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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus y Candida albicans, usando el método de difusién de discos. MATERIALES Y
METODOS: Se recolectaron las muestras del sector Bullcay / Gualaceo. Hojas, vainas
y semillas; pre seleccionadas y lavadas, se secaron a temperatura ambiente durante 7
dias, y 2 dias mas en la estufa a 38°C. El extracto alcoholico se obtuvo mediante método
de maceracion. Se trabajé con concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%, un control
positivo (antimicrobiano), y un negativo (Etanol). Se realizaron cuatro repeticiones por
cada grupo estudiado. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas, y
finalmente los halos de inhibicién fueron medidos con un vernier digital. RESULTADOS:
El analisis estadistico ANOVA revel6 diferencias significativas entre los tipos de extracto,
tanto para E. faecalis, S. aureus y C. albicans. Asi mismo demostré que la actividad
antimicrobiana del extracto es directamente proporcional a su concentracion. El extracto
etandlico de vainas presentd mayor diametro de inhibicién (19mm), mientras que el
extracto de semillas presenté el mas bajo (1mm). CONCLUSION: Los extractos de C.
spinosa podrian ser utilizados como coadyuvantes en el tratamiento contra
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, que estan

relacionados con patologias orales.

PALABRAS CLAVE: antimicrobiano, extracto, Caesalpinia, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, Candida albicans
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ABSTRACT

AIM: Determine the in vitro antimicrobial effect of the ethanol extract of Caesalpinia
spinosa on the growth of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and Candida
albicans, using the disk diffusion method. MATERIAL AND METHODS: Samples from
the Bullcay / Gualaceo sector were collected. Leaves, pods and seeds; preselected and
washed, dried at room temperature for 7 days, and 2 more days in the oven at 380C.
The alcoholic extract was obtained by maceration method. We worked with
concentrations of 100%, 75%, 50% and 25%, a positive control (ATM), and a negative
(Ethanol). Four repetitions were performed for each group studied. The plates were
incubated at 370C for 24 hours, and finally the inhibition halos were measured with a
digital vernier. RESULTS: The ANOVA statistical analysis revealed significant
differences between the types of extract, both for E. faecalis, S. aureus and C. albicans.
It also demonstrated that the antimicrobial activity of the extract is directly proportional
to its concentration. The ethanolic extract of pods had a larger diameter of inhibition
(19mm), while the seed extract had the lowest (1mm). CONCLUSION: Extracts of C.
spinosa could be used as adjuvants in the treatment against Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, and Candida albicans. And introduced into dental products.

KEY WORDS: antimicrobial, extract, Caesalpinia spinosa, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, Candida albicans



INTRODUCCION.

El efecto antimicrobiano es la capacidad que tienen ciertas sustancias, para detener e
inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos infecciosos, mediante diversos

mecanismos de accion.”

En la cavidad oral coexisten distintos nichos de microorganismos, acomodados en
habitats especificos para su desarrollo. Cuando se altera la homeostasis del
hospedador, se favorece el crecimiento e invasion de patégenos. Rapidamente, el
sistema inmune los reconoce y trata de eliminarlos; sin embargo, la mayoria de los
casos se requiere del uso de farmacos antimicrobianos para combatir eficazmente las

infecciones orales, periodontales e intraradiculares.?

Lamentablemente, debido al mal uso y abuso de estos medicamentos, los
microorganismos han desarrollado resistencia a sus mecanismos de accion. En
respuesta a esta realidad, existen nuevas propuestas para combatir procesos
infecciosos, como es el uso de medicina natural; en su mayoria, estos métodos se basan

en extractos de plantas.?

La Caesalpinia spinosa es utilizada empiricamente desde la antigliedad, para aliviar
malestares de garganta, piel, lavado de ojos inflamados, dolor estomacal, diarrea,

reumatismo y otros. 2'-22

Gracias a estudios preliminares, se conoce que la Caesalpinia spinosa posee actividad
antibacteriana, cicatrizante y antiinflamatoria; adicionalmente tiene efecto

gastroprotector y es un antioxidante natural.?® 2432

A pesar de los estudios reportados, se carece de informacion certera y confiable,
publicada en revistas especializadas, acerca del efecto antimicrobiano de Caesalpinia

spinosa.

Por ello, el propdsito de este trabajo es determinar el efecto antimicrobiano in vitro de
extractos etandlicos de diferentes 6rganos de Caesalpinia spinosa, sobre Enterococcus
faecalis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans; con un enfoque a futuro, de

introducir los beneficios de su principio activo, en productos de uso odontolégico.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO.
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1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

La resistencia a los antimicrobianos es un motivo de preocupacién mundial, la aparicién
de nuevos mecanismos de resistencia pone en peligro nuestra capacidad para tratar
enfermedades infecciosas, y por consiguiente aumenta la propagacion de la
enfermedad y tasa de mortalidad. Ademas con ello; aumenta el costo de atencion

sanitaria, al tener que producir medicamentos mas potentes y en mayor cantidad.

Estudios corroboran la resistencia que ha adquirido el Enterococcus faecalis frente a los
siguientes antimicrobianos: Ampicilina, Gentamicina, Estreptomicina, Ciprofloxacina,

Levoflozacina, Eritromicina, Vancomicina, entre otros. 3°

Por otro lado, el Staphylococcus aureus es resistente a: Penicilina, B-lactamicos, Amino
glucésidos, Macrélidos, Lincosamidas, Tetraciclinas, Rifampicina, Quinolonas y

Cloranfenicol. 4°

Y finalmente, la Candida albicans ha desarrollado resistencia a varios azoles, entre ellos

los mas frecuentes: fluconazol y voriconazol.*!

En base a esto, surge la pregunta ¢ Tienen efecto antimicrobiano in vitro el extracto

etandlico de Caesalpinia spinosa, sobre microorganismos patégenos orales?

