanico: Raspado supra y subgingival.

2. Instrucciones de higiene oral.

3. Raspado y alisado radicular.

4. Reevaluacion.

5. Cirugias:

* Terapia resectiva: Cirugia a colgajo con o sin osteotomia, amputacion radicular.

* Terapia regenerativa.

* Terapia mucogingival.

6. Estricto programa de mantenimiento.

7. Se puede optar por diagndstico microbiolégico y la prescripcion de un antibiético

adecuado.

3.2.1.3 Microorganismos de la placa dental relacionados con la etiologia de la

periodontitis crénica

Biopelicula

En cualquier parte de la naturaleza una biopelicula es una comunidad microbiana
sésil, caracterizada por células irreversiblemente unidas a un sustrato o interfase y entre
si, embebidas en una matriz extracelular de sustancias polimerizadas por ellas y que
exhiben un fenotipo alterado con respecto al grado de multiplicacion celular y transcripcion
de genes.® La caracteristica de las biopeliculas es que resisten a los antimicrobianos

locales y sistémicos, al estrés ambiental y a las defensas del hospedador.
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Los microorganismos que causan las enfermedades periodontales residen en las
biopeliculas que existen sobre los dientes o sobre las superficies periodontales. La
biopeliculas provee un medio protector para la colonizacién de microorganismos vy
promueve las propiedades metabdlicas que no seria posible si las especies existiesen en

un estado platénico.™

Placa subgingival

La biopelicula subgingival esta ubicada a nivel del espacio del surco gingival el cual
se encuentra escasamente colonizado, sin embargo la cantidad y la diversidad de
microorganismos aumenta con la evolucion de la enfermedad. Con la acumulacion y la
maduracion de la biopelicula supragingival, se producen cambios inflamatorios que
modifican las relaciones anatdmicas entre el margen gingival y la superficie dentaria, y el
resultado es un nuevo ambiente ecoldgico, protegido por el medio bucal supragingival y

con acceso al fluido gingival.*

El desarrollo de la placa subgingival se lleva a cabo segun el clasico esquema de
colonizacion, sucesion y asociaciones microbianas de Socransky, describieron cinco
complejos microbianos, las diferencias entre salud y enfermedad se basan en la
asociacion y en el predominio de dos complejos de gramnegativos. Ambos complejos
estan compuestos de especies consideradas como los agentes etiolégicos mas
importantes de las enfermedades periodontales que son prevalentes en la pelicula

subgingival asociados con gingivitis y periodontitis.™

30



3.2.1.4 Patdgenos asociados a periodontitis cronica:
En las muestras de placa subgingival humana se encuentran hasta 300 o 400
especies bacterianas, de todas ellas posiblemente 10 - 20 especies intervienen en la

patogenia de la enfermedad periodontal destructiva*®

Estudios realizados describen la microflora mas frecuente hallada en pacientes con
periodontitis cronica como el encontrado por Mujica y col (2010), mediante el uso de
reacciones individuales de PCR, en 67 pacientes con periodontitis cronica sin tratamiento
periodontal previo; observo fragmentos especificos para P. gingivalis (31 %), T. denticola
(58 %), F. nucleatum (90 %), T. forsythia (30 %) y A. actinomycetemcomitans (16%), este
ultimo de menor prevalencia se encuentra asociado principalmente a la periodontitis
agresiva.®” Ardila y col ( 2012), investigé la composicién de la microflora subgingival de
76 pacientes con periodontitis cronica. Los microorganismos mas prevalentes fueron P.

gingivalis (64,4 %), F. nucleatum (46.3 %) y P. intermedia/nigrescens (44,3 %).*

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Es un cocobacilo gramnegativo, requiere, de la presencia de CO; para su desarrollo
en un porcentaje del 5 — 10 %, no produce esporas, forma colonias de aproximadamente

0.5 — 1 mm de diametro, tiene forma circular, transparente de bordes irregulares.

Elabora un numero de factores de virulencia, tales como leucotoxinas, bacteriocinas,
factor inhibidor de quimiotaxis, factor inmunosupresor, factor cititoxico, proteinas unidas a
los receptores Fc, lipopolisacaridos (LPS), colagenasa, epiteliotoxina; es citotoxico para
los leucocitos polimorfonucleares. Los lipopolisacaridos (LPS) es una endotoxina que

estimula a los macrofagos a producir IL ( IL — a1, IL — B1) y factor de necrosis tumoral,
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factores involucrados en la inflamacion de los tejidos y reabsorcién dsea, los macrofagos
que migran a los sitios infectados con Aa. Seran estimulados a producir citosinas que

estaran involucradas en la inflamacion gingival y la reabsorcién de hueso.*

Se ha demostrado que A. actinomycetemcomitans posee la capacidad de invadir
células epiteliales gingivales humanas y células endoteliales vasculares humanas
cultivadas in vitro y células epiteliales vestibulares in vivo. Ademas, en algunos estudios
inducia a muerte celular por apoptosis. Este microorganismo se ha aislado de lesiones
periodontales crénicas pero con menor frecuencia y en menor concentracion que en

sujetos con PAL.™

Porphyromonas gingivalis

Los aislamientos de esta especie son bacilos anaerobios gramnegativos
asacaroliticos e inmoéviles cuya morfologia varia entre cocoide y bacilar corta, es un
miembro del muy investigado del grupo de “Bacterioides de pigmentacion negra”. Los

microorganismos de este grupo forman colonias de color pardo a negro

Esta especie presenta una elevada correlacién con la progresion de la enfermedad,
severidad y pérdida de hueso. Produce un gran numero de factores de virulencia: enzimas
(hidroliticas, proteoliticas, lipoliticas y tripsina), otras proteinas y productos terminales de

su metabolismo que son activas frente a un amplio espectro de proteinas del huésped.

Tiene la capacidad de adherirse a una diversidad de tejidos y células del
hospedador, la habilidad de invasion y multiplicacion. Las fimbrias se comportan como

adhesinas y posibilitan a P. gingivalis la adherencia y la coagregacion, especialmente
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observada entre P, gingivlis y fusobacterum nucleatum, microorganismo considerado
puente de la microbiota subgingival.

Se ha demostrado que el polisacarido (LPS) de esta especie induce la produccion
de IL-6 e IL-8. Las evidencias indican que LPS de P.gingivalis, especialmente su lipido A,
es capaz de estimular la respuesta inflamatoria del hospedador indirectamente a través de

la produccion de citosinas.*

Tanarella forsythensis
El microorganismo es un bacilo gramnegativo anaerobio fusiforme muy pleomorfo.
Es una especie dificil de cultivar porque el desarrollo de su colonias diminutas
llevaba entre 7 y 14 dias, la necesidad de su cultivo se supero con la inclusion del acido
N-acetilmuramico al medio, cuyo crecimiento mejora si se lo cultiva junto con E.

nucleatum y de hecho convive con esta especie en sitios subgingivales.

