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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como propdésito evaluar el efecto antibacteriano
del latex Croton lechleri (Sangre de grado) frente Enterococcus faecalis. Se emple6 un
disefo experimental in vitro. Material y método: Se trabaj6 con el latex de Croton lechleri;
en una primera etapa se determiné el didmetro del halo de inhibicion de crecimiento
bacteriano, utilizando “Sangre de grado” a diferentes concentraciones (25%,50%,100%) de
manera cuantitativa con el método de difusion en placa, posteriormente se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) del
Croton lechleri frente a E. faecalis. Los datos encontrados fueron sometidos al andlisis
estadistico empleando el SPSS. Resultados: Los resultados muestran que la clorhexidina
2%, el latex de “Sangre de grado” al 100% y 50% muestra efecto inhibitorio positivo a
diferencia del etanol 96% y “Sangre de grado” al 25% que no tuvo efecto inhibitorio sobre E.
faecalis. Conclusiones: Estos resultados demuestran que la actividad antimicrobiana del

latex “Sangre de grado” al 100% presenta mejor efecto sobre la bacteria E. faecalis.

PALABRA CLAVE: “Sangre de grado”, Enterococcus faecalis, actividad antibacteriana,
concentracién minima inhibitoria, concentracién minima bactericida, método de difusidén en

placa, fitoterapia, in vitro.
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ABSTRACT

The purpose of this research is to evaluate the antibacterial effect of Croton lechleri
"Sangre de grado" latex against Enterococcus faecalis. An in vitro experimental design
was used. Method: It was worked with Croton lechleri |latex; in a first stage, the diameter
of the inhibition zones was determined using “Sangre de grado” at different concentrations
(25%, 50%, 100%) in a quantitative way with the diffusion method in plate, then the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of
Croton lechleri against E. faecalis were determined. The data found were subjected to
statistical analysis using SPSS. Results: The results show that 2% Chlorhexidine, 100%
and 50% “Sangre de grado” latex shows positive inhibitory effect unlike 96% ethanol and
25% “Sangre de grado” didn't have inhibitory effect on Enterococcus faecalis.
Conclusions: These results suggest that the antimicrobial activity of 100% “Sangre de

grado” shows better effect on E. faecalis bacteria.

KEYWORD: Sangre de grado, Enterococcus faecalis, antibacterial activity, minimum
inhibitory  concentration, minimum bactericidal concentration, diffusion method,

phytotherapy, in vitro.
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INTRODUCCION

Las infecciones endoddénticas son los principales agentes etioldgicos en las periodontitis
apicales, por ese motivo el proposito de los tratamientos de conducto es: reducir la
inflamacién, desinfectar y sellar los sistemas de conductos radiculares y ayudar a
conservar los dientes naturales para su posterior rehabilitaciéon. Este tratamiento radicular
ortégrado es normalmente muy predecible con altas tasas de éxito en casos relativamente
sencillos; sin embargo, el 15% resultan ser un fracaso que pueda conllevar a realizar un
retratamiento.(1) Una caracteristica notable en estos conductos contaminados esta la
capacidad de sobrevivencia de diferentes bacterias entre ellas Enterococcus faecalis que
crecen y sobreviven en un medio hipotoénico, hipertonico, pH acido, basico y carente de
nutrientes que le permiten adherirse a las superficies del huésped; ademas, la anatomia
interradicular hace que la preparacion biomecanica no sea eficaz en la eliminacién
completa de los microorganismos presentes en el interior del conducto,(2) motivo por el
cual la medicacién intraconducto es imprescindible porque restringe el crecimiento
bacteriano y crea una barrera fisica.(1)

Se han propuesto multiples sustancias medicadas a nivel intrarradicular entre ellas el
hidréxido de calcio por sus multiples propiedades antibacterianas y biocompatibilidad, sin
embargo, la literatura ha demostrado que el hidroxido de calcio es ineficaz frente a
Enterococcus faecalis; en consecuencia, se llevaron a cabo estudios en el campo de la
fitoterapia entre ellas la de Emilio C. Sponchiado que estudié, la Pothomorphe umbellata
comprobando ser efectiva sobre E. faecalis; sin embargo a fin de hallar mas opciones que
sean capaces de eliminar o controlar los microorganismos eficientemente, se busca
multiples opcion viables para tratamientos endoddnticos donde puedan ser eficaces sobre
E. faecalis.(2)

La fitoterapia con fines terapéuticos se ha convertido en una eleccién para el tratamiento
de diferentes tipos de enfermedades de manera que pueda satisfacer las necesidades de

salud de la poblacién, razdén por la cual se busca impulsar el empleo de productos
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naturales entre ellas la de Croton lechleri (Sangre de grado), que demuestra ser efectiva
y sin efectos colaterales.(3)

El género Croton se caracteriza por presentar principios activos entre ellas 30 alcaloides
siendo estos componentes quimicos investigados para su uso terapéutico como:
antiinflamatorias, antibacterianas, antisépticas, antirreumaticas, anticancerigenas,

cicatrizantes y antivirales.(4)

Por tal motivo el propdsito de este trabajo consiste en determinar el efecto antibacteriano
del latex de Croton lechleri (Sangre de grado) sobre Enterococcus faecalis. Se realizé un
estudio prospectivo experimental y se evalué la efectividad del Croton lechleri (Sangre de

grado) a diferentes concentraciones (25%, 50%, 100%) sobre Enterococcus faecalis.

PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1 AREA PROBLEMA

La cavidad bucal constituye un habitat que alberga una variedad de microorganismos
predispuestos a desarrollar enfermedades bucales, tales como, la caries y periodontitis;
sin embargo, estas también podrian estar asociadas con el fracaso de tratamientos
endodonticos a causa de una infiltracion microbiana en el sistema de conductos
radiculares desencadenando en determinadas situaciones un proceso inflamatorio o
infeccioso, esto como consecuencia de la preparacion quimico-mecanica, relleno,
virulencia o de la respuesta del huésped. (5).(6)

La persistencia de la infeccion en la enfermedad posterior al tratamiento endodéntico
hace posible el predominio de bacilos y cocos grampositivos facultativos anaerobios,
como: el Streptococcus, Enterococcus y Actinomyces; estos microorganismos se
suspenden en la fase liquida del conducto para su posterior adherencia en las paredes
formando colonias en una matriz de sustancia polimérica extracelular. Para adaptarse en
un entorno con poca disponibilidad de nutrientes y condiciones desfavorables es

necesario que estos microorganismos generen endotoxinas a nivel perirradicular para
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inducir y perpetuar la lesion; y entre las bacterias con la capacidad de responder a los
cambios tenemos a Enterococcus faecalis que comunmente esta asociado a infecciones
resistentes al tratamiento.(7)

Ante la necesidad de eliminar las bacterias a nivel del conducto radicular y garantizar el
tratamiento endodéntico se busca emplear irrigantes quimicos durante todo el proceso de
tratamiento, con el propoésito de mantener desinfectado y estéril el conducto; porque se
evidencia que la instrumentacién mecanica no garantiza la completa eliminaciéon de los
microorganismos, motivo por el cual se estd buscando otros componentes y mecanismos
que puedan evitar el avance y alojamiento de las bacterias a nivel intraconducto posterior
al tratamiento. (6)

Durante la década de 1970 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) promociond la
integracion de la medicina tradicional en los programas de salud publica en los paises en
desarrollo, de manera que se lleven a cabo estudios detallados de componentes naturales
por sus multiples propiedades medicinales que son empleados de manera tradicional e
incorporadas en ciertas circunstancias a la farmacopea por su componente antibacteriano
y cicatrizante; como el caso de Sangre de grado producida en la region de la amazonia
peruana.(8)

La fitoterapia ha recobrado importancia por sus multiples aplicaciones y propiedades
entre ellas: antibacterianas, antihemorragicas, analgésicas, antitumorales vy
antiinflamatorias; con la finalidad de combatir infecciones que afecten la salud y controlar
el dolor. (6) En la actualidad las propiedades protectoras de la Sangre de grado frente a
las injurias agudas de la mucosa gastrica asi como sus propiedades cicatrizantes sin
alteracion del pH del medio ha permitido ser una opcién a las multiples alteraciones a
nivel de diferentes tejidos; entre otros compuestos podemos encontrar antivirales como
el SP-303 que presenta actividad frente a cepas de virus de ARN y ADN entre ellos el
virus de la influenza, el virus sincitial respiratorio, el virus del herpes y de los virus de
hepatitis A y B. Ademas podemos mencionar componentes como: neolignanos,
procianidina B-1 y B-4, catequina, epicatequina y galocatequina que le confieren un rol
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de prevencion de enfermedades, motivo por el cual se ha incrementado el desarrollo de
investigaciones con el proposito de buscar alternativas terapéuticas que han demostrado
ser eficaces y seguras en su aplicacion como el Croton lechleri (Sangre de grado).(9) Sin
embargo cabe resaltar que las investigaciones de Croton lechleri sobre los

microorganismos prevalentes en defectos y fracasos endoddnticos son escasos.

2.2 DELIMITACION DEL PROBLEMA

El tratamiento endoddntico es un procedimiento predecible con tasas de éxito entre 86%
y el 98% (5) y dentro de los fracasos endodonticos que representan un 14%, los
microorganismos predominantes responsables de la persistencia de la infeccion post
tratamiento de conductos esta el Enterococcus faecalis un coco grampositivo, anaerobio
facultativo con una prevalencia que oscila entre 24% y el 77%.(6).