2.- JUSTIFICACION
Relevancia cientifica

A pesar de la biodiversidad de flora que posee el Ecuador; el uso de medicina natural
en el campo odontoldgico, esta limitado debido a la falta de estudios relacionados con
el tema. Esta investigacion se llevara a cabo mediante un estudio in vitro controlado
que garantizara los resultados obtenidos. De modo que la informaciéon que vamos a
obtener contribuye un aporte novedoso para la comunidad cientifica. Con esta
investigacion, se pretende fomentar la realizacion de estudios que conlleve al uso de
Caesalpinia spinosa en la inhibicion de microorganismos patégenos y mejoramiento del

éxito de tratamientos de patologias infecciosas de caracter odontoestomatognatico.
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Relevancia social

El presente estudio también tiene relevancia social, pues permite considerar el uso de
extractos de Caesalpinia spinosa el momento de disefar estrategias de intervencién
sanitaria. El costo de obtencién de estos extractos, es relativamente menor al de la
produccion de otros farmacos antimicrobianos. Si se llega a obtener resultados
positivos, se podria contribuir a mejorar la calidad de vida de la poblacién y a reducir los

altos porcentajes de deficiencia en salud oral.

Relevancia humana

Con la accioén efectiva de Caesalpinia spinosa sobre patdégenos orales, tendriamos una
alternativa mas para contrarrestar e inhibir la proliferacién de estos, sin causar danos

secundarios en los pacientes.

Nivel de originalidad local, regional, nacional

Hasta donde hemos podido investigar, se reporté un uUnico estudio en la ciudad de
Cuenca y otro en la ciudad de Quito; pues, no existen otros estudios similares llevados
a cabo en el Ecuador. A nivel mundial, se encontraron publicaciones en el pais vecino,

Peru. Toda esta informacion fundamenta y brinda relevancia a este estudio.

De los estudios reportados; observamos que, Unicamente se ha estudiado el efecto
antimicrobiano de Caesalpinia spinosa, en extracto alcohdlico a partir del fruto. Por lo
tanto; hemos visto necesario e innovador analizar y comparar su principio activo, a partir

de distintos érganos de la planta (hojas, vainas y semillas).

Concordancia con las politicas institucionales

Este trabajo esta dentro de las lineas de investigacién de la Universidad Catélica de
Cuenca y también dentro de los topicos de investigacion en la carrera de Odontologia,

por lo tanto, tiene concordancia con las politicas institucionales de investigacion.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de extractos etandlicos de Caesalpinia

spinosa, sobre Enterococcus faecalis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de las hojas de
Caesalpinia spinosa; a distintas concentraciones, sobre cepas de Enterococcus

faecalis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans.

e Conocer el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de las vainas de
Caesalpinia spinosa; a distintas concentraciones, sobre cepas de Enterococcus

faecalis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans.

e Conocer el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de las semillas de
Caesalpinia spinosa; a distintas concentraciones, sobre cepas de Enterococcus

faecalis, Staphyloccocus aureus y Candida albicans.

e Comparar entre los distintos tipos de extractos, la mejor eficacia antimicrobiana

de la Caesalpinia spinosa.
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4.- MARCO TEORICO

4.1.a.- Microbiologia oral

La ecologia microbiana de la cavidad oral es bastante compleja, en razén de: los
distintos tejidos que la integran, la presencia de saliva y fluido crevicular, como
limpiadores fisioldgicos e inductores de mecanismos de defensa del huésped; y por la
pluralidad de ambientes en condiciones distintas de temperatura, disponibilidad de
oxigeno, pH, composicién y exposicion alimentaria.* Asi, todos estos factores fisicos y
bioldgicos influyen directamente en la creacién de varios ecosistemas primarios, que

elementalmente son los siguientes:

e Mucosas:

o Labios: Staphylococcus, Streptococcus viridans.

o Mejillas: Streptococcus mitis, sanguis 'y salivarius.

o Paladar duro: Streptococuus, Lactobacillus, Haemophilus.

o Portadores de protesis: Candida spp y Klebsiella.

o Paladar blando: Haemophilus, Corynebacterium, Neisseria, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus viridans.

o Lengua: S. salivarius, mitis, milleri, mucilaginosus, Veionella, Actinomyces
spp, Lactobacillus, Neisseria, Fusobacteriumy Haemophilus.

e Surco gingival en salud: S. sanguis, S, mitis, Streptococcus gordoni, Actinomyces.

e Surco gingival en enfermedad: Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Veillonella y Treponema.

e Saliva: Veionella spp, Actinomyces.

e Superficies dentales

o Supra gingivales: Streptococcus spp, Enterococcus spp, Staphylococcus
spp, Neisseria spp, Veillonella spp, Actinomyces spp, Corynebacterium spp,
Haemophilus spp, Fusobacterium spp, Porphyromonas spp, Prevotella spp,
Mycoplasma spp, Candida spp.

o Sub gingivales: Streptococcus spp, Actinomyces spp, C. matruchoti,
Veillonella, Peptostreptococcus, Eubacterium y Fusobacterium, Eikenella
corrodens, Haemophilus.

o Placa radicular: S. sanguis, A. naeslundii, R. dentocariosa, C. matruchotii,
Veillonella spp., Neisseria spp., Haemophilus spp. y Fusobacterium spp., E.

corrodens, Propionibacterium spp. °
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Cuando los tejidos duros dentales, pierden continuidad; en consecuencia de lesiones
cariosas, iatrogenias, fisuras, fracturas, etc., las infecciones endodonticas tienen lugar.
Las bacterias involucradas suelen ser parte de la microbiota oral normal, donde las

bacterias orales endogenas actiian como patdégenos oportunistas.’

Los microorganismos aislados mas frecuentemente son: Staphylococcus aureus,
Estreptococos orales, Enterococcus spp, Actinomyces spp, Capnocytophaga spp,
Eubacterium spp, Eikenella corrodens, Campylobacter spp, Prevotella spp,
Selenomonas spp, Veillonella spp Porphyromonas spp, Lactobacillus spp, y
Treponemas orales. El Enterococcus faecalis se reporta en mas del 75% de la

microbiota cultivada en infecciones pulpares. &

4.1. b.- Microorganismos relacionados a patologias orales.