Presenta una capa serrada en forma de S y se comprob6 que es mediadora de
aglutinaciéon, adhesion e invasion de células epiteliales y formacion de abscesos
subcutaneos en ratas.

Considerada una especie gingival relativamente rara. Los estudios inmunoldgicos
con anticuerpos monoclonales y sondas de ADN sugirieron que esta especie se encuentra
en niveles muy elevados en la biopelicula subgingival de pacientes con periodontitis
cronica. Este microorganismo también se coagrega a P. gingivalis y fusobacterium
nucleatum. Tiene actividad enzimatica y proteolitica. Una enzima tipo tripsina es

considerada un factor de virulencia.>®
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Prevotella Spp.
Bacilo corto de extremos redondeados anaerobio gramnegativo, es un bacteroides
con pigmento negro es particularmente elevada en la gingivitis ulcerosa necrosante aguda

y en algunos tipos de periodontitis y en sitios de progresién de la periodontitis crénica.

P. intermedia posee ciertas propiedades de virulencia observadas en P. gingivalis y
se comprobd que induce a infecciones mixtas cuando se la inyecta en animales de

laboratorio, también se observé que invade las células epiteliales in vitro.™

Fusobacterium nucleatum

Es un bacilo gramnegativo fusiforme anaerobio. Aislada con frecuencia en las
muestras de cultivo de placa subgingival y representaba aproximadamente el 7- 10 % de
los aislamientos. Invade las células epiteliales gingivales humanas in vitro y provoca una
secrecion elevada de IL-8 por las células epiteliales, esta especie puede inducir la muerte
por apoptosis de las células mononucleares y polimorfonucleares, induce la produccion de
colagenasas 3 en las células epiteliales. Ademas induce la liberacién de citosinas,

elastasa y radicales de oxigeno desde los leucocitos.

3.2.2 Rosmarinus officinalis (romero)

3.2.2.1 Historia

Rosmarinus officinalis ha sido utilizado desde la antigiedad como planta medicinal y

para la obtencién de aceites esenciales® Se dice que los faraones egipcios hacian poner
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sobre sus tumbas un ramillete de romero para perfumar su viaje al pais de los muertos.
Su aceite esencial fue obtenido por primera vez hacia el afio 1330 por Ramén Llull y
desde entonces, se emplea en perfumeria. En el siglo XVI la reina Isabel de Hungria lo
utilizé para tratar el reumatismo que padecia convirtiéndose, «el agua de la reina de
Hungria», en uno de los remedios mas famosos de la corte de Luis XIV. Los boticarios
empleaban el romero en gran numero de preparados pero en la actualidad sélo el aceite

esencial esta incluido en las farmacopeas.*®

El nombre genérico, Rosmarinus proviene de la unién de dos vocablos griegos,
rhops, arbusto y myrinos, aromatico; que concuerdan perfectamente con las
caracteristicas de la planta; el nombre especifico, officinalis, expresa su aplicacion como

planta medicinal ¢4’

3.2.2.2 Clasificacion sistemaética

Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis

Taxonomia
Reino: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Orden: LAMIALES
Familia: LAMIACEAE
Género: Rosmarinus
Especie: Rosmarinus officinalis

Nombre vulgar: “romero”

35



3.2.2.3 Distribucién geografica

El género Rosmarinus es una planta originaria de la zona mediterranea se
encuentra sobre todo en el sur de Europa, norte de Africa y suroeste de Asia. En la
Peninsula Ibérica es mas frecuente en la mitad sur y en el este, desde el nivel del mar
hasta una altura de 1.200 m*?*****, El género rosmarinus presenta varias especies entre
ellas; R. officinalis, R. eriocalyx y R. tomentosus vy otras variedades de taxones. De estos
taxones, R. officinalis es el mas ampliamente distribuido, llegando a la zona occidental de
Andalucia. La variabilidad observada en su habitat estd relacionada con su gran

capacidad de adaptacion a distintas condiciones ambientales.*®

3.2.2.4 Descripcién General

Es un arbusto aromatico, de hasta 2 m de altura, sus tallos son gruesos y
cuadrados. Las hojas son opuestas, pequefias delgaditas de hasta 3cm de largo por 3mm
de ancho, la parte superior es verde oscuro y el reverso, grisaceo o blanquecino, son
blandas cuando estan frescas y secas se desmoronan, sus ramas son densamente
cubierto de hojas. Las flores son de color azul a palido lila. El caliz bilabiado de 5m de
largo y una corola azul palido, raramente blanca o rosa de olor fuerte. Florece durante

todo el afio. *°
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3.2.2.5Composicidon quimica
En la planta se han reportado diversos compuestos quimicos los cuales han sido
50, 51, 52,53.

agrupados de manera general por diversos autores en

Cuadro 1. Composicion quimica del “romero”

Composicion quimica de Rosmarinus officinalis “ romero”

Acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, labiatico, neoclorogénico
rosmarinico), colina, taraxasterol, lupeol,
campesterol, taninos.

Flavonoides (Derivados del luteol y del epigenol), apigenina,
diosmetina, diosmina, hispidulina, luteolina,
cirsimarina, neopritina, sinensetina, cupafolina.

Diterpenos (acido carndsico, carnosol, rosmanol, rosmadial)
Acidos triterpénicos (acido ursolico) 2 a 4 %

Alcoholes triterpénicos (alfa y beta - amirina, betulésido)

Alcaloides Pequefias cantidades de rosmaricina

1,11% de sodio, 1.06% de potasio, 0.63% de calcio,
0.23 % de magnesio. 17ppm de hierro, 10 ppm de
Elementos minerales: cobre, 26 ppm de zinc, 15 ppm de manganeso

1,8-cinelol (30 - 40%), alcanfor (15 - 25%), borneol
(16 - 20%), acetato de bornilo (hasta 7%), a-pineno
Aceite esencial 1,2a 2 % (25%) como asi como B-pineno, linalol, canfeno,
subinene, mirceno, a-felandreno, a-tirpene, limoneno,
p-cimeno, terpinoleno, thujeje, copalene, terpinen-4-
ol, a-terpineol, cariofileno, metil chavicol, timol.




3.2.2.6 Propiedades del romero

Los compuestos presentes en R. officinalis L. planta rica en principios activos,
presenta accién sobre casi todos los érganos de cuerpo humano. Al tener un alto
contenido en aceites esenciales, cuyos ingredientes activos son flavonoides, acidos
fendlicos y principios amargos, genera una accion tonica y estimulante sobre el sistema
nervioso, circulatorio y corazon, ademas de ser colerético, colagogo, antiespasmadico,

diurético, emenagogo y antigodanotrépico®.