El microorganismo Enterococcus faecalis por sus caracteristicas es capaz de escapar de
los medios de desinfeccion, empleando el liquido del ligamento periodontal como alimento
y la biopelicula como proteccién contra la resistencia del huésped. Adicional a estos
mecanismos esta la capacidad de resistencia antibidtica a los macrélidos (eritromicina y
azitromicina). Esta bacteria anaerobia penetra en los tubulos dentinarios facilitando su
posterior adherencia al colageno del conducto radicular para el desbridamiento quimico-
mecanico en complicidad con las diferentes cepas y sus diferentes sinergismos
responsables del fracaso endodontico.(10)

Frente a los constantes fracasos endoddnticos se ha propuesto componentes
antimicrobianos que eviten la adherencia de la bacteria mas prevalente, motivo por el cual
se ha visto conveniente buscar nuevos campos de investigacion que nos permitan
aumentar los conocimientos y dentro de ello podemos destacar a la fitoterapia que ha
permitido impulsar el uso de productos de origen vegetal como latex de Croton lechleri
(Sangre de grado) que permite ampliar las nuevas alternativas terapéuticas sin que
repercuta en la salud. Diversas investigaciones respaldan la efectividad del Croton lechleri

otorgandole multiples propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, cicatrizantes, entre
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otras; gracias a que posee metabolitos como catequinas, proantocianidinas (lignanos), y
alcaloides (taspinas), acido clorequinico, coberinas A — B, el 1,2,3- trimetoxibenceno y el
2,4,6-trimetoxifenol, estas cinco ultimas consideradas promotoras principales del efecto
antibacteriano debido a que fue corroborado en diferentes estudios mostrando efectividad
en bacterias como: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Porphyromona gingivalis 'y Lactobacillus acidophilus.(11).(3).(12).(13)

La fitoterapia ha permitido que diversas areas de investigacién puedan demostrar que
sustancias activas como los opioides, terpenos, taninos y flavonoides verificadas en las
especies vegetales actuen como bactericidas sobre algunos microorganismos.(14).

En tal sentido se busca comprender la relevancia de la actividad fitoterapéutica del Croton
lechleri a través de un estudio in vitro que buscara generar nuevos conocimientos basicos
del efecto sobre la bacteria Enterococcus faecalis presente a nivel de los conductos

radiculares.

2.3 FORMULACION DEL PROBLEMA
¢ Cudl es el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri (Sangre de grado) sobre el
Enterococcus faecalis?

2.4 OBJETIVOS
2.4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri (Sangre de grado) sobre el
Enterococcus faecalis.
2.4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri al 100% (Sangre de grado)
sobre el Enterococcus faecalis a las 48 horas y 72 horas de incubacion.

e Evaluar el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri al 50% (Sangre de grado)
sobre el Enterococcus faecalis a las 48 horas y 72 horas de incubacion.

e Evaluar el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri al 25% sobre (Sangre de

grado) el Enterococcus faecalis a las 48 horas y 72 horas de incubacion.
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2.5 JUSTIFICACION

JUSTIFICACION TEORICA

En diferentes estudios nacionales e internacionales el Croton lechleri ha demostrado
tener una prometedora actividad antibacteriana sobre bacterias gramnegativas y
grampositivas como S. mutans .(12) Sin embargo, es importante destacar que a la fecha
no hay estudios que evalten el efecto de Croton lechleri sobre Enterococcus faecalis. Es
en este contexto que el propédsito de este estudio es determinar la actividad antibacteriana
de Sangre de grado sobre Enterococcus faecalis y evaluar la concentracién adecuada
efectiva sobre el determinado microorganismo.

JUSTIFICACION SOCIAL

Multiples aplicaciones en la medicina complementaria se basan en el uso de productos
naturales para diferentes enfermedades, permitiendo satisfacer las necesidades de salud
de la poblacién, por tal motivo, se busca impulsar el uso del latex Croton lechleri para ser
empleado sobre bacterias anaerobias facultativas que forman parte de la microbiota de
la cavidad bucal del ser humano, la cual se relaciona con infeccién persistente capaz de
sobrevivir en condiciones desfavorables en el conducto radicular posterior a un
tratamiento endodontico.

JUSTIFICACION METODOLOGICA

El presente trabajo esta orientado al desarrollo de las investigaciones dirigidas al
descubrimiento de nuevos componentes con acciones farmacol6gicas provenientes de
origen vegetal.

El aporte del estudio a realizar permitird coadyuvar en la direcciébn de futuras
investigaciones que permita obtener hallazgos complementarios con diferentes métodos,
que podran ser implementados en el campo de la microbiologia, asi como en la medicina
tradicional buscando incursionar en nuevas alternativas de tratamientos odontol6gicos

con el propésito de potenciar las propiedades de productos ya estandarizados.
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2.6 LIMITACIONES

Las limitaciones presentadas en el siguiente trabajo son:

- La adquisicion del latex de Croton lechleri con los estdndares de calidad provenientes

de los centros autorizados con ISO9001 que garantice la calidad del producto.

- Acceso limitado a los articulos cientificos actualizados en relacion al tema de

investigacion.
MARCO TEORICO
3.1 ANTECEDENTES
Silva,A 2022. Evaluacién de la accién antimicrobiana del latex de Croton lechleri Mull.Arg
(Euphorbiaceae) en bacterias grampositivas y gramnegativas. El estudio tiene como propédsito
observar la accion antibacteriana del extracto de C. lechleri. Para evaluar la concentracién
adecuada emplearon la prueba de hemdlisis a partir del extracto crudo diluido a 1mg/ml
sometido a diluciones seriadas de 1:2 hasta una concentracién de 125ug/ml. Las cepas que
se emplearon para determinar el efecto antibacteriano fueron: P. aeruginosa, K. pneumoniae,
S. aureus, E. coli y E. faecalis. En los resultados se demostrd que el efecto antibacteriano de
Croton lechleri sobre E. faecalis form6é halos de inhibicion mayor a 10mm en una
concentracion de 300mg/mL. (15)
Xiangkuo Z. 2021. Eficacia antibacteriana y antibiopelicula de la Sangre de grado chino
contra Staphylococcus aureus aislado de heridas infectadas. El propésito de este estudio fue
investigar la eficacia antibacteriana y anti-biofilm de Sangre de grado chino contra S. aureus
aislado de heridas infectadas, para este propdsito se empledé pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, ensayo de curva de crecimiento, ensayo de biopelicula, analisis de
microscopia electrénica de barrido, prueba de membrana celular y reaccidén cuantitativa en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT — PCR). El cultivo de S. aureus en crecimiento
se trat6 con diferentes concentraciones seriadas de “Sangre de grado” (0.32; 64; 128; 256 y
512 ug/mL), se encontré que “Sangre de grado” no tiene ningun efecto sobre el crecimiento

de S. aureus a la concentracibn menor o igual a 64 ug/ml en comparaciéon con el grupo de
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control; mientras que a la concentracion mayor o igual 128 ug/mL que podrian inhibir el
crecimiento de la bacteria.(16)

Faisal Alghamdi. 2020. La influencia de Enterococcus faecalis como patégeno del conducto
radicular dental en tratamiento endoddntico: una revision sistematica. Entre los 2943 estudios
solo 11 cumplieron con los criterios de inclusién y se incluyeron en la revisién para un analisis.
Una de las principales causas para el fracaso en los tratamientos endodonticos es la
persistencia de microorganismos dentro del conducto radicular como Enterococcus faecalis.
Estas bacterias son mas resistentes a los agentes desinfectantes provocando una infeccién
intrarradicular. Se requiere ensayos clinicos sobre E. faecalis, que proporcionen informacion
valiosa sobre nuevos métodos de deteccidn microbiana para disminuir la cantidad de E.
faecalis dentro del sistema de conductos radiculares.(10)

Meza C. 2019. Efecto inhibitorio del latex de Croton lechleri (Sangre de grado) y el extracto
acuoso de Cymbopogon citratus (hierba luisa), sobre Streptococcus mutans attc 25175. El
trabajo tiene como proposito comparar el efecto inhibitorio de latex de Croton lechleri 'y del
extracto acuoso de Cymbopogon citratus sobre Streptococcus mutans. Este trabajo responde
a un diseno in vitro para ello se selecciond una muestra biolégica realizando 10 repeticiones
con las concentraciones de 75% y 100% contra las cepas de Streptococcus mutans. En los
resultados se obtuvo que el latex de Croton lechleri en la concentracion de 75% present6 un
halo de inhibicion de 9.81mm y al 100% se logré un halo de inhibicion de 16.86mm. Se
concluye que el latex de Croton lechleri si presentan mayor efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans a diferencia del extracto acuoso de Cymbopogon citratus. (17)
Verduga B. 2019. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Croton lechleri sobre la
Porphynomona gingivalis tiene como objetivo determinar el efecto inhibitorio de Croton lechleri
sobre las cepas de Porphynomona gingivalis. Para la evaluacién in vitro se emple6 diferentes
concentraciones del latex (25, 50 y 100%) y un control positivo de Clorhexidina 0.12%. Se
midieron los halos de inhibicion cuyos resultados relevantes determinaron que la Clorhexidina
al 0.12% formd un halo de 12 mm a diferencia de las concentraciones de 25% y 50% del latex
que presentaron un efecto inhibitorio de 11mm y 8mm respectivamente.(13)
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Montaluisa.L 2018. La actividad antimicrobiana de extracto alcohdlico de hojas y corteza de
dos variedades de Sangre de grado comparada con la actividad antimicrobiana presente en
el latex de la misma especie tiene como propdsito estudiar la eficacia antibacteriana del latex
de dos variedades de Sangre de Grado Croton lechleri Muller Arg y Croton urucurana Bail y
comparar esa efectividad con la actividad antimicrobiana de los extractos alcohdlicos de sus
hojas y corteza. Se evalué la actividad de los extractos alcohdlicos y latex frente a
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtillus y Escherichia coli. El recuento de bacterias se
ley6é después de 5 dias de incubacion y en cuanto a la lectura se realiz6 a las 24 y 48 h de
incubacién con dos repeticiones. Se demostr6 que tanto los extractos alcohélicos del material
vegetal como el latex (2500ppm y 5000ppm) presentaron una efectiva actividad
antimicrobiana sobre S. epidermidis, con una actividad antimicrobiana moderada sobre B.
subtilis y una actividad antimicrobiana nula sobre E. coli.(18)

Chininin J. 2018. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri
(Sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus, tiene como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana de Sangre de grado sobre Staphylococcus aureus, para ello se prepard 6
placas con el cultivo bacteriano y se sembr6 discos embebidos con etanol 96%, eritromicina
y el latex al 50%, 70%,100% cada una en una proporcién de 15 ulL, se incubaron y a las 48
horas, se midieron los halos de inhibicidén, durante el analisis identificaron que el valor de
F=61,67 Yy significancia menor a 0,01 que indica que existe diferencia significativa entre los
promedio de halos de inhibicién , siendo el del latex de Croton lechleri al 100% el que
demostré mayor promedio de inhibicion del 54.75% sobre el Staphylococcus aureus.(3)
Vasquez E, Carruitero M.2016. Efecto antifungico in vitro del latex de Croton lechlerifrente a
Candida albicans, esta investigacién tuvo como propdsito determinar el efecto antifungico del
latex sobre Candida albicans. Se us6 un disefio experimental in vitro para determinar la
concentracion minima fungicida y la sensibilidad del hongo ante el Iatex. Se evaluaron cuatro
concentraciones (16 por cada concentracion) 25%,50%,75% y 100% diluidas con el extracto

etandlico y el fluconazol como control para la prueba de sensibilidad. En conclusion, la
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Candida albicans present6 mayor sensibilidad a medida que se aumentaba la concentracién
del latex con un crecimiento negativo menor a 16 ufc/ml.(19)