Segun la literatura cientifica, algunos de los microorganismos mas encontrados en
patologias infecciosas, con afeccién a los tejidos blandos de la cavidad oral; son el

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Candida albicans.

4.1. b.1.- Staphylococcus aureus

Es un coco Gram positivo, inmovil, anaerobio facultativo; no pertenece a la microbiota
oral normal, se lo considera un microorganismo oportunista; prolifera cuando la
inmunidad del hospedador esta comprometida. Ademas posee peculiaridades de
virulencia y resistencia a los antibiéticos. Se lo puede aislar en enfermedades tales
como: mucositis, osteomielitis, sialoadenitis, queilitis, linfadenitis staphylococcica,

impétigo y celulitis."?

4.1. b.2.- Enterococcus faecalis

E. faecalis es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmévil y no esporulado;
posee alta virulencia.® Se lo puede aislar en las siguientes patologias odontolégicas:
pulpitis, necrosis pulpar, periodontitis apical, absceso apical agudo, y también en piezas

dentales en las que el tratamiento endodéntico ha fallado.'® "
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4.1. b.3.- Candida albicans

Es un hongo dismorfico que habitualmente reside la cavidad oral, en condiciones de
simbiosis. Sin embargo; cuando la inmunidad celular del individuo estd comprometida a
nivel local o sistémico, este hongo se comporta como un comensal patégeno, siendo
capaz de evadir los mecanismos de defensa del hospedero. Se lo puede aislar en
infecciones endododnticas; queilitis angular y candidiasis oral, ademas se lo ha reportado

frecuentemente en fracasos de tratamientos endodonticos. '

4.1. c.- Susceptibilidad microbiana y resistencia antimicrobiana

La susceptibilidad microbiana es la sensibilidad de las bacterias al efecto de los
antibidticos; su crecimiento es inhibido mediante distintos mecanismos de accién; ya
sea impidiendo su reproduccion, en el caso de los bacteriostaticos; o matandolas, en el
de los bactericidas. Sin embargo estos microorganismos pueden desarrollar resistencia,
logrando perdurar frente a los efectos de agentes antibidticos que amenacen su
sobrevivencia y reproduccion. ™

La resistencia antimicrobiana constituye un problema de salud publica a nivel mundial,
ya que debilita nuestra capacidad de controlar enfermedades infecciosas y perjudica la
economia, en la produccion de nuevos farmacos mas potentes y en mayores
cantidades. " El uso irracional de antibiéticos, dosis inadecuadas, periodos terapéuticos
interrumpidos, y el desconocimiento de los perfiles de sensibilidad de los

microorganismos aislados; son factores que contribuyen al incremento de resistencia. °

Resistencia antimicrobiana de Enterococcus faecalis

La resistencia del E. faecalis se debe a su crecimiento en el interior del conducto, como
biopelicula. Puede resistir al efecto de irrigantes y preparacién biomecanica. Opone
resistencia al efecto del hidréxido de calcio, quedando los microorganismos en estado
quiescente. Es resistente a: vancomicina, ampicilina, ciprofloxacina, cefalosporinas y

amino glucosidos. 6

Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus
El Staphylococcus aureus se ha vuelto resistente a varios antibiéticos, como: penicilina,
oxacilina, ampicilina/sulbactam, ciprofloxacina, levoflozacina, clindamicina,

gentamicina, cefalexina, vancomicina y macrdlidos. '
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Resistencia antimicrobiana de Candida albicans
Para tratar las infecciones producidas por Candida, se usan medicamentos anti fungicos
como el fluconazol, itraconazol, ketoconazol, etc., sin embargo, hoy en dia, la efectividad

de estos farmacos ha disminuido por el surgimiento de levaduras resistentes. '8

4.1. d.- Uso de plantas con fines curativos.

A pesar de los avances en farmacologia en la produccién de medicamentos efectivos,
las plantas siguen siendo la mejor fuente terapéutica, e incluso pueden llegar a
reemplazar a algunos farmacos existentes. La medicina natural es menos agresiva para

el organismo; pues, carece de efectos secundarios, o estos son minimos.

Actualmente ha incrementado el porcentaje de investigacion de alternativas
terapéuticas, donde se considera a las plantas para controlar el dolor y combatir
infecciones. La OMS aprueba el uso de plantas medicinales, en vista del reporte de

varios estudios que han demostrado su eficacia y porcentajes minimos de riesgo. '°

4.1. e.- Caesalpinia spinosa

Descripcion

A la Caesalpinia spinosa se la conoce comunmente como: tara, taya, guarango, vainillo,
acacia o dididivi. Es un arbol nativo de la regién Andina de Sudamérica, su distribucién
se extiende desde Venezuela hasta el norte de Chile. En el Ecuador, habita en las

provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Azuay

y Loja. 20-21

El arbol de Caesalpinia spinosa es pequeino, mide entre dos y tres metros, es fuerte y
resistente a la sequia. Su tronco es de color gris y con espinas de aproximadamente 4
mm. Las hojas son de color verde oscuro y tienen forma ovalada, sus flores son de color
amarillo rojizo, y sus frutos tienen forma de vainas planas color naranja, de
aproximadamente 10 cm de largo; contienen de 4 a 7 semillas de color pardo negruzco.

Tiene un olor astringente caracteristico. 202!

Su fructificacion se produce durante los meses comprendidos entre octubre y abril, cada
arbol de guarango rinde de 20 kg a 40 kg de fruto. Inicia a producir a los tres afios de

edad, vive de cien a ciento diez afos, requiere clima templado con tendencia a calido.
20-21
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Taxonomia:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fbales

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae
Tribu: Caessalpinieae
Género: Caesalpinea

Especie: Caesalpinea spinosa. %'

Usos medicinales y otras propiedades

Lamentablemente los usos tradicionales de la Caesalpinia spinosa no han sido
reportados en la literatura cientifica, pero se conocen por su divulgacion en internet,
blogs, trabajos de tesis y recetas caseras. El fruto es utilizado empiricamente en
infusiones; para aliviar molestias de garganta, estomatitis, irritaciones dérmicas y
oculares; malestar estomacal, diarrea, reumatismo, infecciones vaginales, entre otros.