Actividad antibacteriana.
El aceite esencial de Rosmarinus officinalis presenté actividad en bacterias de la

|11

cavidad oral'" y en bacterias del tracto gastrointestinal'’. Los Extractos hidroalcohdlicos

I 12,13 15,16

también muestran actividad en bacterias de la cavidad ora y en enterobacterias

El extracto de hoja de R. officinalis afecta a la membrana celular de las bacterias, la
actividad citotoxica afecta directamente a la fase mitética de las bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Por destacar, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
spp. y S. aureus, estos microorganismos son susceptibles a los componentes del extracto
de romero, en cuyo extracto prevalecen el acido caféico, acido rosmarinico, carnosol,

4cido carnosolico y flavonoides®’.

Actividad antifungica.

El extracto glicdlico de R. officinalis L mostré efectos fungiostaticos y fungicidas
sobre cepas clinicas de C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis aislada de la cavidad oral
de pacientes que utilizaron antibiéticos prolongados®.

Efectos antioxidantes.
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Se ha observado en estudios in vitro, la actividad antioxidante ha sido atribuida al
rosmanol, carnosol y al acido carndsilico; a estos dos ultimos se les considera
responsables del 90 % de la actividad.®' El acido carndsico es un excelente inactivador de
radicales peroxilo, es decir es un antioxidante primario, y no solo inhibe la formacion de
hidroperoxidos sino también previene su descomposicion, esta actividad se incrementa

conforme el pH disminuye®.

Actividad antiviral.

Estudios in vitro en células demuestran que el extracto acuoso de R. officinalis
mostré una alta actividad antiviral contra el herpes simple tipo 1, tipo 2 y una cepa resis-
tente al aciclovir, el extracto afecta HSV antes de la adsorcién, pero no tienen efecto en la
replicacion del virus intracelular. Por lo tanto, los extractos ejercen su efecto antiviral
sobre el HSV libre y ofrece la posibilidad de usar una aplicacion topica terapéutica frente a

las infecciones por herpes recurrentes®”.

Efectos antiinflamatorios.

El acido rosmarinico inhibe el mecanismo complemento-dependiente de las
reacciones inflamatorias; reduce el edema inducido en rata e inhibe la anafilaxis cutanea
pasiva; el extracto metanodlico de “romero”, aplicado topicamente en ratones, inhibe la

inflamacion de la piel y la hiperplasia producida por compuestos quimicos.*°

Efectividad antitumoral.
En estudios realizados in vivo como in vitro el acido carnosico contenido en el aceite

esencial ha demostrado un efecto incrementando la apoptosis de las células del cancer
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hepatico, la inhibicion del glioma inducido por el factor de necrosis tumoral y la proteccién

frente al tumor cutaneo y mamario inducido en ratones®.

Actividad en el sistema nervioso central.

El efecto neuroprotector de extracto de R. officinalis L. fue investigada contra la
acrilamida (neurotoxico) en ratas albinas. La administracion de extractos de hojas de
‘romero” causa disminucién de epinefrina, norepinefrina y dopamina en diferentes areas
del cerebro, efecto que se atribuy6 a la presencia del acido cafeico y el acido rosmarinico,
también detectaron que la presencia de acido ursélico y carnosol, este incrementa los
niveles de oxido nitrico de tal forma que disminuye el contenido de catecolaminas lo que

implicaria el efecto neuroprotector®®.

3.2.2.7 Mecanismo de accion.

Los polifenoles desempefian un papel importante en la proteccion contra agentes
patdgenos, donde pueden retrasar el crecimiento debido a que cambian las condiciones
del medio y penetran en la membrana celular de los microorganismos provocando lisis.
Se ha reportado que algunos acidos organicos (acido ascérbico, acido rosmerico, acido
cafeico) son compuestos que inhiben el crecimiento de algunas bacterias. Algunos
flavonoides tienen su participacion en la inhibicion debido a que estos generalmente se

relacionan con la inhibicién de sintesis de ADN y ARN y otras macromoléculas.”

3.2.2.8 Reacciones adversas
El aceite esencial puede producir cefaleas, espasmos musculares,

gastroenteritis, irritacion del endotelio renal; en dosis altas puede resultar neurotoxico
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(convulsivante) y abortivo. En uso topico es rubefaciente, por lo que hay que evitar el

contacto con las mucosas y zonas de la piel alteradas®.

Se aconseja no administrar el aceite esencial durante el embarazo, periodo de
lactancia, en nifios pequefios, pacientes con gastritis, Ulceras gastroduodenales, sindrome
del intestino irritable, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, hepatopatias, epilepsia,
Parkinson u otras enfermedades neurolégicas. No aplicar a personas con alergias

respiratorias o con hipersensibilidad conocida a éste u otros aceites esenciales.?

3.2.2.9Uso del romero en la medicina.

El acido rosmarinico se absorbe bien en el tracto gastrointestinal y de la piel. Se
aumenta la produccién de prostaglandina E2 y reduce la produccion de leucotrieno B4 en
los leucocitos polimorfonucleares humanos, e inhibe el sistema del complemento. Se
concluye que el ‘“romero” y de sus componentes derivados del acido cafeico
especialmente tales como el acido rosmarinico tienen un potencial terapéutico en el
tratamiento o prevencion del asma bronquial, trastornos espasmogénico, ulcera péptica,
enfermedades inflamatorias, hepatotoxicidad, aterosclerosis, enfermedad cardiaca

isquémica, catarata, cancer y pobres motilidad espermatica®.

3.2.3 Clorhexidina

3.2.3.1 Historia

La clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 por Imperial Chemical

Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio contra la malaria, aunque nunca fue
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utilizada con este fin. En ese momento los investigadores fueron capaces de desarrollar
un grupo de compuestos 20 denominados polibiguanidas que demostraron tener un
amplio espectro antibacteriano y salié6 al mercado en 1954 como antiséptico para las
heridas de la piel. Posteriormente comenzo a utilizarse en medicina y cirugia tanto para el

paciente como para el cirujano.

En odontologia empez6 a utilizarse para desinfeccién de la boca y en endodoncia.
El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el mundo de la periodoncia, fue el
realizado por Lée y Schiott en 1970 donde se demostrd que un enjuague de 60 segundos
dos veces al dia con una solucion de gluconato de clorhexidina al 0.2 % en ausencia de
cepillado normal, inhibia la formacion de placa y el desarrollo de gingivitis. Segun Altannir
y colaboradores en 1994 la clorhexidina es de uso corriente en mas de noventa paises y
que mas diez mil millones de aplicaciones de digluconato de clorhexidina han sido

llevadas a cabo en los dos Ultimos afios.®°

En 1999, una nueva propiedad de la clorhexidina fue descubierta por Gendron y
col. quienes demostraron que soluciones de clorhexidina pueden inhibir la actividad
proteolitica de las MMPs -2, -8 y -9. Estas MMPs juegan un importante papel en las
enfermedades inflamatorias destructoras de tejidos como la periodontitis, y con este
trabajo fue mejor comprendido el efecto benéfico de la clorhexidina en el tratamiento de

esta enfermedad. ®'
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3.2.3.2 Caracteristicas

NH NH
i NH. C NH. C. NH. (CH,), NH. C. NH. C. NH cl
N Nl
1: 1,6-di (4-clorofenildiguanida) hexano

Grafico 1. Estructura quimica de clorhexidina.