Fura Choquehuanca 2016. Efecto antibacteriano in vitro del Croton lechleri y gluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre Lactobacillus acidophilus, esta investigacion tiene como proposito
determinar el efecto antibacteriano del Croton lechleri, en las diferentes concentraciones del
50%, 75% y 100% sobre Lactobacillus acidophilus, al mismo tiempo comparar los efectos con
el gluconato de clorhexidina al 0.12%.Para tal fin se trabajé con una muestra representativa
de 6 unidades de estudio por cada concentracidn y para el grupo control evaluados a las 24 y
48 horas. Este trabajo corresponde a un disefio prospectivo, longitudinal, laboratorial y
comparativo. Finalmente se demostrd que en una concentracién del 100% del latex Croton
lechleri se obtuvo los mejores resultados antibacterianas frente Lactobacillus acidophilus.(11)
Cayo C. 2014. Evaluacién in vitro del efecto antibacteriano del Croton lechleri sobre cultivos
de Streptococcus mutans. El propésito de este trabajo fue evaluar el efecto antibacteriano del
latex en el crecimiento del Streptococcus mutans. Esta investigacion es experimental in vitro,
de tipo aplicada, transversal, prospectivo y descriptivo. Se emplearon diferentes
concentraciones del latex (100%,75% y 40%) donde se demuestra que a menor concentracion

hubo menor efecto inhibitorio.(12)

3.2 BASES TEORICAS
3.2.1 Factores asociados al fracaso de la terapia pulpar

3.2.1.1 Generalidades de la pulpa dental

La pulpa dental deriva de las células de la cresta neural (ectomesénquima). La proliferacion y
condensacién de estas células conduce a la formacién de la papila dental a partir de donde
se origina la pulpa madura. La pulpa tiene un parecido con el tejido conectivo embrionario ya
que posee células especializadas, con wuna buena inervacibn y abundante

microcirculacion.(20)

La pulpa presenta células diferenciadas, como los odontoblastos y las células indiferenciadas

en general. Las fibras colagenas producto de los fibroblastos son las principales células del
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tejido conectivo pulpar, asi mismo presenta otro tipo de células como: histiocitos, linfocitos,

células mesenquimales diferenciadas, eosinéfilos y macréfagos.(21)

La pulpa dental esta fuertemente perfundida por un sistema circulatorio venoso y arterial que
necesariamente ingresan por el foramen apical o foramen accesorio, el cual disminuye de
diametro con la edad a medida que el diente envejece, asi mismo estas son susceptibles a la
congestién en consecuencia de procesos inflamatorios. Durante los procedimientos de
endodoncia, es importante considerar los mecanismos neurales proporcionados por dos tipos
de fibras nerviosas que estan estrechamente relacionadas con la microcirculaciéon pulpar

denominada fibras —D y fibras C.(21)

3.2.1.2 Etiologia de la enfermedad pulpar

La pulpa dental esta expuesta a una serie de agentes nocivos que alteran su funcionalidad
poniendo en peligro su estructura. Cada uno de ellos tendra efectos diferentes en la pulpa
como inflamacion aguda, crénica o necrosis y estas estaran en relacion a la clasificacion

establecida.(20)

Dentro de los agentes causales de la enfermedad pulpar tenemos:

- Microorganismo

Una de las causas mas frecuentes en la destruccién y alteraciéon de la estructura dental son
las infecciones bacterianas que pueden ingresar a nivel de canales laterales y cementos
dafiados como resultado de una enfermedad periodontal, grietas, fracturas y restauraciones

con interfaz.(20)

Las infecciones se dan por una flora microbiana mixta predominantemente anaerobia. Se ha
investigado que el Streptococcus mutans por si mismo no induce inflamacién pulpar a
diferencia de especies como Porphyromonas y Enterococcus que si generan dafnos
irreversibles. También es importante destacar que la pulpa puede inflamarse mucho mas

antes de que la bacteria llegue fisicamente a la pulpa. Sustancias como toxinas bacterianas,
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enzimas, antigenos, quimio toxinas, acidos organicos y productos de destruccion de tejidos

pueden difundirse a través de los tubulos dentinarios para causar pulpa irritada.(20)

- Traumas dentales

La fractura de la corona producto de un trauma puede proporcionar una via para el ingreso de
microorganismos, que puede generar una necrosis pulpar y la infeccion del sistema de
conductos. En mucho de los casos una fractura a nivel radicular puede interrumpir el
suministro sanguineo que resulta en estasis vascular con el desarrollo de hipoxia e isquemia

y en consecuencia una necrosis pulpar.(20)

- Factor iatrogénico

El dafio generado por un acto médico involuntario puede dafnar la pulpa dental. Por otro lado,
la refrigeracion es indispensable para realizar los procedimientos odontol6gicos, caso
contrario puede ocasionar una irritacion de la pulpa. Las restauraciones grandes pueden
causar grietas cuando estan bajo carga y esto facilita el ingreso de microorganismos. El
movimiento de ortodoncia, el legrado periodontal y la manipulaciéon prostoddntica también
puede causar inflamacion y dano pulpar. La técnica Caldwell-Luc que implica la extraccién del

revestimiento del seno maxilar, también puede causar inflamacion y necrosis pulpar.(20)

3.2.1.3 Fisiopatologia de la pulpa y lesiones periapicales

Los dientes con o sin pulpa viable son mucho mas resistentes a la invasion bacteriana que
ingresan con mucha facilidad, por otro lado, la pulpa juega un rol importante en el proceso de
defensa ya que cuenta con tubulos dentinarios que en cuyo interior alberga a los
odontoblastos, fibras nerviosas, colageno, glicoproteinas y fluidos que pueden comportarse
colectivamente como un hidrogel cargado positivamente capaz de detener la invasién

bacteriana y reducir la permeabilidad de la dentina.(20)

La pulpa dental puede sufrir dafios irreversibles y generar una necrosis pulpar con un

crecimiento microbiano a nivel intracanal. Cuando los subproductos microbianos se extienden
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al espacio del ligamento periodontal la pieza puede manifestar sintomatologia a la percusion
o dolor espontaneo, asi mismo puede presentar cambios radiograficos que va desde un
engrosamiento del espacio del ligamento periodontal hasta la aparicion de una lesién

radiolUcida a nivel periapical. (1)

La terminologia y la clasificacion de las lesiones periapicales se basa en lo sugerido por la

Asociacion Americana de Endodoncia. (22)

- Periodontitis apical asintomatica

La lesidn periapical asintomdtica esta relacionada con la inflamacion y destruccion del
periodonto apical que es originado por un dano pulpar. Esta lesién periapical no produce
sintomas clinicos y no suelen responder a pruebas de sensibilidad; radiograficamente

presenta una radiolucidez a nivel apical y la persistencia puede variar entre los pacientes.(22)
- Periodontitis apical sintomatica

Esta afeccion se caracteriza por una inflamacion del periodonto apical con manifestaciones
clinicas que incluye una respuesta dolorosa durante la percusion o la palpacion. Esta lesiéon
puede o0 no estar asociada a una radiolucidez apical, asi como las pruebas de sensibilidad
pulpar. Sin embargo, es importante destacar que durante el analisis radiografico se visualizara

el ensanchamiento del espacio para el ligamento periodontal.(22)

- Absceso apical agudo

Se define como una reaccion inflamatoria caracterizada por un inicio rapido, dolor espontaneo,
sensibilidad a la presién y formacion de pus. Para la evolucion clinica el diente no responderd
a ninguna prueba de sensibilidad pulpar y mostrara diversos grados de movilidad.
Radiol6gicamente se visualizé un ensanchamiento del espacio para el ligamento periodontal
y una radiolucidez a nivel apical. La inflamacién se manifestara intraoralmente y los tejidos
adyacentes presentan cierto grado de inflamacion. Otras manifestaciones clinicas muy
frecuentes son: alza térmica y los ganglios linfaticos cervicales y submandibulares con cierto

grado de sensibilidad a la palpacién.(22)
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- Absceso apical cronico

Es una reaccién inflamatoria caracterizada por un inicio gradual y con ausencia de molestias.
Clinicamente presenta secrecién de pus a través de un tracto sinusal que puede mostrarse a
nivel intra o extraoral. Por lo general la pieza dental no es sensible a la palpacion, sin embrago,
el paciente puede ser un poco sensible a la percusion.(22)

3.2.1.4 Microbiologia de la infeccion del conducto radicular

La infeccién microbiana genera una resistencia de la dentina frente a la reaccion inflamatoria
provocada por los microorganismos que restringen la circulacién en la pulpa debilitando la
capacidad de respuesta que conduce a un dafo pulpar irreversible. El propésito del
tratamiento de conducto mediante la preparacibn quimico-mecanica es evitar la
contaminacién e infeccion del conducto radicular.(7)

La reproduccién microbiana prevalece hasta un 80% en los dientes previamente tratados
endodonticamente mediado por diferentes factores entre ellos el medio interno, la disminucién
de oxigeno y el grado de acidez que da lugar a un crecimiento excesivo de algunos
microorganismos dentro del conducto radicular entre las mas predominantes estan
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.(7)

El fracaso de los tratamientos endodénticos es producto de la persistencia de los
microorganismos intrarradiculares por ello para asegurar la permanencia de la restauracion
estas deben de ser selladas herméticamente.(7)

3.2.1.5 Procedimiento endodontico

El procedimiento endodontico tiene como propdsito preservar las piezas dentales dafadas,
evitando asi su pérdida. Para ello se extrae el tejido pulpar y en la cavidad formada se rellena
con material inerte y biocompatible. Estos tratamientos al ser procedimientos invasivos y
dificiles por la anatomia compleja suelen tener altas tasas de éxito, sin embargo, en algunos
casos surgen algunas complicaciones debido a los reparos anatomicos, a los errores
iatrogénicos y durante la preparacion biomecanica. (23)