La coccién de hojas se usa como abortivo y depurativo de colesterol. 2223

Debido a su alto contenido de taninos, se conoce que el algarrobo ha sido utilizado
desde tiempos prehispanicos por la cultura Inca, en el proceso de curtiembre. En la
industria alimentaria, es util para obtener acido galico y gomas, que brindan

consistencia a los helados, harina proteica y mantecas comestibles. 2%

Algunos otros usos de la planta son: plaguicida, proteccién de metales, cosmetologia
(champus anti caida, tintes), perforacion petrolifera, industria del caucho y en pinturas
anticorrosivas. Segun estudios preliminares la Caesalpinia spinosa posee actividad

antibacteriana, cicatrizante, antiinflamatoria, efecto gastroprotector y antioxidante. 22

Composicion quimica
La Caesalpinia spinosa esta compuesta de: taninos, aceites volatiles, hidratos de

carbono, acidos grasos, flavonoides, resinas, antocianinas esteroides, antracenos,

proteinas, vitaminas, minerales, glucésidos, gomas, mucilagos y antraquinonas.?*
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4.1. f.- Extractos vegetales

Los extractos vegetales son compuestos obtenidos a partir de un material vegetal
biologicamente activo; mediante un proceso de extraccion adecuado y el uso de un
solvente (agua, alcohol u otro selectivo). 2

Las ventajas de los extractos incluyen: su mayor actividad sobre principio activo de la
planta aislada, mayor tolerancia y estabilidad, carece de efectos adversos y de
produccién de residuos. El proceso de obtencion es el siguiente: estandarizacion de la
planta, seleccion de la materia prima, identificacion de la parte (fruto, hoja, tallo), lavado,

secado, molturacion, adicion del solvente, reposo, separacion y secado. %

4.1. f.1.- Extracto alcohdlico

Sustancia obtenida a partir de un material vegetal, mediante maceracion o percolacion,

usando como solvente el etanol. %5

4.1. g.- Técnicas microbiolégicas para medir la susceptibilidad bacteriana

4.1. g.1.- Difusion de discos

Es una prueba microbioldgica cualitativa facil de realizar y econémica. Indica el grado
de inhibicion de los microorganismos, resultante de la impregnacién de antimicrobianos
en los discos de papel filtro, que se colocan sobre la superficie de agar previamente
inoculada. Pasadas las 18 a 24 horas, alrededor de los discos va a aparecer o0 no un

halo claro, que representa la inhibicion de crecimiento bacteriano. 28

4.1. h.- Controles cientificos positivos y negativos

Control positivo

Estos grupos de control, tienen el objetivo de reducir las posibilidades de falsos
negativos, estos permite demostrar que la sustancia que esta siendo probada, es capaz
de producir resultados. ?” En la presente investigacion, utilizamos como control positivo,
antimicrobianos cuyo efecto ha sido corroborado cientificamente con anterioridad. 2’

Si, al redor del disco control positivo vemos un halo de inhibicion, y con los otros discos
no sucede lo mismo, es probable que los extractos de Caesalpinia spinosa sean
improductivos. Sin embargo, cuando el control también falla, puede haber errores en el

disefio, como por ejemplo, que el antimicrobiano esté en mal estado.?’
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Control negativo

Los controles negativos, son elementos que aseguran el hecho de que ninguna variable
de confusion haya alterado los resultados, y elimina las fuentes de sesgo. En este
estudio, el grupo de control negativo fue un disco con etanol. Si el control negativo
funciona al igual que todos los extractos; mostrando la inhibicién del crecimiento
microbiano, indica que alguna otra variable tiene efecto; invalidando los resultados. Los

grupos de control negativos eliminan falsos positivos, 2’
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4.2.- ANTECEDENTES

Haro A5 en 2015 en su trabajo de titulacion denominado Estudio in vitro de la eficacia
antibacteriana entre el extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa (tara) al 100% e
hipoclorito de sodio al 5,25% sobre el Enterococcus faecalis; comparé la eficacia
antibacteriana del extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa frente al hipoclorito de
sodio al 5,25%. Donde demostré que extracto tenia un considerable efecto similar

Hipoclorito de sodio al 5,25% sobre el E. faecalis.

Afanca E 34 en 2009 en un articulo de revista titulado Efecto antibacteriano in vitro del
extracto acuoso de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) en cepas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes, estudié la capacidad inhibitoria del fruto de la C.
spinosa; mostrando ambos gérmenes, susceptibilidad al extracto acuoso de vainas de

Caesalpinia spinosa (tara).

Tolentino J %2 en 2012 en una publicacion cientifica cuyo titulo es Efecto del extracto
acuoso de Caesalpinia spinosa sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli., estudio distintas concentraciones del extracto, las mismas que

resultaron tener efecto inhibidor con una CMI de 63.35 mg/ml.

Nancy Rojas, Rosa Avilés, Eglinton Villacaqui, Elizabeth Neira, et al. %, en su trabajo
investigativo titulado: Tratamiento de quemaduras con peliculas obtenidas por radiacion
gamma que contienen extracto hidroalcohdlico de tara (Caesalpinia spinosa) en
animales de experimentacion. Probaron la diferencia estadisticamente significativa entre
tratamientos, la piel tratada con extracto de tara, disminuyé la superficie del area

guemada, en mayor extension que la tratada con nitrofural (p = 0,033).