La clorhexidina es una molécula bicatidénica simétrica, es un dimero proguanil por lo
que decimos que es una bisguanida, la cual esta conectada por una cadena central
hexametileno. En cada extremo se enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil),
resultando su nombre completo: paraclorofenilbiguanida. Este compuesto es una base
fuerte dicatidonica a PH superior a 3.5 con dos cargas positivas en cada extremo del
puente hexametileno. Es esta naturaleza dicationica la que lo hace extremadamente
interactiva con los aniones, lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos
secundarios colaterales y su dificultad para formularla en productos. Aunque es una base,
la clorhexidina se mantiene mas estable en su forma de sal y la preparacion mas comun

es la sal de digluconato por su alta solubilidad en agua.®?

3.2.3.3Mecanismos de accion.

Clorhexidina se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo que a bajas
concentraciones produce un aumento de la permeabilidad con filtracién de los
componentes intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico). En
concentraciones mas altas produce la precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte

celular (efecto bactericida).®®
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En boca se adsorbe rapidamente a las superficies de contacto, incluidos los dientes
con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita. Los depdsitos de
clorhexidina se forman por la interaccion reversible de la molécula de clorhexidina con

grupos fosfato, sulfato y carboxilo de los tejidos blandos y duros*

La clorhexidina adsorbida se libera gradualmente en 8 -12 horas en su forma activa.
Después de 24 horas aun pueden recuperarse concentraciones bajas de clorhexidina, lo

que evita la colonizacién bacteriana durante ese tiempo .

3.2.3.4 Espectro de accién.

Clorhexidina tiene un extenso espectro de actividad antimicrobiana. Es activa frente
a un amplio rango de organismos Gram + y Gram- asi como sobre hongos. Estos
microorganismos no tienen el mismo grado de sensibilidad a clorhexidina®*®*. Por ejemplo
los microorganismos Gram + son mas sensibles que los Gram-, mientras que los

estreptococos son mas sensibles que los estafilococos.

3.2.3.,5 Farmacocinética

Los estudios farmacocinéticos de clorhexidina, indican que aproximadamente el 30
% del principio activo, se retiene en la cavidad oral después del enjuague. La clorhexidina
retenida se libera lentamente en los fluidos orales. Estudios realizados en animales y en
humanos, demuestran la escasa absorcion del farmaco en el tracto gastrointestinal. Los
niveles plasmaticos de clorhexidina alcanzan un pico maximo de 0.206 microgramos por
gramo en humanos, 30 minutos después de la ingestion de 300 mg de clorhexidina. No se
encontraron niveles detectables en plasma de clorhexidina después de 12 horas de la

ingesta.®®
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3.2.3.6 Concentracion

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al 0.12 % y al 0.2 %, se
recomienda realizar un buche con 10 ml de producto a una concentracion del 0.2 % y de
15 ml al 0.12 %, esto es debido a la dosis total de clorhexidina ya que 10ml al 0.2 % libera
20 mg y 15 ml al 0.12 % libera 18 mg, observandose que los resultados con ambas

formulaciones son igual de efectivos.

Las ultimas investigaciones van encaminadas a conseguir una formulacion de
clorhexidina en medio no alcohdlico igual de efectiva que la formulacién de la misma en
solucion alcohdlica. Segun el estudio de se consigue con una combinacion de clorhexidina
al 0.12 % sin alcohol a la que se anade cetilpiridinio al 0.005 % (nueva formulacion de
Perio Aid), resultando igual de efectiva en el control de la formacion de nueva placa que
clorhexidina con alcohol al 0.12 % (Perio Aid) y que clorhexidina con alcohol al 0.2 %

(Corsodyl).?°

3.2.3.7Indicaciones

Aplicaciones: antisepsia de la piel en solucion acuosa al 4 % con base detergente
para el lavado corporal prequirurgico del paciente y lavado de manos quirurgico. También
y en solucién acuosa al 5 % para antisepsia del campo quirurgico. Por su afinidad con la
piel tiene una accién remanente de varias horas de duracion. Sobre heridas se utiliza a la
concentracion 0.1 6 0,5 % en solucion acuosa. Ademas puede emplearse en Ginecologia,
en quemaduras (ya que puede mezclarse con antibiéticos de accion sinérgica) y en

higiene del personal hospitalario.

45



Se ha valorado su uso en antisepsia del cordon umbilical y, si bien, se ha
demostrado muy efectiva al reducir la colonizacion bacteriana, alarga el tiempo de
desprendimiento y aumenta la colonizacién ulterior®. Aunque uno de sus usos es la
higiene bucal, no se suele emplear, excepto si va unida a edulcorantes potentes, pues es

muy amarga.®

3.2.3.8 Efectos adversos

El efecto colateral mas frecuente en la utilizacién de clorhexidina es la tincion de
dientes y restauraciones, asi como de resina y porcelanas. No parece claro si la tincién es
dosis dependiente asi Rebstein en 1978 concluyé que no lo era, ya que reduciendo la
concentracion de clorhexidina al 0.0025 %, seguian presentandose las manchas.

Las tinciones suelen localizarse en el tercio cervical de la corona y en las zonas
interproximales. Las manchas son mas evidentes en la unién amelocementaria expuesta

o superficies radiculares, fosas y fisuras.

La seguridad de la clorhexidina ha sido ampliamente documentada en la literatura.
Kenney en 1972 informa que una exposicion de dos minutos a clorhexidina al 0.2 %,
puede producir alteracidon de la membrana celular en algunos polimorfonucleares. Se han
descrito también lesiones descamativas en la mucosa alveolar después de enjuagues con
clorhexidina al 0.2 %. La descamacion de células epiteliales puede suceder con alta

concentracion mas frecuentemente que con baja. *°
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3.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Actividad antimicrobiana: Accion de una o mas sustancias que impiden o no, el

desarrollo de los microorganismos como bacterias, hongos, protozoos y virus.

Actividad antibacteriana: Es la accién que ejerce una sustancia en el desarrollo

o crecimiento de las bacterias.

Bacteria anaerobia: Bacteria que se desarrolla en condiciones donde existe una

minima o nula cantidad de oxigeno, como una bolsa periodontal.

Extracto etandlico: Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente (en
este caso alcohol etandlico), en proporcion variable, capaz de solubilizar los

principios activos.

Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por unidad de

volumen.

Halo de inhibicién: Zona alrededor de un pocillo embebido de una sustancia en
el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con

microorganismos.

Tamizaje fotoquimico: Analisis cualitativo que se le realiza a los extractos de
plantas naturales para identificar los compuestos (por ej.: Alcaloides, Taninos,

Flavonoides, Quinonas, etc.) que contiene dicho extracto.
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3.4 HIPOTESIS Y VARIABLES

3.4.1 Hipobtesis

Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con

bolsa periodontal.