El éxito de un tratamiento endodéntico depende de una correcta desinfeccién quimico-
mecanico acompafada de una irrigacién, la cual tiene que lograr efectos quimicos, mecanicos
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y biolégicos; dentro de ello permite la eliminacion los restos del tejido pulpar, dilucion del tejido
organico e inorganico y eliminacion del tejido residual dentinario. Los irrigadores mas
utilizados en la actualidad son: Hipoclorito de sodio, clorhexidina y el EDTA.(24)

Para efectuar un correcto procedimiento en la terapia pulpar es indispensable que, durante la
interaccion entre preparacion de la cavidad y las variables de restauracién, se fomente la
reparacion de respuesta a la infeccidon pulpar. Para contar con un mayor éxito es necesario
tomar en consideracion lo siguiente; utilizar la refrigeracién durante la preparacién de la
cavidad sin desgaste excesivo de la estructura dental, seleccionar los materiales adecuados
tomando en consideracién los efectos biolégicos, asi como su accién quimica, evitar la
microfiltracion bacteriana que fomentara la restauracion y reducird las complicaciones

postoperatorias.(25)

3.2.1.6 Medicacion interradicular

Los procedimientos antisépticos en endodoncia para evitar la presencia de gérmenes, marcan
el éxito del tratamiento realizado en el campo de esta especialidad. Por consiguiente se ha
demostrado que la medicacion interradicular juega un rol en la desinfeccion del conducto
radicular por lo que estaria indicada en raices infectadas, asi mismo cabe destacar que
cumple multiples funciones entre ellas; elimina microorganismos restantes después de la
instrumentacién, reduce la inflamacién del tejido residual a nivel del conducto y actia como
barrera ante fugas de relleno temporal.(26)

El desbridamiento del canal radicular se considera el procedimiento mas pertinente para la
disminucion y eliminacién de bacterias, pero si todo el proceso no presenta buenos resultados
es necesario el empleo de los medicamentos interradiculares.(26)

Numerosos son los medicamentos que se emplean para tal proposito y dentro de ellos se
encuentra el hidréxido de calcio que destruye todas las bacterias que quedan después de la
instrumentacioén en el conducto radicular, reduciendo la inflamacién de los tejidos periapicales

y neutralizando los restos de tejido.(27)
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3.2.1.7 Gluconato de clorhexidina

Es un antiséptico desarrollado en Reino Unido usado como irrigante y medicamento en
endodoncia durante mas de una década. Este componente cuenta con un pH de 5.5y 7 y
debido a sus cargas cationicas es capaz de unirse a las superficies cargadas negativamente
de las bacterias, dafando la membrana celular.(1)

Este componente a diferencia de NaCl, es capaz de mantenerse en la dentina debido a su
naturaleza catiénica, asi mismo cuenta con la propiedad de sustantividad que permite la
liberacion gradual y prolongada a niveles terapéuticos; esta propiedad esta relacionada
directamente con el tiempo y la concentracién de la clorhexidina.(1)

La clorhexidina se emplea como irrigante y medicacién intracanal. Se ha demostrado en un
estudio in vitro que la clorhexidina al 2% presenta mayor efecto antibacteriano que la
Clorhexidina al 0.12% sin embargo a diferencia de NaCl, no tiene la capacidad de disolver el
material orgénico.(1)

En diferentes estudios in vitro y RTQ-PCR entre clorhexidina al 2%, clorhexidina 0.12% y la
de NaCl al 2.5% en dientes con periodontitis apical se demostr6 que la Clorhexidina es
deficiente durante la disolucién de tejido organico; por lo tanto, el NaCl se considera la solucién
irrigante mas empleada en endodoncia.(1)

-Clorhexidina como medicacion intraconducto

En un estudio in vitro se comparé la eficacia antimicrobiana entre el hidroxido de calcio (Ca
(OH)) y la clorhexidina al 2%, el cual resulté que esta ultima presenté mayor eficacia en la
eliminacién de biopeliculas de E. faecalis, ya que evita la colonizacion de bacterias a nivel de
las paredes del canal radicular.(1)

Sin embargo, en otros estudios se demostrd que la medicacion Ca (OH), el gel de Clorhexidina
al 2% y la mezcla de ambos componentes aplicada durante 7 dias no redujo la concentracién
bacteriana més alla de lo que se consiguio tras la preparacion quimica con NaCl al 1%, motivo
por el cual los resultados pueden ser variables segun los diagnésticos, el tiempo y la

concentracion de los componentes a emplear.(1)
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- Clorhexidina con hidroxido de calcio

La Clorhexidina con el Ca (OH) por sus propiedades antimicrobianas actlan de forma
sinérgica para aumentar su eficacia. El alto pH del hidréxido de calcio no se afecta al
combinarse con la clorhexidina sin embargo las diferentes investigaciones son controversiales

debido a que no siempre cumplen la funcién antibacteriana.(1)

3.2.2 Enterococcus faecalis

El término Enterococcus descubierto en 1899, son cocos grampositivos anaerobios
facultativos que no forman endosporas ni capsulas, pero causan infecciones oportunistas a
causa de sus toxinas que secreta de forma directa o indirecta inducidas por el proceso
inflamatorio. Posee muchos mecanismos de supervivencia en condiciones desfavorables tales
como; ambientes de poco oxigeno, pH alto, amplio rango de temperatura (10°- 60°), alta
salinidad y un ambiente deficiente de nutrientes; asi mismo todo este proceso facilita la
penetracidon en los tubulos dentinarios, adherencia al colageno de tipo | y IV y estimulan la
liberacién de factores de necrosis tumoral e interferones como resultado de la liberacion de
células T inducidas por la bacteria. Los factores de virulencia son; agregacion de sustancias,
adherencia de la superficie bacteriana, produccion de &acido lipoteicoico y liberacion de
enzimas (gelatinasa y hialuronidasa). En los multiples estudios se demostré que esta bacteria
puede vivir en presencia de medicacién intracanal tales como hidroxido de calcio y ante la
presencia de hipoclorito de sodio al 6.5%. Ademas, cuenta con la capacidad de resistencia a
los antibidticos especialmente la eritromicina y azitromicina.(28)

Las lesiones apicales persistentes a consecuencia de los fracasos de tratamientos
endodonticos son frecuentemente invadidas por Enterococcus faecalis (89,6%).(28)

3.2.3 Medicina tradicional

La medicina tradicional se presenta en todo el mundo, porque forma parte del patrimonio
cultural de cada pais que ha venido desarrollando antes de nuestra medicina actual. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estado promoviendo el uso de aquellos

medicamentos tradicionales que han resultado efectivos y seguros en la Atencién Primaria de
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la Salud (APS) desde 1976. Uno de los paises que promueve el empleo de estos
medicamentos es Cuba cuyas facultades hacen uso del laboratorio multidisciplinario de
investigacion para la produccion y control de calidad de medicamentos herbarios y tiendan a
establecer colaboraciones con los dispensarios de farmacias hospitalarias y otras areas de
salud.(29)

3.2.3.1 Fitoterapia

La fitoterapia es un neologismo empleado por Henri Leclerc, médico francés; este término se
empleé para designar la utilizacién de las plantas medicinales con fines terapéuticos.
Posteriormente fue definida como terapia complementaria que utiliza plantas o parte de ellas
donde el empirismo de la medicina tradicional se transforma en fundamento cientifico que
pone a prueba al método cientifico realizado en laboratorios. Ante la necesidad de
complementar la informacién médica se ha impulsado la revaloracién y empleo de las plantas
medicinales armonizando la medicina tradicional con las terapias oficiales de cada pais.(30)

- Caracteristicas de la fitoterapia

A diferencia de la medicina convencional esta utiliza matrices vegetales complejas. Estas
matrices constituyen plantas enteras, parte de ellas (hojas raices, etc.). El fitocomplejo es la
mezcla de sustancias activas y otras acomparfantes que actuan en conjunto para lograr un
mismo fin terapéutico. Estas sustancias activas son llamadas técnicamente metabolitos
secundarios que son producto secundario de la fotosintesis y que intervienen en procesos
vegetales como la defensa frente a patégenos y proteccién a los rayos UV. Estos metabolitos
corresponden a compuestos que dependiendo al origen genético pueden ser biosintetizados
siguiendo varias rutas metabdlicas, asi podemos encontrar compuestos de la familia fenélica
como los flavonoides, terpénica como saponinas y aceites esenciales; alcaloides; esteroides
como cardiotonicos y fitohormonas, y polimeros heterogéneos como gomas y mucilagos. La
fitoterapia y fitocomplejo referente a la planta medicinal puede sufrir un conjunto de procesos

al que se le denomina como producto final fitomedicamento.(30)
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- Fitoterapia en odontologia

La difusion de la fitoterapia entre otros programas preventivos y curativos ha estimulado el
avance y la evaluacion de extractos de plantas para su uso en odontologia como controladores
de biofilm y otras afecciones dentales. Es asi que en estos ultimos afos se busca nuevos
productos con mayor actividad terapéutica, con menor toxicidad, mejor biocompatibilidad y
precios mas accesibles. La aceptacion de la fitoterapia lleva a nuevas perspectivas y estudios
en laboratorio para comprobar su eficacia y beneficio dentro del area de la odontologia, a
partir de la cual surgen nuevas pesquisas respecto a sus efectos antibacterianos, antivirales,

antinflamatorios y cicatrizantes naturales.(31)

3.2.4 Croton lechleri “Sangre de grado”

3.2.4.1 Descripcion botanica

Es una especie perenne solitaria de hasta 25 metro de altura y un diametro de 40 cm, presenta
copas esféricas, ramas irregulares y generalmente fusionadas con marcada tendencia a
ramificarse durante el crecimiento. Este arbol de la familia de Euphorbiaceae tiene una corteza
blanca de 20-25 mm de espesor, con latex rojizo, ramas cubiertas de pelos estrellados, hojas
anchas ovaladas con bases glandulares y plurinervadas; los peciolos son alargados;
inflorescencia en forma de racimos con flores blancas unisexuales y vainas pubescente de

5mm de diametro.(14)

3.2.4.2 Taxonomia
e Divisién: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida
e Orden: Euphorbiales
o Familia: Euphorbiaceae
e Género: Croton
e Seccion: Cyclostigma

e Especie: Croton lechleri
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¢ N. Cientifico: Croton lechleri MullerArg