Bornaz J, Bornaz V y Bornaz M % en 2014 en un articulo de revista titulado Efecto In
Vitro De La Solucion De Caesalpinia Espinosa (Tara) Al 60%, E Hidroxido De Calcio Y
Gluconato De Clorhexidina Al 2% En El Halo Inhibitorio Microbiano De Enterococcus
Faecalis, compararon la eficacia de algunas soluciones, sobre el crecimiento
microbiana. Resultando que el promedio del halo inhibitorio formado por la Caesalpinia
spinosa fue mayor que el del formado por el Hidroxido de Calcio. La Caesalpinia spinosa
demostrd tener efecto antimicrobiano frente a la presencia de Enterococcus faecalis,
formando halos de diferentes diametros en las 4 tomas de medidas que se realizé en

este estudio.
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Charco J ®* en 2015 en su proyecto de titulacién: Evaluacion De La Actividad
Cicatrizante De Un Gel Elaborado A Base De Los Extractos De Guarango (Caesalpinia
Spinosa), Nogal (Juglans Regia) Y Tomillo (Thymus Vulgaris) En Ratones (Mus
Musculus). Nos indica que el gel si posee actividad cicatrizante en heridas cutaneas

menores, debido a los metabolitos secundarios que poseen dichas especies vegetales.

Allaica N %° en 2014 en su tesis de grado: Comparacion Del Efecto Cicatrizante De
Tinturas Elaboradas A Base De Guarango (Caesalpinia spinosa) Y Sangre De Drago
(Croton lechleri) aplicados en ratones (Mus musculus), obtuvo que la tintura al 50%,

cicatrizé las heridasen 10 dias; y al 100%, en 11 dias.

Noriega M % en 2007 en su tesis: Efecto del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia
spinosa sobre la viabilidad de Streptococcus B-hemolitico. Se probd el efecto
antibacteriano dosis-dependiente del EHA de C.S. en las concentraciones de 250, 500,
750 y 1000 mg/mL.

Flores C *" 2016 en su trabajo de titulacion: Efecto inhibidor del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Taya) en comparacion a hidréxido de calcio, paramonoclorofenol
alcanforado y clorhexidina en gel al 2 %, sobre cepas de Enterococcus faecalis. Reporta
que el extracto de Caesalpinia spinosa presenta igual efecto inhibitorio que la
clorhexidina en gel al 2%, y un efecto significativamente mayor al del
paramonoclorofenol alcanforado e, hidroxido de calcio, sobre cepas de Enterococcus

faecalis.

Jiménez J % en 2016 en su tesis: Actividad antibacteriana del aceite esencial de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, sobre cultivos de Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae. Comparo distintas diluciones del aceite esencial de tara al 2,5%,

5% y 10%, las cuales presentaron efecto antibacteriano significativo.

Montenegro A 3' en 2014 en su trabajo de Investigacion: Actividad Antibacteriana De
Caesalpinia Spinosa (Tara) Sobre Porphyromonas Gingivalis. Estudié varias
concentraciones del extracto, demostrando su efecto antibacteriano sobre
Porphyromonas gingivalis, aunque el aumento de la concentracion no guarda una

relacion proporcional con el aumento de diametro del halo de inhibicion.
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Chavez L “° en 2018 en un trabajo de titulacion: Efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa (Taya) en comparacion a hipoclorito de sodio al 5.25%,
sobre Enterococcus faecalis. Obtuvo resultados que indican que el extracto etandlico
de Caesalpinia spinosa y el hipoclorito de sodio al 5.25%, presentan efecto sumamente

sensible sobre Enterococcus faecalis.

Zurita G %° en 2018 en un articulo de revista titulado Efecto Inhibitorio /n Vitro Del
Extracto Etandlico De “Caesalpinia Spinosa” Sobre Pseudomonas Aeruginosa. Observé
el efecto inhibitorio /n Vitro del extracto sobre Pseudomonas aeruginosa al usar las
diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) y este efecto se incrementé en

relaciéon directamente proporcional a las concentraciones usadas.

Huashuayo Ay Lucymar A 8% en 2016 en un articulo de revista, publicado con el nombre:
Actividad antibacteriana de los extractos quimicos de Caesalpinia spinosa "tara" frente
a Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Pudieron llegar a la conclusiéon de que el
extracto acuoso y etandlico de vainas presenta una modera actividad antibacteriana,

mas no asi el extracto etandlico de semillas.

Flores C ¢ en 2011 en su tesis: Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Caesalpinia Spinosa Taya cobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 29212,
después de probar la eficacia del extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa, observaron
gue este posee actividad inhibitoria sobre el crecimiento de Enterococcus Faecalis a las
24 horas de su aplicacién, la as concentraciones de 10, 20, 30 y 60 %, que fueron

directamente proporcionales al diametro de los halos de inhibicion.

Ramos A %2en 2016 en su estudio: Actividad Antibacteriana De La Caesalpinia Spinosa
(Tara) En Diferentes Concentraciones (45% Y 75%) Sobre La Prevotella Intermedia
Arequipa — 2016. Demostré que, comparando las dos concentraciones de Caesalpinia
Spinosa (tara), tanto a las 24 horas, como a las 48 horas y 72 horas, el que tuvo los
mejores resultados fue la concentracion al 75% por tener un mayor halo de inhibicion en

las placas Petri inoculadas con cepas de Prevotella Intermedia.

Nufiez W © en 2015 en su tesis: Evaluacion antioxidante y anti enzimatica in vitro y
antiinflamatoria in vivo del extracto hidroalcohdlico de la Caesalpinia spinosa “tara”. El
extracto mostro actividad antioxidante por inhibicion de la enzima colagenasa. La planta

estudiada posee actividad antiinflamatoria a dosis dependientes.
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Castro B y Auccapuma N ® en 2017 en su trabajo de investigacion: Efecto
Antibacteriano In Vitro Del Extracto Alcohdlico De Caesalpinia Spinosa (Tara), Sobre
Enterococcus Faecalis y Staphylococcus Aureus, Obtenidos De Conductos Radiculares
Con Necrosis Pulpar, reportan que el extracto a la concentracién de 80% y 100%
presenta efecto antibacteriano in vitro a las 24 horas, disminuyendo el efecto
antibacteriano a las 48 horas y a las 72 horas. Mientras que el extracto alcohdlico de la

Caesalpinia spinosa frente al Enterococcus faecalis no presenté efecto antibacteriano.