3.4.2 Variables

Variable independiente: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero).

Variable dependiente: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Rosmarinus

officinalis (romero).

Variables de control
Control positivo: Clorhexidina al 0.12 %

Control negativo: Agua destilada
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3.5 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

anaerobias por accion de las
sustancias en estudio, en
bacterias aisladas de bolsa
periodontal de pacientes con
enfermedad periodontal.

VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADORES ESCALA CATEGORIA
Variable Concentracion de | Cualitativa Solucion
Independiente la sustancia nominal EERO al
Soluciones a determinada 25mg/ml
Extracto etandlico | concentracion.
de Rosmarinus
officinalis. Concentracion de | Cualitativa
la sustancia nominal Solucién
EERO al
50mg/mi
Concentraciéon de | Cualitativa
la sustancia nominal
Solucién
EERO al
75mg/mi
Variable Capacidad inhibitoria  del | Diametro del halo | Cuantitativa | mm
dependiente crecimiento de bacterias | de inhibicion
razén

49



\YA DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de investigacion

Experimental; Porque se valoré el efecto de una o mas variables, donde el
investigador manipula las condiciones de la investigacion.

Prospectivo; Porque los datos se analizan transcurrido un determinado tiempo en
el futuro.

In vitro; Porque la técnica para realizar el experimento se realizé en un ambiente

controlado fuera de un organismo vivo.

4.2 Poblacion y muestra

4.2.1 Poblacién
Constituido por pacientes que acudieron a la Clinica de la Facultad de Odontologia

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afio 2013.

4.2.2 Muestra
Conformado por 24 pacientes con periodontitis cronica de ambos géneros de 35 —
60 afios de edad, que acudieron a la Clinica de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afio 2013.

4.2.2.1 Eleccion de la muestra
Los pacientes se eligieron en forma intencional y no probabilistica, conformado por
24 pacientes con periodontitis cronica de la Clinica de la Facultad de Odontologia la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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4.2.2.2 Unidad de andlisis
El exudado obtenido de bolsas periodontales de un paciente; profundidad mayor de
4mm; de 24 pacientes de 35 — 60 afios de edad, que acudieron a la clinica de la Facultad

de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afio 2013.

4.2.2.3 Criterios de inclusién de muestra
o Pacientes ambulatorios de ambos sexo.
e Pacientes con presencia de bolsa periodontal clinicamente y radiograficamente.
o Pacientes adulto entre 35-60 afos.

o Pacientes que firmaron su consentimiento informado para la obtencion de muestra.

3.2.2.4 Criterios de exclusién de muestra
e Pacientes con presencia de pseudo bolsas periodontales.
o Pacientes con terapia farmacolégica que predisponga a enfermedad periodontal.
e Pacientes bajo tratamiento médico con antibiéticos.

e Pacientes usen antisépticos orales o colutorios.

4.3 Recursos y materiales

4.3.1 Recursos Ambientales:

Para el presente trabajo de investigacion se contdé con las siguientes facilidades:

» Apoyo en la preparacion del extracto de Rosmarinus officinalis por el Laboratorio
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la universidad Nacional Mayor de San

Marcos
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* Apoyo de la Clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

* Apoyo en la realizacién del trabajo por el Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4.3.2 Materiales:
-Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (EERO)
-Clorhexidina 0.12 %.
- Agua destilada.
- suero fisiologico
- Agar Schadler.
- Caldo de tioglicolato
- Sobre de anaerobiosis Anaerocult (Merck®)

- Reactivos para tamizaje fitoquimico.

4.3.3 Equipos:
- Instrumentos para la obtencion del extracto etandlico del romero.
- Balanza de presicion.
- Materiales de diagnostico odontolégico.
- Envases estériles para la recoleccion de la muestra.
- Instrumentos para la siembra microbioldgica.

- Gradilla.
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- Hisopos esteriles

- Micropipetas.

- Conos de papel.

- Placas Petri.

- Mechero de vidrio.

- Estufa de incubacion.
- Tubos de ensayo.

- Varillas de vidrio.

- Caja aislante de temperatura para el transporte de las muestras.

4.3.4 Otros:
- Fichas de recoleccion de datos
- Lapiceros y lapices.
- Computadora.
- Programa estadistico SPSS.
- Impresiones.

- Anillados y empastados.

4.4 Procedimientos y técnicas

4.4.1 Obtenciodn del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)
Se recolectaron tallos, hojas y flores de R. officinalis, proveniente del valle de Tarma
provincia de Tarma departamento de Junin (3.050 msnm.) la materia prima fue

conservada a temperatura ambiente y sin desecar.
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La muestra recolectada fue identificada taxonémicamente por el Herbario San
Marcos del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.(ver anexo)

Se uso las hojas frescas de R.officinalis previamente seleccionadas, estas fueron
lavadas con agua y secado por 48 horas para que esté libre de humedad.

Se procedié a colocaron en un frasco de vidrio de color ambar 1Kg. de las hojas
luego se le agreg6 una mezcla hidroalcoholica al 80 % (etanol), dejandose macerar por 1
semana, agitandolo todos los dias.

El producto fue filtrado 3 veces, primero con papel filtro Whatmann N° 41, un
segundo filtrado fue realizado con papel filtro Whatmann N° 2 y por ultimo un tercer
filtrado fue en papel Whatmann N° 1. Obteniéndose 600 ml de extracto purificado libre de
gérmenes.

Luego fue colocado en una estufa para ser secado, al cabo del cual se obtuvo una
masa de extracto seca de R. officinalis de 41 g.

A partir de la masa de extracto seco de R. officinalis se prepararon concentraciones
de 25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml las que fueron preparadas cada vez que si iba hacer

un uso inmediato de dicha sustancia.

4.4.2 Obtenciéon de la muestra

Seleccidn de pacientes

Se seleccionoé entre los pacientes que acudieron a la Clinica de la Facultad de

Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos durante el afio 2013, se



eligid 24 pacientes adultos entre 35 y 60 afios de edad, todos ellos presentaron
periodontitis cronica diagnosticado en dicho centro y que aun no habian iniciado
tratamiento para dicha enfermedad. A cada paciente se le solicito su consentimiento

informado para ser participe de este estudio.

Toma de la muestra

Se revis6 la historia clinica de cada paciente y se realizé6 el examen clinico
seleccionando la pieza dentaria con mayor profundidad de sondaje. Se colocé una punta
de papel N° 30 dentro del saco periodontal durante 20 seg, procurando no alterar la
forma del cono de papel. Se retird la punta y se recolecto en un medio de transporte de

caldo de Tioglicolato para mantener la viabilidad del microorganismo.

Incubacion de la muestra

Una vez obtenida la muestra, esta fue transportada al laboratorio en tubos de caldo

de Tioglicolato para su incubacion a 37 °C por 24 horas.