¢ N. Comun: Sangre de grado o Sangre de drago, palo sangre, huampo.(32)
Asimismo, mencionar que en Peru existen 5 especies a mas, con propiedades de producir
latex medicinal entre ellas tenemos: C. draco cham, C. draconoides Mull Arg, C. equinocarpus
Mull Arg, C. urucurana, C. xalapensis H.B.K entre otras. (32)

3.2.4.3 Habitat

Esta especie vegetal es originaria de las regiones tropicales y subtropicales de Sudamérica
desde Bolivia, Colombia, Ecuador, Brasil y principalmente Per(,(33) crece en bosques
densos; especialmente en bosques humedos. Se presenta en la region amazoénica, a una
altitud de 705-1660 msnm, en las provincias de Amazonas, Cusco, Huanuco, Junin, San
Martin, Madre de Dios, Loreto y en los valles de Oxapampa, Entaz, Cacazu y Palcazu del

departamento de Pasco.(34)

3.2.4.4 Obtencion del latex de Croton lechleri “Sangre de grado”

El proceso de obtener “Sangre de drago” se denomina sangrado. El latex se obtiene
realizando una incision a nivel de la corteza del tallo. Hay dos tipos de recoleccién, una incision
en diagonal, en espiral 0 en forma de V, para llevar a cabo este proceso se arranca un trozo
de la corteza con un machete y el exudado se recoge en un recipiente. Suelen efectuar el
sangrado periddico del mismo arbol y para comprobar su autenticidad se frota el latex sobre
la piel, debiendo ésta cambiar a color blanquecino. La segunda modalidad ha sido utilizada
solamente para releccion industrial donde disponen a tumbar el arbol para que quede
inclinada y la copa en la parte méas baja facilite el sangrado, que finalmente sera recolectado
en un recipiente. Las propiedades del latex varian segun la técnica utilizada. Cuando se extrae
con machete el rendimiento es de unos 30 ml y permite cosechas periddicas. Sin embargo,
cuando se recolecta con técnicas de rasgado se obtiene alrededor de 1 litro y al aserrar
arboles hasta mas de 4 litros.(33)

La cantidad obtenida dependera principalmente de los siguientes factores, ordenados por

orden de importancia:
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Diametro del arbol que va en relacién directa con el incremento de latex.

Existencia de cortes previos en la corteza.

Hora de recoleccién durante el dia, debido a que durante la marnana el latex fluye con
mayor intensidad.

Presencia temporal de agua en el suelo.

Habitat de la planta.

Caracteristica intrinseca de la planta.(33)

3.24.5 Composicion quimica

Proantocianidinas

Es un componente que supone mas del 90% del peso seco de la Sangre de grado,
incluyendo catequinas como oligdmeros proantocianidinicos (taninos catéquicos) de hasta
20 unidades. Entre las catequinas que destacan tenemos: epicatequina, galocatequina y
epigalocatequinas. Entre los oligdmeros mas grandes, destaca el SP-303, que es un
oligbmero proantocianidinico heterogéneo constituido por 5 a 11 unidades de todas las

catequinas.(33)

Alcaloides

El latex de Croton lechleri contiene taspina que es el primer compuesto que muestra
actividad farmacoldgica. El contenido de taspina en el latex varia ampliamente y oscila
entre 1,3% y el 20,4% en peso seco. A diferencia del latex, las hojas de esta especie
contienen otros alcaloides adicionales, de los cuales se han identificado tres sustancias

quimicas diferentes. (33)

Lignanos y otros compuestos minoritarios

Entre los componentes minoritarios también se encuentran lignanos denominado 3,4-0
dimetil-cedrusina, y diterpenos como &cido hardwickiico, bicantriol, crolequinico, corberina

A y corberina B. Ademas, estan presentes - sitosterol-3-0-B-D glucopiranosido, 1,3,5-
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trimetoxibenceno, 2,4,6- trimetroxifenol, 3,4- dimetoxifenol., alcohol 3,4 -dimetoxibenzilico

y alcohol 4- hidroxifenetilico. (33)

3.2.4.6 Actividades farmacologicas

Actividad cicatrizante y antiulcerosas

La “Sangre de grado” estimula la contraccion de la herida, ayuda a la formacion de la costra
formando coldgeno y en consecuencia a la regeneracién rapida de la piel. Los polifenoles
(catequinas y proantocianidinas), la taspina y el 3-4-o- dimetilcedrusina demostraron que
este latex genera mayor efecto que sus componentes aislados. A su vez la taspina en una
fase temprana promueve la curacién de las heridas y su actividad terapéutica podria estar
relacionada con la estimulacién de la quimiotaxis de fibroblastos, aunque no existan
estudios contundentes donde afirmen esta actividad celular. Ademas, se ha comprobado
la actividad de la taspina en el tratamiento de Ulceras gastricas agudas, reduciendo la
mieloperoxidasa, el tamafo de la Ulcera y la sepsis. También queda demostrado los
polifenoles generan una accion secuestradora de radicales libres y las proantocianidinas

estimulan la reparacién de tejido estimulando la formacidn de costra y cierre de heridas.(33)

Actividad antiinflamatoria

Se ha estudiado a la tapina y se demostré que inhibe la proliferacién de células SK23 y
HT29, mostrando una mayor actividad sobre la primera. Los resultados demuestran que
otros componentes del latex como la proantocianina intervienen en las actividades
antiinflamatorias. Por otro lado, se ha comprobado en un estudio in vivo que el latex

intraperitoneal es altamente efectivo para disminuir la accion inflamatoria. (33)

Actividad inmunomoduladora

Esta actividad se demostrd en estudios experimentales in vitro, debido a su actividad
inhibidora del sistema de complemento y su doble respuesta a la produccién de especies

reactivas de oxigeno, sobre la fagocitosis y su actividad linfocitaria. La actividad sobre el
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sistema de complemento, le brinda la capacidad de interactuar de forma efectiva sobre el
sistema celular y humoral, asi mismo esta podria ser afectada por la formaciéon de complejo
atacante de membrana, por lo que cabe mencionar que la actividad de “Sangre de grado”
sobre el sistema de complemento podria estar relacionado con la reduccion de iones de
Ca 2+ y Mg2+, fundamentales para la actividad del sistema de complemento.(33)

La “Sangre de drago” presenta multiples actividades (prooxidante /antioxidante) sobre la
produccion de especies reactivas de oxigeno como se ha demostrado en estudios in vitro
con monocitos de sangre humana y leucocitos polimorfonucleares, estimulados con
peréxido como con PMA. Esta propiedad de antioxidante la confiere los acidos fenoles,
polifenoles, flavonoides debido a su a su actividad quelante. Importante mencionar que
también este latex puede generar actividad sobre la fagocitosis y sobre la proliferacion
linfocitaria.(33)

Actividad antimutagénica

La “Sangre de grado” tras estudios demuestra que no es mutagénico ni genotoéxico.
También se ha observado que tiene un efecto profilactico frente a mutaciones inducida por

2-aminoantraceno, el cual estaria relacionada con la presencia de proantocianidinas.(33)
Actividad antidiarreica

Se ha demostrado in vivo que SP-303 es eficaz en el tratamiento de las diarrea inducida
por la toxina del célera y estudios sugieren que el mecanismo de accion esté relacionado
con la inhibicion de la secrecion de cloruro mediada por el AMPc, en las células epiteliales

del tejido intestinal.(14)

Actividad antimicrobiana y antiviral

Diversos estudios respaldan la actividad antimicrobiana y antiviral de la “Sangre de drago”,
gracias al componente SP-303. Esta proantocianidina fue investigada tanto en estudios in
vitro como in vivo, asi como en humanos, demostrando que inhibe diferentes virus DNA y

RNA, incluyendo el virus herpes, el virus de la hepatitis, el virus de la influenza y el virus
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sincitial respiratorio. La Sangre de grado por sus multiples principios activos ha demostrado
efectividad sobre Bacillus subtilis y Escherichia coli. Y esto debido a que presenta 1,3,5-
trimetoxibenceno y el 2,4,6 trimetoxifenol dos componentes incluso mas potente que la
penicilina y el cloranfenicol.(33)
- Efectos adversos

Los efectos secundarios del uso de “Sangre de grado” son: estrefimiento, indigestion y
trastornos circulatorios. No es recomendable usar indiscriminadamente en heridas
extensas o0 quemaduras. Los efectos citotdxicos de la Taspina en uUlcera duodenal pueden
causar dafno hepatico. Se han realizado estudios experimentales en animales sin efectos

téxicos a dosis apropiada para el peso corporal.(35)

3.3 HIPOTESIS

3.3.1 Hipétesis de investigacion

El latex de Croton lechleri (Sangre de grado) si presenta efecto antibacteriano sobre
Enterococcus faecalis.

3.3.2 Hipoétesis nula

El latex de Croton lechleri (Sangre de grado) no presenta efecto antibacteriano sobre
Enterococcus faecalis.

3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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VARIABLES

Latex de Croton
lechleri “Sangre
de
diferentes

grado” a

concentraciones

Gluconato de
Clorhexidina 2%

Efecto
antimicrobiano
sobre
Enterococcus

faecalis

DEFINICION
OPERACIONAL

El extracto de latex es
obtenido directamente

de la corteza del Croton

lechleri.
Antiséptico utilizado
como agente

antimicrobiano a nivel
intracanal.
Accion de ciertos

elementos que actian

contra Enterococcus
faecalis inhibiendo el
crecimiento

DEFINICION
CONCEPTUAL

Este arbol de la familia
de Euphorbiaceae
presenta una corteza
blanquecina de 20-25
mm de  espesor
provista de un latex
rojizo. (Segun
Iglesias. J)

La clorhexidina al 2%
es eficaz para eliminar
biopelicula de
E.faecalis, e inhibe la
reabsorcién radicular
externa.(Segun

Berman. L.H)

TIPOS

Independiente

Independiente

Dependiente
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CLASIFICACION

Cualitativa

Cualitativa

cuantitativo

INDICADOR VALOR
CATEGORICO
Concentraciones  25%-50%-100%

Concentracion 2%

THICM: tamano Segun escala de
Duraffourd
del halo de Nula () = < 8 mm
inhibicion del - Sensible (+) =8 a
- 14 mm
crecimiento  del Muy sensible (++)
microorganismo =14 a2 20 mm

Sumamente sensible

(+++) =220 mm

ESCALA DE
MEDICION
Ordinal

Nominal

Continua



Iv.