Cortez Ky Mego L *° en 2010 en su trabajo de investigacion: Actividad antibacteriana in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las vainas de Caesalpinia spinosa “Taya”, frente a
Streptococcus mutans. Obtuvieron resultados positivos en cuanto a la inhibicién del
extracto hidroalcohdlico; los halos fueron 8 mm, 11 mm y 13 mm para las
concentraciones del 10%, 50% y 100%, respectivamente y de 25 mm y 6 mm para

Gluconato de Clorhexidina y alcohol de 70°.

Jiménez L % en 2016 en su trabajo de titulacion: Efecto Antibacteriano in vitro de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) en diferentes concentraciones sobre el Lactobacillus
Acidophilus. Arequipa. Los resultados demostraron que la Caesalpinia spinosa (Tara) a
la concentracion del 100% fue la mejor, respecto a las otras estudiadas (40 y 60%), tanto
a las 24 como a las 48 horas de su exposicion. Asi mismo, demostré que al 100% es
igual de competitiva que el Gluconato de Clorhexidina al 2%, a las 24 y 48 horas; sin

embargo es menor frente a la Amoxicilina en estos dos tiempos.

Huarino M y Ramos D % en 2012 en un articulo de revista titulado: Efecto antibacteriano
de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre flora salival mixta. Obtuvo como resultado que el
EACS sobre la flora mixta salival tiene actividad antibacteriana in vitro sobre dichos
cultivos, siendo la media de los didmetros de los halos de inhibicién 12,32, 13,8, 14,92,
15,48 y 17,32mm para 6,25, 12,5, 25, 50 y 75 mg/mL de EACS respectivamente.

5.- HIPOTESIS

El presente estudio no preciso hipotesis por ser de tipo descriptivo.



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.- MARCO METODOLOGICO
Enfoque: Cuantitativo
Disefo de investigacion: Experimental de laboratorio
Nivel de investigaciéon: Comparativo
Tipo de investigacion:

e Por el ambito: De laboratorio
e Porlatécnica: Observacional

o Por la temporalidad: Transversal actual

2.- POBLACION Y MUESTRA

Por tratarse de un estudio experimental de laboratorio, no requiere un proceso de

seleccion de poblacion y muestra.
POBLACION BIOLOGICA

Cepas de coleccion: S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, Cepa C. albicans
ATCC 90028.

MUESTRA BOTANICA
100 gr de hojas, 600 gr de vainas y 600 gr de semillas; de Caesalpinia spinosa.
UNIDADES EXPERIMENTALES

Para darle mayor solidez cientifica a este estudio, la muestra estuvo conformada por
cuatro aplicaciones de cada concentracion, dando un total de 36 cajas Petriy 144 discos

para los microorganismos, distribuidos de la siguiente manera:

e Caja mono Petri con Staphylococcus aureus, para cuatro discos de extracto de
vainas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)

e Caja mono Petri con Staphylococcus aureus, para cuatro discos de extracto de
semillas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)

e Caja mono Petri con Staphylococcus aureus, para cuatro discos de extracto de
hojas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)

e Caja mono Petri con Enterococcus faecalis, para cuatro discos de extracto de

vainas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)
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Caja mono Petri con Enterococcus faecalis, para cuatro discos de extracto de
semillas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)
Caja mono Petri con Enterococcus faecalis, para cuatro discos de extracto de
hojas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)
Caja mono Petri con Candida albicans, para cuatro discos de extracto de vainas,
en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)

Caja mono Petri con Candida albicans, para cuatro discos de extracto de
semillas, en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)
Caja mono Petri con Candida albicans, para cuatro discos de extracto de hojas,

en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. (Cuatro repeticiones)g



3.- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES. ¢

VARIABLE

DEF.

DEF.

DIMENSION
ES

INDICADOR

TIPO

ESCALA

DATO
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INSTRUMENTO

Efecto
antimicrobiano
de los extractos

Concentracion
del extracto
etanodlico

Especie de
microorganismo
patégeno oral

Organo de la
planta
Caesalpinia
spinosa
empleado como
materia prima

TEORICA

Capacidad

inhibitoria de
los extractos
obtenidos
sobre el
crecimiento
microbiano
Proporcion
entre la
cantidad de
soluto y
solvente.

Organismos ¢
apaces de
provocar
enfermedades
infecciosas en
la cavidad oral

Parte de la
planta
Caesalpinia
spinosa

OPERATIVA
Diametro de los
halos de inhibicion
de crecimiento
microbiano, en
medio de cultivos
agarizados

Extracto vegetal

puro de los distintos
6rganos de la planta
Caesalpinia spinosa;

diluido en distintas
proporciones.

Cepas ATCC

Hojas, vainas y
semillas de

Caesalpinia spinosa,

procesadas,
pulverizadas y
almacenadas en

frascos individuales.

Positivo
Negativo

Concentrado
Diluido

Bacteria
Hongo

Hojas
Vainas
Semillas

Halo de
inhibicion

Porcentaje de
concentracion
de la solucion

Antibiograma

Color verde:
hojas

Color tomate:

vainas

Color amarillo:

semillas

ESTADISTICO

Cuantitativo

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Ordinal

Ordinal

Nominal

Nominal

Diametro
en mm

100%
75%
50%
25%

E.
faecalis
S. aureus
C.
albicans

Hojas
Vainas
Semillas

Vernier digital /

Ficha de
recoleccion de
datos

Ficha de
recoleccion de
datos

Ficha de
recoleccion de
datos

Ficha de
recoleccion de
datos



34

4.- INSTRUMENTOS, MATERIALES Y RECURSOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS.