4.4.3. Prueba de actividad antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizé por el método de difusion en

pocillos.

e Se utiliz6 como medio de cultivo el agar Schaedler, para bacterias anaerobias.
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e Se enumero cada placa con numeros arabigos del 1 al 24 en relacion al numero
de muestras tomadas. Se marco en la base de la placa con puntos debidamente

rotulados que indican la posicion de los pocillos y el tipo de solucion para cada uno.

e Se procedid a la diluciéon de la muestra utilizando suero fisiolégico estéril, cuya

turbidez de la suspension se ajusto al estandar 0.5 de la escala de McFarland.

e Elindculo para la siembra se obtuvo con un hisopo embebido en la suspension del
tubo preparado y se sembrd sobre la superficie del agar, hasta obtener una

distribuciéon uniforme del inoculo.

e Se procedid a realizar los pocillos en la superficie del agar Schaedler con un

sacabocado.

e Luego se llend con una pipeta (50 yL de la sustancia) los pocillos. Cada sustancia

en su respectivo numero asignado.

e Se dejo reposar las placas por 30 minutos y posteriormente se coloco en una jarra

de anaerobiosis para su incubacion durante 48h a una temperatura de 37°C.

Coloracion Gram: se tomd microorganismos que crecieron alrededor de los halos,
se los llevo a una placa y se procedié a realizar la coloracion Gram. Al al llevarlo al
microscopio se observd que estos pertenecian al grupo de bacterias cocos y bacilos

Gram negativos.



4.5 Recoleccion de datos
Se midié el diametro de los halos de inhibicion con un calibrador debidamente
milimetrado en la base de la placa, se registraron los datos en una ficha de recoleccién de

datos.

4.6 Procesamiento de datos

Para interpretar los resultados del estudio de acuerdo a los objetivos e hipotesis, se
midié y compararon los diametros del halo de inhibicion entre los grupos que presentaban
EERO y clorhexidina 0.12 %.

El analisis se realizé con Software SPSS V20. Se utilizé la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la distribucion de datos, asi como también
prueba de Levene para verificar la homogeneidad. Para establecer si hubo diferencias de
los halos de inhibicion por solucion se utilizé la prueba de Anova. Se aplicé la prueba de
comparaciones multiples HSD de Tukey entre el grupo de estudio EERO, el grupo control
positivo (clorhexidina 0.12%) y de control negativo (agua destilada), a fin de evaluar las
diferencias significativas que puedan existir en relaciéon al promedio del diametro de

inhibicion.
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V. RESULTADOS

Cuadro 2. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de R. officinalis a
diferentes concentraciones.
Concentracion de la sustancia
EERO EERO EERO Clorhexidina  Agua
25mg/ml 50mg/ml  75mg/ml al 0,12% destilada
Media 9,10 11,45 13,35 13,43 5,00
Halo de .
Desuv. tip. 1,429 1,927 2,388 1,461 0,00
Inhibicién
Minimo 6,0 8,0 10,0 11,0 5,0
(mm)
Maximo 11,5 15,0 19,0 16,0 5,0

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis.

Diametro de pocillos: 5mm.

Se presenta la efectividad antimicrobiana de las diferentes diluciones del extracto

de romero sobre bacterias anaerobias frecuentes en bolsa periodontal. Se observa los

promedios del halo de inhibicidn de las soluciones experimentales. Los promedios de halo

de inhibicion incluye el diametro del pocillo (5mm). EI menor promedio del halo de

inhibicién corresponde al agua destilada (5 mm) el cual representa una actividad

antimicrobiana nula. Se encontré un similar promedio entre el halo de inhibicion de la

clorhexidina al 0,12% (13.43 mm) con el EERO 75 mg/ml. (13.35 mm) el cual no se

traduce en una diferencia estadistica. Con un intervalo de confianza del 95 %.

Para contrastar la normalidad de la distribucion de los datos se realizo la prueba de

Shapiro-Wilk de manera general se obtuvo un valor p > 0.05. Test necesario para que el

resultado de algunos analisis sea fiable.
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Cuadro 3. Diferencias entre la actividad antimicrobiana promedio del extracto

etanolico de R. officinalis y las soluciones de control.

() concentracion de |[(J) concentracion de la Diferencia de p
la sustancia sustancia medias (I-J)

EERO 25mg/ml 4,25 ,000

EERO 50mg/ml 1,89 ,001
EERO 75mg/ml o

Clorhexidina al 0.12% -,08 1,000

agua destilada 8,35 ,000

EERO 25mg/ml 4,33 ,000
Clorhexidina al EERO 50mg/mi 1,97 ,001
0.12% EERO 75mg/ml ,08 1,000

Agua destilada 8,43 ,000

EERO 25mg/ml -4,10 ,000

_ EERO 50mg/ml -6,45 ,000

Agua destilada

EERO 75mg/ml -8,35 ,000

Clorhexidina al 0.12% -8,43 ,000

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis.

Diametro de pocillos: 5mm.

Se realizé la prueba estadistica Anova la cual dio como resultado p (0.000) < 0.05
por lo cual existen diferencias significativas entre las concentraciones de las sustancias.
La prueba de comparaciones multiples HSD de Tukey entre las distintas diluciones y los
grupo control dio como resultado: para EERO 75mg/ml frente a la clorhexidina dio un valor
p (1.00) > 0.05 (estadisticamente no significativo). A diferencia de la clorhexidina frente al

EERO 25mg/ml con un valor p (0.00) < 0.05 (estadisticamente significativo).
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Grafico 2. Actividad inhibitoria del extracto etandlico de R. officinalis sobre cultivos

de bacterias anaerobias de bolsa periodontal.
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EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis.

Diametro de pocillos: 5mm.

Se presenta la efectividad antimicrobiana de las diferentes diluciones del extracto
de romero sobre bacterias anaerobias frecuentes en bolsa periodontal. Se observa que
las medias de los halos de inhibicién formados van en relacion directamente proporcional
a las concentraciones del extracto de R. officinalis; es decir que a medida que la
concentracion de extracto etandlico de R. officinalis se incrementa, también hay un
incremento en el promedio en el halo de inhibicion. La clorhexidina al 0,12 % no muestra

diferencias estadisticamente significativa con respecto al EERO 75 mg/ml.

60



VI.  DISCUSION

En los ultimos anos algunas plantas medicinales en nuestro pais estan siendo
investigadas y utilizadas en el area de la salud oral en diversas formulaciones
farmacéuticas asi tenemos: los enjuagues bucales colutorios, soluciones tépicas pasta
dental, entre otros. Debido a los beneficios que ofrece a la poblacién tanto en el aspecto

terapéutico como econémico.