METODOLOGIA

4.1 TIPO DE INVESTIGACION
Método: Cientifico
El disefno es de tipo experimental, longitudinal y prospectivo.
Experimental: Se empled recursos materiales para determinar el comportamiento de la
bacteria en relacion al efecto antibacteriano generado por el latex de Croton lechleri.
Prospectivo: La informacion se registré en paralelo conforme se ejecutd el experimento.
Longitudinal: Las muestras fueron evaluadas en dos momentos (48 y 72 horas).

4.2 POBLACION Y MUESTRA

4.2.1 Poblacion
La poblacion es una cantidad infinita de cepas de Enterococcus faecalis, que se manejé
mediante pardmetros indicados segun el laboratorio Gen Lab.

4.2.2 Muestra
La unidad de analisis estuvo conformada por cultivos de la cepa de Enterococcus
feaecalis ATCC 29212.

- Tipo de muestreo: Se aplicé un muestreo no probabilistico por conveniencia.

Tamaiho muestral
Se emple6 la férmula que corresponde a comparacién de medias, aplicando la
susceptibilidad bacteriana.

n=2x (Za/2 + ZB)? x 0

(W1-p2)?
Donde: n = Numero de placas Petri para cada concentracion.
Za/2=1.960 Valor Z al 5% de error tipo |
ZB =0.842 Valor Z al 20% de error tipo |l
02 = 1.46 Desviacién estandar de la susceptibilidad bacteriana.
p1-u2 = Diferencia a detectar en la susceptibilidad bacteriana
Se asume: o/ (u1 - p2) =1
Reemplazando se tiene:
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n= 10 repeticiones
4.2.2.1 Criterio de inclusion
e Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 puras y libres de contaminantes.
4.2.2.2 Criterio de extrusion
o Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 contaminadas durante la experimentacion.
e Placas Petri con defectos de fabrica que presenten algun tipo de dafo en su estructura
durante el proceso de incubacion.
4.2.2.3 Unidad de analisis
La unidad de andlisis para el método de difusién en placa se establecié en cada una de
las placas de Petri con cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y sobre ella el latex

de Croton lechleri en determinadas concentraciones.

4.3 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS
Procedimiento
Para ejecutar el proyecto dentro del laboratorio de Microbiologia, se solicitd el permiso a
las autoridades de la facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. (ANEXO 1)

4.3.1 Adquisicion de muestra

Las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 fueron adquiridas del laboratorio
estadounidense Gen Lab, sede Lima- Perd.

El latex de Croton lechleri (Sangre de grado) fue obtenida directamente del laboratorio de
Amanatura del Pera S.A.C y certificada por el biélogo Dario Davila Paredes docente de la
UNAP (Universidad Nacional de la Amazonia Peruana) garantizando los estandares de
calidad. (ANEXO 2)

Para la dilucién de latex de Sangre de grado se emple6 el etanol al 96% con el propésito
de obtener diferentes concentraciones de 25%, 50% y 100%; una vez realizada la dilucion
se procedio a destilar por filtracién de membrana. (10) (2) (11) (12).

ESTUDIO MICROBIOLOGICO
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4.3.2 Activacion de la cepa bacteriana

La cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 se activd sembrando en agar BHI y fue
sometido a condiciones de 37 °C por 48 - 72 horas en una camara de microanaerobiosis

(5 a 10% de CO2) en jarra Gaspak.

4.3.3 Preparacion del inéculo
Se realizd diluciones de la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 en suero fisioldgico
hasta obtener una turbidez semejante al tubo N° 0.5 del Nefelometro de la escala de Mc

Farland (suspension experimental) que corresponde a 1.5 x 108 UFC.
Determinacion de la actividad antibacteriana

4.3.4 Método por difusion en placa

El método por difusion en placa estuvo orientado a la determinacién cuantitativa de la
actividad antibacteriana, para tal fin se emple6 el agar Miller Hinton que es el medio mas
adecuado para realizar las pruebas de sensibilidad. (Fig 1)

Se prepararon discos de papel filtro estériles de la marca Whatman de 2 um, embebidos
con las concentraciones experimentales (100%,50%,25%) y las soluciones de control
positivo y negativo.

Se prepararon las placas Petri con medio agar Muller Hinton, sobre las cuales se sembr6
el Enterococcus faecalis ATCC 29212, a partir de una suspension en suero fisioldgico con
turbidez equivalente a la escala de Mac Farland (1.5 x108), (Fig 2) seguidamente se afiadi6
100 microlitros y se emple6 la técnica de diseminacion en placas de manera uniforme
sobre toda la superficie del agar, previamente se prepararon discos de papel de filtro
estériles de 6 mm de diametro, los cuales fueron sumergidos dentro de las concentraciones
25%, 50%, y 100% de latex de Croton lechleri, luego con una pinza estéril estos se
colocaron sobre los cultivos de Enterococcus faecalis ATCC 29212, en las Placas Petri
previamente preparadas; todo el procedimiento se llevé a cabo dentro del diametro de

10cm de la llama de un mechero; se realizaron 10 repeticiones para cada concentracion
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experimental, y se emple6 como grupo control discos embebidos en Clorhexidina al 2%.
Las placas se voltearon de posicion y se incubaron en microanaerobiosis utilizando la jarra
de GasPack, con el método de la vela en extincion, el cual consiste en sellar la jarra
GasPack con una vela encendida dentro hasta que se extinga, el cual todo este proceso
nos permitié obtener un ambiente aproximadamente de 5 a 10% de CO2, y una temperatura
de 37° C durante 48 y 72 horas.

La lectura se llevd a cabo a las 48 y 72 horas respectivamente mediante la inspeccién
visual de cada placa. La medicion se efectud tomando el registro en milimetros de diametro

de los halos de inhibicién del crecimiento de Enterococcus faecalis ATCC 29212. (Fig 3).

El protocolo de eliminacién de cepas y de todo el material biolégico utilizado, fue

esterilizado por calor humedo por autoclave para su posterior descarte.

2ml de cada
muestra

/—‘ Disco- 10 pl
de cada
’ . muestra

(1.5x 10° UFC/ml)

$

Diseminacion en placa Evaluacion a las 48h-72h
Figura 1: Proceso del método de difusion en placa

Fuente: Propia
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Figura 2: A. Enterococcus faecalis B. Sangre de grado (25%,50%,100%), Clorhexidina
2%, etanol 96°C. E.F segun la escala de Mac Farland (1.5 x108) en el densitémetro.

Fuente: Propia

Figura 3: A. Diseminacion en placa B. Disco embebido con cada muestra C. Distribuir
cada disco en la placa D. Micro anaerobiosis con el método de la vela en extincion
Fuente: Propia
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4.3.5 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CMI)

Se determiné mediante la prueba de dilucion en microplacas, para cumplir con el propésito
se empled el agar Miller Hinton y se procedié a realizar las diluciones (1:1; 1:3;1:7) para
cada una de las diferentes concentraciones (25%,50%,100%) asi como del grupo control

positivo y negativo. (Fig 4)

- ¥
O O (vy) >
1ml-1mi X3 / Agar+ SG 100% g Q Q Q Q
—
L5ml-0.5mi X3 /Agar +SG 50% g QQOQ K
1.75ml-0.25ml X3 /Agar +25% *OOOQ o 2ml de
muestra
—en cada
1:10 2ml X3/ pocillo
\ ) r
— m ga B BN
10pl de E.Fen
d ill
oo Iml-1ml X3/Agar + CHX * (&)}
1ml-1ml X3/ Agar + etanol 96% ‘ OQ =2

Figura 4: Proceso de la concentracion minima inhibitoria

Fuente: Propia
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Figura 5: A. Diluciones de agar Muller Hinton con etanol, Clorhexidina y Sangre de

grado. B. Agar MullerHinton es estado liquido
Fuente: Propia

Las placas del ensayo fueron sometidas a los rayos UV por 2 horas y luego fueron llevadas

a incubacion a 37 C° por 24h para su control. (Fig 5)

El inéculo empleado fue preparado en un tubo con 4ml de suero fisiologico estéril, al que
se anadio colonias de Enterococcus faecalis, hasta alcanzar una turbidez equivalente al
tubo N° 0.5 de la escala de Mc Farland (1.5x108 UFC/ml), se realizé una diluciéon 1:10 de

este tubo a partir del cual se extrajo 10 microlitros como inoculo final.

El inoculo final fue depositado sobre la superficie de las placas con el medio de cultivo en
concentraciones decrecientes y estas fueron incubadas en microanaerobiosis a 37C° por
un periodo de 48h, luego del cual se retiraron las placas para visualizar el crecimiento

microbiano en la superficie de las placas realizando la coloracién Gram.

Se considero como la concentracion minima inhibitoria, la concentracién mas baja de latex

Sangre de grado que inhibié el crecimiento visible de la bacteria.
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4.3.6 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Para determinar la concentracién minima bactericida se realiz6é diluciones seriadas de
Sangre de grado en caldo BHI, para ello se emplearon tubos y en cada una de ellos se
colocaron 2ml de las concentraciones de latex de Sangre de grado, asi mismo se empled

un tubo estéril con 2ml de etanol 96% (control negativo), Clorhexidina al 2% (control

positivo) finalmente caldo BHI puro como control de crecimiento. (Fig 6).

Figura 6: A. Preparar las diluciones con el caldo BHI. B. La muestra se extiende sobre

la superficie con el medio agarizado

Fuente: Propia
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100%

50% 25%

SG-1ml SG-1.5ml
SG 2ml

0.imicdeEF
en cada
muestra

BHI 2ml CHX 2ml
BHI-1ml BHI-0.5ml

J
|

Incubar 24h a 37C°

1.5x 10* UFC/ml)

100 pl en cada
una de las placas

J
|

Incubar 48h a 37C°

Figura 7: Proceso de la concentracion minima bactericida

Fuente: Propia

Se inoculd a cada tubo una misma concentracién de Enterococcus faecalis, estos medios
fueron incubados en condiciones de micro anaerobiosis a 37C° por 24h. Luego de ese
tiempo se extrajeron 100 microlitros del medio de cultivo para ser sembrados en placas de
agar Muller Hinton por 48h en condiciones de micro anaerobiosis a 37C°. (Fig 7).
Luego del periodo de incubacion las placas fueron revisadas para evidenciar el crecimiento

de la bacteria; se consideré como la concentracidn minima bactericida a la menor
concentracion a partir de la cual no se recuperaba a la bacteria.