4.1.- Instrumentos documentales: Ficha de recoleccion de datos (Anexo 1)
4.2.- Instrumentos mecanicos: Computadora portatil con procesador CORE i5.
4.3.- Materiales:

e Materiales de laboratorio: probetas milimetradas, pipetas, tubos de ensayo,
frascos de vidrio, vasos de precipitacion, soportes, pinzas, embudos de vidrio,
cajas Petri, gradillas metalicas, papel filtro, papel aluminio, maquina de bafno
maria, balanza, estufa, licuadora, refrigeradora, aereadores, vernier digital.

e Medios de proteccion y bioseguridad: guantes, gorro, mascarilla, gafas.

e Materiales de escritorio: hojas, esferos, marcadores, cinta, tijeras, estilete.
4.4.- Recursos:

e Recursos institucionales: Laboratorio de Biofarmacia y Laboratorio de
Genética y Biologia Molecular CIITT de la Universidad Catélica de Cuenca.

e Recursos humanos: Tesista, tutora, asesor de laboratorio, expertos en el
campo de Botanica y Biofarmacia.

e Recursos financieros: Autofinanciados.

5.- PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS

5.1.- Ubicacion espacial: Laboratorio de Biofarmacia y Laboratorio de Genética y
Biologia Molecular CIITT de la Universidad Catélica de Cuenca, ubicada en la Av.

Américas y Humboldt.

5.2.- Ubicacioén temporal: Este estudio se realiz6é en dos tiempos continuos; el primero
consistié en la obtencién de los extractos vegetales, el mismo se llevé a cabo en el
periodo comprendido entre los meses de Diciembre 2018 a Abril 2019; comenzando con

la recolecta de muestras y finalizando con las diluciones del extracto.

El segundo tiempo inicié con la activacién y cultivo de las cepas microbianas, y finalizé
con la toma de resultados; éste se llevo a cabo durante los meses de Mayo, Junio y
Julio 2019.
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5.3.- Procedimiento para la toma de datos

a. Recoleccién de la muestra: Se recolectaron del sector Bullcay del canton Gualaceo:
3 kg de hojas de Caesalpinia spinosa, 3 kg de vainas con semilla de Caesalpinia
spinosa, de los cuales 1.7 corresponden a las vainas, y 1.3 a las semillas. Anexo #
2 (Ubicacion)

b. Identificacién y certificacién de la especie: Se llevaron las muestras de la planta, a
las instalaciones de la Carrera de Ingenieria Agronémica de la Universidad Catdlica
de Cuenca; donde docentes expertos en el campo de la Botanica, caracterizaron y

tipificaron la familia y especie de la planta. Anexo #3 (Certificado)

c. Preparacion de la muestra.
Hojas: Fueron desalojadas de sus ramas, y almacenadas en cajas de carton de
50x50 cm. Posteriormente, de la muestra de 3Kg, se seleccionaron las que estaban
en mejores condiciones, y se desecharon aquellas muy trizadas, manchadas y con
cambios de coloracién. Enseguida, fueron lavadas con agua destilada para eliminar
cualquier sustancia extrafia. Finalmente, se las puso a secar, a temperatura
ambiente y a la sombra, durante 7 dias.
Vainas y Semillas: De la muestra de 3Kg, se desecharon aquellas vainas que
estaban en malas condiciones (oscurecidas y blandas). Se las lavé con abundante
agua destilada, removiendo las sustancias extrafias con un cepillo. Se las puso a
secar, a temperatura ambiente y a la sombra, durante 7 dias.
o Traslado de la muestra: Las muestras se trasladaron al laboratorio, en bolsas
de papel Kraft individualizadas.
e Secado en estufa: cada muestra se colocd en bolsas de papel Kraft con
agujeros en su base, y estas fueron introducidas la estufa para el secado

final, a 38°C, dos dias por cada muestra (hojas, vainas con semilla).

d. Separacion de vainasy semillas: Se extrajo las semillas de las vainas, manualmente,
para obtener muestras independientes.

e. Molido de las muestras.
Hojas

e Pesaje de hojas secas
e Triturado en licuadora

¢ Almacenamiento de las hojas trituradas, en un frasco grande de vidrio.
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Vainas

e Pesaje de las vainas
e Triturado en licuadora

e Almacenamiento de las vainas trituradas, en un frasco de vidrio
Semillas

e Pesaje de las semillas
e Molido en molino manual

e Almacenamiento de la harina de las semillas, en un frasco de vidrio

Preparacion de los extractos vegetales
a. Preparacion del extracto alcohélico por el Método de Maceracion en Frio.
> Colocamos 750 ml de etanol 96°en 100 gr de muestra de hojas.
o Colocamos 1100 ml de etanol 96° en 600 gr de muestra de vainas.

> Colocamos 900 ml de etanol 96°en 600 gr de muestra de semillas.

Las cantidades de etanol se colocaron en base al volumen necesario para cubrir
completamente la muestra. Previo a verter el etanol en su totalidad, se la hidratd

la muestra con 100 ml.

° Los frascos fueron membretados y forrados con papel aluminio.

° Los agitamos cada 12 horas durante 4 dias.

Filtrado: Las muestras de hojas se reutilizaron 3 veces, de vainas 2 y de semillas
dos.
Después de pasar la parte liquida en papel filtro, se obtuvo:

o 690 ml de extracto filtrado de hojas

e 1050 ml de extracto filtrado de vainas

e 840 ml de extracto filtrado de semillas

Evaporacién: Para ello se introdujo cada frasco con extracto filtrado; en bafio maria
a 35° C, y se introdujo en cada uno de ellos, una canula conectada a un aireador.