Las enfermedades periodontales siguen siendo aun altamente prevalentes en las
sociedades de hoy vy es necesario nuevas estrategias en el tratamiento de la
enfermedad periodontal. La periodontitis cronica es una enfermedad infecciosa
caracterizada por la inflamacién de los tejidos de soporte del diente, causado por
diversos factores, principalmente por un aumento y diversidad especies patdgenas
bacterianas. El tratamiento de la periodontitis cronica se basa en el debridamiento
mecanico de la placa bacteriana y la instauracion de medidas de control del biofilm dental
realizado por el uso de antisépticos como clorhexidina, debido a la actividad
antimicrobiana que este presenta, durante las primeras fases de la terapia periodontal.

El uso de la clorhexidina ha demostrado ser un antimicrobiano eficaz, pero diversos
esquemas proponen mejorar el tratamiento con este agente debido a los efectos

secundarios adversos que ha producido en los pacientes tratados.

Rosmarinus officinalis es una planta que ha demostrado en gran parte de las
investigaciones presentar propiedades antimicrobianas. La actividad antimicrobiana de R.
officinalis contra un amplio rango de microorganismos patégenos como bacterias, hongos,
levaduras y los virus, estan siendo estudiado por la comunidad cientifica incluso

aplicandola en otras areas afines a la medicina.
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Los polifenoles desempefian un papel importante en la proteccion contra agentes
patégenos, inhibiendo su crecimiento segin Monroy A. y col (2009)*® Barni M. y col
(2009)® Para confirmar la presencia de fenoles que le da propiedad antibacteriana al
extracto etandlico de R. officinalis se analizé una muestra del EERO, a fin de conocer si
la descripcion de las caracteristicas fisicas y la presencia de fenoles corresponden o son
similares a los ya estudiados. En la especie recolectada del valle de Tarma se confirmo
la presencia de fenoles en la muestra enviada al laboratorio, también hubo algunas

diferencias como la ausencia de flavonoides.(ver anexo)

Se comprobd la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de R.
officinalis sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis
cronica, observandose halos de inhibicion que varian desde 10 a 19 mm cuando se

trabajé con EERO 75mg/ml.

La sensibilidad de las bacterias periodontopatogenas es consistente con los
hallazgos de autores como: Takarada K. y col. (2004)", comprobé que el aceite esencial
de Rosmarinus officinalis con una concentracion inhibitoria minima de 0.5% inhibi6 el
crecimiento de las bacterias Gram-negativas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y F.
nucleatum. Dalirzani Z. y col. (2011)?*° demostré el efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de R.officinalis sobre Streptococcus mutans, la media de la zona de inhibicion
fue 11,52 + 0,96 significativamente menor que la clorhexidina (14.07 +£1.70). Castafio H.
y Col. (2010)"® comprobaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de R.
officinalis contra las bacterias S. sonnei, S. typhimurium y L. monocytogenes. Monroy A. y

Col. (2009)* evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de R. officinalis
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in vitro contra Listeria monocitogenes, Salmonella typhiy Staphylococcus aureus, donde
encontraron una inhibicién del 90% de las UFC. Alves M. y Col. (2008)" estudiaron la
actividad antimicrobiana de Rosmarinus officinalis sobre especies de microorganismos
predominantes en el biofilm supragingival, como en cepas de Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Setreptococcus sobrinus y Lactobacillus casei demostré ser
susceptible a la acciéon del observandose halos de inhibicion de 11 a 20mm. Silva M. y
Col. (2008)" comprobaron actividad antimicrobiana del extracto hidroalcéholico de R.
officinalis sobre cepas estandar como Streptococcus sanguinis , Streptococcus mutans,
Estreptococcus sobrinus y Lactobacillus casei , Se observd halos de inhibicion del

crecimiento bacteriano de 11 a 18 mm.

La actividad antimicrobiana que ha demostrado el extracto etandlico de R. officinalis
sobre cultivos in vitro podria deberse a la accion de compuestos fendlicos, diterpenos
fendlicos, acido carnédsico, carnosol y del acido rosmarinico, como el encontrado por
Barni M y col. (2009)?. El extracto de hoja de R. officinalis afecta a la membrana celular
de las bacterias, la actividad citotoxica afecta directamente a la fase mitética de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas descrito por Miresmailli S. (2006)>°

Este estudio permite valorar la propiedad antimicrobiana del romero peruano frente
a microorganismos frecuentes en la enfermedad periodontal. Teniendo en cuenta la
aceptacion que existe por la medicina natural por parte de la poblacién y de acuerdo a los
resultados finales se puede optar por medidas de prevencion y/o tratamiento que incluyan
al romero dentro de pastas o colutorios, no sin antes realizar estudios sobre modelos in

vivo durante el tratamiento de la enfermedad periodontal.
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VILI.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de R. officinalis presenta actividad antimicrobiana in vitro
sobre cultivos de bacterias frecuentes en pacientes con enfermedad periodontal

como la periodontitis crénica.

La actividad antimicrobiana del extracto etandlico de R. officinalis a 75 mg/ml es
igual a la actividad antimicrobiana de la clorhexidina al 0,12 % por lo que se
concluye que es efectivo usar sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en

pacientes con periodontitis cronica.

A medida que se aumenta la concentracion del extracto etandlico de R. officinalis
(de 25 mg/ml a 75 mg/ml) se obtiene un mayor diametro del halo de inhibicion, sin
embargo no se consigue superar la accién inhibitoria alcanzada por clorhexidina al

0,12 %.

64



VIII.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC)
y Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del extracto etandlico de R.

officinalis.

Realizar investigaciones con soluciones de extracto etandlico de R. officinalis en
concentraciones mayores a 75 mg/ml a fin de conocer si existe una actividad

antimicrobiana mayor al de clorhexidina al 0,12 %.

Realizar estudios in vivo con el extracto etandlico de R. officinalis en pacientes con
diagnédstico de enfermedad periodontal a fin de verificar si existe actividad

antimicrobiana.

Ampliar la investigacion hacia formulaciones de pastas y colutorios dentales que

contengan extracto etandlico de R. officinalis.

Realizar mas estudios que demuestren las propiedades de R. officinalis y pueda

utilizarse como posible medicacion en la terapéutica clinica odontolégica.

65



IX. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de R. officinalis in vitro sobre cultivos de bacterias anaerobias
frecuentes en pacientes con periodontitis crénica, tomando como control positivo a
la clorhexidina 0,12 %. Se seleccionaron 24 pacientes con diagnéstico clinico y
radiografico de periodontitis cronica, que acudieron a atenderse en la clinica de la
Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se procedié a tomar la muestra con conos
de papel numero 30 se coloco dentro del saco periodontal durante 30 segundos,
luego se llevaron las muestras al laboratorio de microbiologia para su
procesamiento. Se utilizd el método de difusién en pocillos con las soluciones
experimentales y se incubd en condiciones de anaerobiosis, por 48 h a 37 °C,
para luego proceder a la lectura de los diametros del halo de inhibicion. De los
resultados se comprobd que existe igual actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de R. officinalis a una concentracion de 75mg/ml con la clorhexidina 0,12
% sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis

cronica.