4.4 PROCESAMIENTO DE DATOS

4.4.1 Técnica de recoleccion de datos

Experimental observacional
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4.4.2 Ficha de recoleccion de datos
Para efectos de la investigacidon se elabor6 una ficha para registrar datos en relacién al
conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y el promedio del diametro de

halos de inhibicion expresados en milimetros (mm). (ANEXO 3)

4.5 ANALISIS DE RESULTADO

Se realiz6 el registro de los datos obtenidos en la base de datos Excel para que
posteriormente sean procesados y analizados estadisticamente en el Software I1BM

SPSS Statistics, 64.

Los resultados se representaron mediante tablas y graficos. Se obtuvieron medidas
estadisticas descriptivas: media y desviaciéon estandar. Los valores de los grupos que
cumplieron con el supuesto de normalidad, se evaluaron con la prueba de Shapiro-wilk,
en consecuencia, las comparaciones entre las muestras independientes fueron
examinadas por la prueba de T Student.
V. RESULTADOS
METODO POR DIFUSION EN PLACA
Los resultados demuestran que Croton lechleri al 50% y 100% tienen efecto inhibidor sobre
Enterococcus faecalis, sin embargo, ambas no superan la actividad de la clorhexidina al
2%.
El analisis estadistico de los resultados mostr6 una variaciéon significativa durante la
evaluacion a las 48h y 72h, para demostrar esta variabilidad se realizé la prueba de
normalidad de Shapiro Wilk, con lo cual quedd demostrado que el nivel de significancia es
superior a 0.05 (p> 0.05), por lo tanto, se manifiesta que las muestras provienen de una

poblacién con distribucién normal. (Tabla N 1)
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TABLA N 1: Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistic gl Sig.
o

Sangre de grado al 100% 0,181 20 0,086 0,910 20 0,063

Sangre de grado al 50% 0,173 20 0,117 0,903 20 0,047

Sangre de grado 25% 0,142 20 0,200" 0,955 20 0,453

Clorhexidina 2% 0,106 20 0,200° 0,959 20 0,524

TABLA N 2. Prueba de muestras relacionadas, T student
Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media | Desviacién | Error tip. de 95% Intervalo de (bilatera
tip. la media confianza para la 1)
diferencia
Inferior Superior

Sangre de grado al 100% 48h -1,22400 0,70118 0,22173  -1,72559 -,72241 -5,520 9 0,000
Sangre de grado al 100% 72h
Sangre de grado al 50% 48h -1,36700 0,56974 0,18017  -1,77457 -,95943 -7,587 9 0,000
Sangre de grado al 50% 72h
Sangre de grado 25% 48h -,66100 0,54637 0,17278 -1,05185 -,27015 -3,826 9 0,004
Sangre de grado 25% 72h
Clorhexidina 2% - 48h-72h -,39500 0,26647 0,08426 -,58562 -,20438 -4,688 9 0,001

Con esta prueba T Student para muestras relacionadas podemos comparar las medias de las

variables de un solo grupo, en la que queda demostrado que hay un incremento de las medias

de cada una de las muestras estudiadas, (p<0.05), (Tabla N 2), tal es el caso de Sangre de

grado al 100% que a las 72h su media aumenta de 8.32 a 9.54, Sangre de grado al 50% su
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media aumenta de 6.9 a 8.2, Sangre de grado al 25% aumenta de 6.4 a 7.09 y finalmente

Clorhexidina al 2% presenta un pequefio aumento de 18.6 a 18.9. (Tabla N 3)

TABLA N 3. Relacion del tiempo con Clorhexidina al 2% y Sangre de grado a

diferentes concentraciones

Tiempo Sangre de Sangre de Sangre de Clorhexidina
grado al 100% grado al 50% grado 25% 2%

48h Media 8,3200 6,9190 6,4720 18,6000
N 10 10 10 10
Desv. 0,57149 ,45591 ,30738 ,56255
tip.

72h Media 9,5440 8,2860 7,0960 18,9950
N 10 10 10 10
Desv. 0,44680 ,33909 47284 ,53140
tip.

Total Media 8,9320 7,6025 6,7840 18,7975
N 20 20 20 20
Desv. ,80220 ,80292 ,50312 ,56985
tip.

La sensibilidad in vitro de Enterococcus faecalis frente a latex de Croton lechleri se dio
en las diferentes concentraciones; con una diferencia significativa (p<0,001) entre las

muestras de latex y el grupo control.

Se pudo visualizar en cada placa que el diametro mayor es del grupo control positivo
con un diametro mayor de 19,63 mm, en tanto el grupo experimental el que presenté
mayor diametro fue el de latex de Croton lechlerial 100% con un halo mayor de 9.90mm,
ambas mediciones fueron tomadas a las 72h debido a que mostraron mayor crecimiento
del halo durante ese tiempo; segun Duraffourd la Clorhexidina 2% a las 48h y 72h fue
muy sensible, Croton lechleri al 100% a las 48h y 72h fue sensible, asi mismo es
importante destacar que Croton lechleri al 50% presento una variaciéon significativa
(p<0,03) a las 48h debido a que durante ese tiempo su actividad fue nula sin embargo

a las 72 horas presento sensibilidad, situacion muy distinta sucedié con Croton lechleri
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al 25% que al ser evaluada a las 48h y 72h su actividad fue nula como la del etanol al

96°. (Fig 8)

———

—~—
Etanol 96°

CHX 2%

-
e

Figura 8: Efecto antibacteriano de las muestras en estudio

Fuente: Propia

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Los resultados obtenidos de la prueba realizada muestran que el efecto inhibitorio de
latex de Sangre de grado frente a Enterococcus faecalis se da a mayores
concentraciones. La CMI de las diferentes concentraciones de “Sangre de grado” varia
entre el producto puro y la dilucién 1:7, tal es el caso que a la evaluacion macroscépica
y microscopica se evidencia crecimiento de Enterococcus faecalis, sin embargo, queda
demostrado que a partir de las diluciones de 1:3 e inferiores a ella presentan mejor

efecto inhibitorio del crecimiento de la bacteria. (Fig 9)

Asi mismo para descartar crecimiento bacteriano se realiz6 tincién Gram de cada una
de las muestras y qued6 demostrado que en la dilucion de 1:7 existié crecimiento de

Enterococcus faecalis. (Fig 10)
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Figura 9: 1. Etanol 96°evidencia crecimiento, 2. Clorhexidina 2% evidencia cristalizacion
3. Agar Muller Hinton evidencia crecimiento 4. Dilucion de 1:7 si evidencia crecimiento 5.

Dilucion de 1:3 no evidencia crecimiento 6. “Dilucién de 1:1 no evidencia crecimiento

Fuente: Propia

Figura 10: Tincion Gram y crecimiento de Enterococcus faecalis,

Fuente: Propia
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MIiNIMA BACTERICIDA (CMB)

Los resultados obtenidos muestran un efecto bactericida del latex de Sangre de grado al
100% frente a Enterococcus faecalis. La actividad de Croton lechleri al 100% fue optima a
diferencia de Croton lechleri al 50% y 25% donde pierde su efecto bactericida. En la placa
con el control positivo (Clorhexidina 2%) presenta un efecto bactericida y situacién muy
diferente sucede con el control negativo (caldo BHI) donde se evidencia crecimiento de la

bacteria. (Fig 11)

Figura 11: 1. Croton lechleri 100%, no evidencia crecimiento bacteriano 2. Croton lechleri

50%, se evidencia colonias dispersas de Enterococcus faecalis 3. Croton lechleri 25%, se
evidencia abundantes colonias de Enterococcus faecalis 4. Caldo BHI Evidencia

crecimiento bacteriano 5. Clorhexidina 2% no evidencia crecimiento bacteriano.

Fuente: Propia

VI. DISCUSION
La bacteria anaerobia facultativa Enterococcus faecalis, encontrada en la microbiota oral
humana, se establece dentro de los canales radiculares, siendo asociada frecuentemente
con las infecciones endodonticas persistentes, la elevada prevalencia de la especie
Enterococcus faecalis, es debido a sus diversos mecanismos de sobrevivencia entre ellos
el de penetrar en los tabulos dentinarios y adherirse a las paredes de la dentina y formar
biofilm, asi mismo tienen la capacidad de prevalecer en condiciones desfavorables. Por lo
tanto, resulta evidente la necesidad de abordar el problema mediante una terapia de

erradicacion de la bacteria.
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Para ello, existen diferentes esquemas de tratamiento antibacteriano, pero la aplicacion de
estos puede resultar muy costosa, en tal sentido surge la necesidad de alternativas de
tratamiento mas accesibles, una opcion a considerar es: El uso de productos naturales,
que en estos afnos estan alcanzando niveles altos de aceptacién gracias a su eficacia,
biocompatibilidad y baja toxicidad, muestra de ello es la “Sangre de grado”, motivo de la
investigacion.

Este trabajo tuvo como propdsito evaluar el efecto antibacteriano de Croton lechleri sobre
Enterococcus faecalis, en la que queda demostrado que “Sangre de grado” al 100% tiene
un efecto bacteriostatico y bactericida a diferencia de “Sangre de grado” al 50% que
muestra un efecto antibacteriano menor, asi también se evidencié que el efecto de “Sangre
de grado” al 25% no presento6 un efecto inhibidor significativo y que segun Duraffourd (38)
se considera nulo al igual que el etanol al 96°. Sin embargo, la clorhexidina al 2% mostrd
mayor efectividad frente Enterococcus faecalis superando el halo de inhibiciéon de “Sangre
de grado” al 100%.

Dentro de las sustancias testadas, la solucion de clorhexidina al 2% fue la que presenté
mayor efectividad sobre E. faecalis (36), situacion que se afirma en nuestro estudio al
presentar un halo promedio de 18.9 mm que segun Duraffourd (38), es considerado muy
sensible.

Estos resultados guardan relacién con los estudios realizados por Xangkuo Zheng y
Chininin J.(16) quienes demuestran que el latex de Croton lechleri ejerce una eficacia
antibacteriana positiva en S. aureus, siendo esta una bacteria grampositiva anaerobia
facultativa implicada en los fracasos endoddnticos cuyas condiciones los hacen resistentes.
Estudios previos han revelado que los principales componentes que le confieren las
propiedades antibacterianas son las proantocianinas, fenoles, flavonoides vy
sesquiterpenos en abundancia (30)(37).