Palabras claves: periodontitis cronica, Rosmarinus officinalis, clorhexidina,

actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the antimicrobial activity of the ethanol
extract of R. officinalis in vitro on cultures of anaerobic bacteria common in patients with
chronic periodontitis, using as a positive control to 0.12% chlorhexidine. We selected 24
patients with clinical and radiographic diagnosis of chronic periodontitis, who came to care
at the clinic of the Faculty of Dentistry of San Marcos. He proceeded to take the sample
with paper cones placed 30th in the periodontal pocket for 30 seconds, then took the
samples to the microbiology laboratory for processing. We used the well diffusion method
with the experimental solutions and incubated under anaerobic conditions for 48 h at 37 °
C, and then proceed to the reading of the inhibition zone diameters. From the results it
was found that there is equal antimicrobial activity of the ethanol extract of R. officinalis
75mg/ml at a concentration of 0.12% chlorhexidine on cultures of anaerobic bacteria

common in patients with chronic periodontitis.

Keywords: chronic periodontitis, Rosmarinus officinalis, chlorhexidine antimicrobial

activity.
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XI. ANEXOS

10.1 Cuadros de consistencia.

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de R.officinalis “romero’

Metabolitos Reaccién Resultado
Antraquinonas Bortranger (-)
Fenoles Cloruro férrico (+++)
Flavonoides Shinoda (-)
Alcaloides Dragendorff (+++)
Mayer (+)
Popoff (+)
Bertrand (+)
bouchardart (+)
Taninos gelatina (-)
Esteroides Lieberman-Buchard (+++)
Saponinas Espuma (+++)
Azucares reductores Fehling A (+++)
Fehling B (+++)

Nitrato de plata amoniacal

Grupo carbonilo (+++)
Aminoécidos libres Ninhidrina (++)
Leyenda:

(+++) Abundante,
(++) Bastante
(+) Regular

(-) No presenta
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10.2 Instrumento de recoleccion de datos.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: “Actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con
bolsa periodontal”

Investigador: San Roman Suarez Isabel
Institucion: Facultad de Odontologia Universidad Nacional Mayor de San Marcos

La informacion que se describe a continuacion, describe la presente investigacion y
el papel que usted desempefia como participante de la misma.

El presente trabajo de investigacion consiste en determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis “romero” sobre
bacterias de bolsa periodontal en pacientes con enfermedad periodontal, ademas se
comparara la eficacia de este extracto con un antiséptico clorhexidina 0.12 %.

Su participacion en este estudio consistira en donar una muestra el cual sera
tomado de la encia mediante un filamento de papel estéril el cual luego sera colocado en
un medio de transporte para su posterior cultivo y exposicidon a dichas sustancias.
Realizandose un procesado de los resultados.

Confidencialidad:

La ficha de datos en la cual se identifica a usted y el consentimiento informado que
firmé seran revisados por el investigador. Los resultados de esta investigacion
podran presentarse para su exposicion, sin embargo, su identidad no sera divulgada en
tales presentaciones.

Consentimiento:

He leido y conversado con el investigador sobre este trabajo de investigacion,
habiendo entendido doy consentimiento voluntario para participar en la investigacion.

Fecha:

Nombres y Apellidos Firma
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Facultad de odontologia

“Actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
(romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con bolsa
periodontal”

FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRA

I. DATOS DEL PACIENTE
e Nombredelpaciente: ..........cooiiiiiii i
e Nombre del operador: ..o

e Edad:........ anos

. ANTECEDENTES
e Presenta enfermedad sistémica: Si |:| NO |:|

e Presenta medicacion antibidtica: Si |:| NO

[ll. EXAMEN CLINICO
o NOdE PIBZA: ..

o Profundidad de sondaje: ..........coiiiiiiiiii
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Cuadros y graficos

FLUXOGRAMA: Siembra de la muestra

Muestra: cono de papel sumergido en 3 ml de THL,

incubado por 24 h.

A un nivel de turbidez de 0.5 Mc Farland

0.5 ml Suero fisiologico

Siembra por diseminacion en
Agar Schaedler

Alicuotas de 100 yL

Esperar de 3 — 5 minutos para secado

Realizar los pocillos mediante sacabocado.

Llenar los pocillos con las sustancias.

Tiempo: Se coloca en una jarra de anaerobiosis con sobres de un reactivo que absorbe
oxigeno y generan dioxido de carbono. Es llevado a incubacion por 48 horas a 37 °C

Luego lectura y medicion de halos de inhibicion.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

MEDIDA DE HALO DE INHIBICION EN PLACA A. SHADLER

Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis | Control Control negativo
(romero) positivo agua destilada
25 mg/mi 50 mg/ml 75 mg/ml clorhexidina
Flora mixta de
bolsa periodontal
8 10 11 11.5 5
Cultivo N° 01
8.5 11.5 15.5 11 5
Cultivo N° 02
9 10.5 12 16 5
Cultivo N° 03
6 9 10 14 5
Cultivo N° 04
9 9.5 11 15 5
Cultivo N° 05
8.5 10.5 12 15 5
Cultivo N° 06
9.5 10.5 12 15 5
Cultivo N° 07
6 10 11 12 5
Cultivo N° 08
11 15 17 14 5
Cultivo N° 09
10 13 14 13 5
Cultivo N° 10
9.5 10 12.5 15 5
Cultivo N° 11
9.5 15 16 14 5
Cultivo N° 12
9 9.5 11 12 5
Cultivo N° 13
10 14 16 13 5
Cultivo N° 14
9 13 17 13.5 5
Cultivo N° 15
10 15 19 16 5
Cultivo N° 16
9.5 12 15 13 5
Cultivo N° 17
9 10.5 14 13 5
Cultivo N° 18
6 8 10.5 12 5
Cultivo N° 19
10 11.5 12 12 5
Cultivo N° 20
9.5 11.5 13 13 5
Cultivo N° 21
10 12 12 12 5
Cultivo N° 22
11.5 12 135 13 5
Cultivo N° 23
10.5 11.5 13 13.5 5
Cultivo N° 24
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10.3 FOTOGRAFIAS

1. Elaboracidn del extracto etanolico de R.officinalis: A. seleccion de hojas de

“romero”. B. Maceracién en solucidn hidroalcoholica al 80% de las hojas de “romero”

Fig. A.Materiales y equipo usado para la prueba de actividad antimicrobiana.
Fig.B. Dilucion del extracto etandlico: 25mg/ml,, 50mg/ml,, 75mg/ml.
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Fig. A. elaboracion de pocillos. Fig. B. Lienado de los pocillos con extracto etandlico
de romero y los controles.

Colocacién de las placas en sobre de anaerobiosis e incubacién a 37 durante
48 horas.
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Halos de inhibiciéon formados a las 48 horas de incubacién.
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Halos de inhibicion formados a las 48 horas de incubacion.
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Tallo con hojas y flores de Rosmarinus officinalis “romero” de aprox.42 cm.
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