Los hallazgos anteriores fueron respaldados debido a que se corrobor6é que el latex de
“Sangre de grado” reduce los factores de virulencia al disminuir la capacidad de produccién
de alfa-hemolisina de las cepas grampositivas anaerobias facultativas.(16)
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Estudios como la de Cesar Cayo (12) que buscé determinar el efecto de latex de Croton
lechleri sobre Streptococcus mutans, presentd halos de inhibicion con un mayor diametro
en concentraciones de 100%. Dos trabajos que contribuyen con el empleo de mayores
concentraciones de latex de Croton lechleri para una mayor efectividad es el Torrejon
M.(19) que buscé la efectividad de Sangre de grado sobre Candida albicans donde obtuvo
un halo con didmetro de 14.19mm; y Ortiz (38) que sometid el latex a Helicobacter pylori,
muestra que la concentracion presenta una relacion directa con la inhibicion de la bacteria.
En el ultimo estudio Silva (15) demostré que si existe efecto antibacteriano de Croton
lechleri sobre E.faecalis pero en concentraciones de 300mg/ml con halos de 14mm a
diferencia de nuestro estudio que a una concentracion mayor solo se logré obtener un halo
de 9.9mm.

Montaluisa (18) en otro estudio muestra la actividad antibacteriana moderada de latex de
Croton lechleri sobre S. epidermidis, E. coli, B. subtillis, considerando esta ultima una
bacteria involucrada en los procesos endodénticos, pero cabe destacar que para evitar el
crecimiento bacteriano emplearon menores concentraciones (125ppm) el cual no
concuerda con lo reportado en estudios previos. Un trabajo similar es el de Verduga (13)
que pudo determinar que el efecto de latex de Sangre de grado en concentraciones de
25% producen inhibicion del crecimiento con un halo de 11mm sobre Porphynomona
gingivalis, bacteria gramnegativo presente en la cavidad oral.

A diferencia de antimicrobianos estandares donde existe un consenso sobre las
concentraciones aceptables de uso, para las plantas medicinales ain no se ha descrito un
estandar, encontrandose en las diferentes investigaciones, concentraciones variables.

Al parecer estas diferencias significativas en los resultados puede estar relacionado con
una variedad de factores, dentro de ellos podemos citar, las diferentes metodologias de
cada estudio (/n vitro), las limitaciones existentes para cada tipo de prueba; también se
puede mencionar, el origen, las distintas formas de presentacion. Otro punto a considerar

es la finalidad para el cual el latex de Croton lechleri sera utilizado, y el propésito es evaluar
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VIL.

la efectividad sobre E. faecalis y que mas adelante pueda ser viable como medicacion
intraconducto en fracasos endoddnticos.

El efecto fitoterapéutico como medicacién intracanal, en cuanto a la actividad inhibitoria
frente a microbiotas resistentes en las endodoncias, parece prometedor, sin embargo, para
tal fin se requiere mas pruebas antimicrobianas empleando intervalos de tiempo mas largo
y controlar los procesos de manera que puedan contribuir en el impacto del trabajo de
investigacion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, ayudan a sustentar la evidencia cientifica
relacionada con la fitoterapia odontolégica y asi ampliar el conocimiento de los beneficios
y ventajas de latex de Croton lechleri en relacion a la bacteria Enterococcus faecalis.
CONCLUSIONES

En base a la metodologia aplicada y los hallazgos encontrados se puede concluir que el
latex Croton lechleri ejerce una accién antibacteriana positiva en E. faecalis,

El efecto antibacteriano de latex de Croton lechleri al 100% frente a E. faecalis, fue mayor
al evaluar a las 72h presentando un halo de inhibicién de 9.9mm. (Sensible)

El latex de Croton lechleri al 50% mostré un efecto antibacteriano mayor frente a E. faecalis
a las 72h presentando un halo de inhibicién de 8.82mm. (Sensible)

El latex de Croton lechleri al 25 % no mostré un efecto antibacteriano significativo frente a
E. faecalis a las 48h ni a las 72h presentando un halo de inhibicibn maximo de 7.84mm.
(Nulo)

En la prueba de CMI las diluciones de latex de Croton lechlerien concentraciones de 100%
y 50% inhibieron el crecimiento bacteriano

En la prueba de CMB del latex de Croton lechleri al 100% mostro la actividad bactericida
La clorhexidina al 2% presentd mayor efecto de inhibicién que Croton lechleri en todas las

concentraciones.
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VIil.

RECOMENDACION

Los estudios han demostrado que el latex de Croton lechleri tiene un efecto antibacteriano.
Sin embargo, para obtener mejores resultados se recomienda realizar interacciones con
otros componentes que potencien su accion, asi mismo estas sean aplicadas sobre otros
patdégenos de importancia clinica.

Se recomienda continuar con los estudios analiticos para evaluar el comportamiento de la
variable de interés (Croton lechleri) sobre los microorganismos prevalentes en la cavidad

oral.
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MATRIZ DE CONSIS

FORMULACION

OBJETIVO

DEL PROBLEMA

¢Cual es el OBJETIVO GENERAL

efecto Evaluar el efecto antibacteriano del
antibacteriano latex de Crotén lechleri (“Sangre de
del latex de grado”) sobre el Enterococcus
Croton lechleri faecalis.

(“Sangre de ;

grado”) sobre el OBJETIVOS ESPECIFICOS
Enterococcus

faecalis? - Evaluar el efecto antibacteriano del

latex de Croton lechleri al 100%
(“Sangre de grado”) sobre el
Enterococcus faecalis a las 48
horas y 72 horas de incubacion.

- Evaluar el efecto antibacteriano del
latex de Croton lechleri al 50%
(“Sangre de grado”) sobre el
Enterococcus faecalis a las 48
horas y 72 horas de incubacion.

- Evaluar el efecto antibacteriano del
latex de Croton lechleri al 25%
sobre (“Sangre de grado”) el
Enterococcus faecalis a las 48
horas y 72 horas de incubacion.

HIPOTESIS

Hi
El latex de Croton
lechleri (“Sangre
de grado”) SI
presenta efecto
antibacteriano
sobre
Enterococcus
faecalis.

HO

El latex de Croton
lechleri (“Sangre
de grado”) NO
presenta efecto
antibacteriano
sobre
Enterococcus
faecalis.

VARIABLES

- Latex de Crotdn

lechleri “Sangre
de grado” a
diferentes

concentraciones

- Gluconato de
clorhexidina 2%

- Efecto
antimicrobiano
sobre
Enterococcus
faecalis
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INDICADOR

Tamano del halo
de inhibicion a
diferentes

concentraciones
(25%,50%,100%)

Tamana del halo
de inhibicion de
gluconato de
clorhexidina 2%

HICM: Halo de
inhibicién de
crecimiento  del
microorganismo

VALOR

Segun escala de
Duraffourd

Nula (-) =< 8mm

Sensible (+)=9a
14 mm

Muy sensible
(++) =152 19mm

Sumamente
sensible (+++) =
= 20mm

TECNICA
RECOLECCION
DATOS
Observacional
Experimental porque los
datos son relativamente
controlados y la variable
es susceptible a ser
manipulada.

DE
DE

INSTRUMENTO

Se emplea la ficha de
recoleccion de datos

que toma en
consideracion las
variables

V1. Latex de “Sangre de
grado” a diferentes
concentraciones

V2. Gluconato de
clorhexidina 2%

V3. Efecto

antibacteriano mediante
los halos de inhibicién.



PR

ANEXO

Anexo 1: Autorizacién para acceder a las instalaciones del laboratorio de

Microbiologia

DECANATO - FACULTAD DEODO.. & lun, 15ago2022,10:28 “ :
para JUANA, CERSEU-ODONTOLOGIA, mi -

Buenos dias Dra. Juana Delgadillo
Directora del DACB

Mediante el presente hacemos de conocimiento que la estudiante Keiko Alarcon ha
solicitado a través del documento adjunto acceso a las instalaciones del laboratorio de
microbiologia, por tal motivo, hacemos llegar dicho requerimiento para su aprobacion,
salvo mejor parecer.

Asimismo, adjuntamos la R.D. N* 0230-FO-D-2015 que aprobao las tarifas para el servicio
del Laboratorio de Microbiologia.

Saludos cordiales,
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Anexo 2: Constancia de determinacion botanica del Croton lechleri

Centro de Investigacion de

i_g ‘U NAP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 001-2023 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacién de Recursos Naturales
(CIRNA), de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica presentada por KEIKO LUCERO ALARCON VELASQUEZ, bachiller de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, pertenece al proyecto de
tesis de titulado “Efecto antibacteriano del latex de Croton lechieri ("sangre de grado”™) sobre el
Enterococcus faecalis: Estudio jn vitrd”; ha sido DETERMINADA en este centro de investigacién y
ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, de acuerdo al nuevo sistema de clasificacion
taxondmica APG IV (2016), como se indica a continuacién:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Super orden: Rosanae Takht.

Orden: Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl

Familia: Euphorbiaceae Juss.

Género: Croton L.

Nombre cientifico: Croton lechleri Mill. Arg.
Nombre coméin: “sangre de grado”

Determinador: Ing. Dario Davila Paredes

A los tres dias del mes de febrero del afio dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los
Interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

Apdo. 496 — Email: herbarium amazonense@unapiquitos. edu.pe

UNIVERS
Direccitn Povas/Nanay — lquitos Perd Pégina 1del  CONSTANCIA n.t 001-2023 AMAZ-UNAP m
RESBLLOON W* 313235 SINEDET
S



Anexo 3: Ficha de recoleccién de datos

No

Placa Croton lechleri Clorhexidina
Petri 2%

25% 50% 100% Clorhexidina 2%

48h 72h 48h 72h 48h 72h  48h 72h
6.79 6.94 7.00 8.21 8.96 9.50 19.30 19.63
6.70 7.50 6.90 7,94 8.57 9.70 18.92 19.44

6.36 6.50 6.50 7.94 8.00 8.90 19.05 19.29
6.48 6.64 6.77 8.56 8.73 9.70 17.80 18.36
6.57 6.77 6.76 7.78 8.13 8.58 18.66 19.55
6.87 7.43 6.92 8.55 6.95 9.86 18.48 18.73
6.03 7,47 6.55 8.82 8.45 9.70 18.98 18.84
6.05 6.90 7.34 8.11 8.60 9.70 19.03 19.42

6.70 7.34 7.98 8.45 8.70 9.90 17.72 18.24
6.17 7.84 6.47 850 8.11 9.90 18.06 18.45

-
.
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