Posteriormente se procedié a desecar los extractos, con silica gel naranja, durante
7 dias. Post — desecacion se obtuvo:
e 36 gramos de principio activo de hojas

e 144 gramos de principio activo de vainas

e 20 gramos de principio activo de semillas
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i. Se los puso en refrigeracion durante 7 dias.

j- Dilucion de los extractos con etanol, hasta obtener concentraciones de:

Hojas:

100%, 75%, 50% y 25%, basados en la regla de 500 mg/1000 pl (x2),

obtenida del principio quimico de porcentaje peso a volumen.

o 100%: 12 mg/ 24 ul de extracto concentrado (EC)
o 75%: 9 mg/ 18ul EC + 6 pl etanol

o 50%: 6 mg/ 12ul EC + 12 pl etanol

o 25%: 3 mg/ 6ul EC + 18 pl etanol

Vainas:

o 100%: 12 mg/ 24 ul de extracto concentrado (EC)
o 75%: 9 mg/ 18ul EC + 6 pl etanol

o 50%: 6 mg/ 12ul EC + 12 pl etanol

o 25%: 3 mg/ 6ul EC + 18 pl etanol

Semillas:

o 100%: 12 mg/ 100 pl de extracto concentrado (EC)
o 75%: 9 mg/ 75 pl EC + 25 pl etanol
o 50%: 6 mg/ 50ul EC + 50 pl etanol
o 25%: 3 mg/ 25ul EC + 75 pl etanol

k. Preparacion de discos de difusion.

o Cortarlos con perforadora.

e Esterilizarlos en autoclave.

I.  Embebimos los extractos en los discos de papel filtro:

Se colocaron:

24l de extracto de hojas; a las distintas concentraciones (4), en discos
individuales para cada caja Petri (3) y por cuadriplicado: dando un total de
48 discos.

24l de extracto de vainas; a las distintas concentraciones (4), en discos
individuales para cada caja Petri (3) y por cuadriplicado: dando un total de

48 discos.
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e 100ul de extracto de semillas; a las distintas concentraciones 4), en discos
individuales para cada caja Petri (3) y por cuadriplicado: dando un total de
48 discos.

m. Tratamiento de los controles cientificos.

0.

Los controles positivos fueron discos de sensibilidad. Para las cepas de
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus: Ampicilina 10mcg; y para la cepa
de Candida albicans: Fluconazol 24mcg.

Los controles negativos fueron discos de papel filtro previamente esterilizados y

humectados con etanol 96%.

Medios de cultivo:

e Medios para activar las cepas:
o Agar Sangre: Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.
o Agar Saboraud: Candida albicans.

¢ Medio para las pruebas de susceptibilidad (antibiograma):

o Agar Muller Hilton

Activacion e incubacion de las cepas patégenas humanas.

El in6culo se preparé colocando 2-3 ml de suero fisiolégico en un tubo de ensayo
estéril, al cual se le adicioné una alicuota del microorganismo Staphylococcus
aureus, cultivado hace 18-24 horas, de tal modo que se observd una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1-2 x108 UFC/ml).

e Para sembrar el microorganismo, se realizd la técnica en césped con ayuda de
un hisopo; resultando cubierta toda la superficie.

e Rotulado de las Placas Petri.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de difusién en discos.

Se evalué utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar. Para ello,

se considero los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI de

Estados Unidos de América. Se tomd en cuenta los estandares M44-A2 y M60.

¢ Con una pinza estéril colocamos los discos embebidos, en las cajas Petri (4 con
extracto, 1 control negativo y 1 control positivo).

e Llevamos a la estufa a una temperatura de 37.5° C y dejamos 24 horas.
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6.- PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE DATOS

6.1.- Método de Difusion en Disco

e Pasado el tiempo de incubacion, se examin6 cada placa Petri, y con ayuda de un
vernier digital se midieron los diametros de las zonas de inhibicion formados.

e La lectura se realizé6 mediante la medicion en milimetros de los halos de inhibicion
bacteriana y fungica, formados por los discos embebidos con la concentracién de
extracto de Caesalpinia spinosa, y los controles cientificos.

Se considerd que el diametro del disco de papel filtro era de 6mm, restandole este
valor al obtenido.

e Los resultados se colocaron en la ficha de recoleccion de datos, donde se los

compard con los halos de inhibiciéon formados por el control positivo y negativo.

Para evaluar la significancia estadistica entre los tipos de extracto y entre sus distintas

concentraciones, se aplico el analisis de varianza (ANOVA).

7.- ASPECTOS BIOETICOS

Este proyecto de investigacion de realizé siguiendo los protocolos de bioseguridad
establecidos por el departamento de coordinacion de los laboratorios de microbiologia
y biologia molecular de la Universidad Catdlica de Cuenca. Ademas se respetaron todas

las normas éticas planteadas en la declaracion de Helsinkicorea 2008.

Cadigo: FI26EFEODS8



CAPITULO I

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
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1. RESULTADOS
Método de Kirby Bauer

Tabla 1. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de hojas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

# Placa Diametro halo de inhibicién (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 3 2 1 1 0
2 3 2 1 1 0
3 3 2 1 1 7 0
4 6 4 2 1 0
MEDIA 3,75 2,50 1,25 1 7,5 0

Interpretacion: El mayor halo fue de 6mm, al 100%, el menor de 1mm al 50% y 25%.

No existe variacion significativa entre las concentraciones de 50% y 25%.
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Tabla 2. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de hojas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 8 7 6 5 16 0
2 8 7 6 5 16 0
3 9 8 7 6 17 0
4 9 8 7 6 17 0
MEDIA 8,5 7,5 6,5 5,5 16,5 0

Interpretacién: El mayor halo fue de 9mm, al 100%, el menor de 5mm al 25%. Nota:

En la placa # 1 observamos el sinergismo del extracto con el antibidtico.
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Tabla 3. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de hojas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Candida albicans ATCC 90028.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 20 19 17 15 21 0
2 18 17 15 13 19 0
3 19 18 16 14 20 0
4 19 18.5 15 13 19 0
MEDIA 19 18,1 15,75 13,75 19,75 0

Interpretacion: El mayor halo fue de 20mm, al 100%, el menor de 13mm al 25%.
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Tabla 4. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 10 8 7 3 9 0
2 10 8 7 3 9 0
3 10 8 7 3 9 0
4 9 7 6 2 8 0
MEDIA 9,75 7,75 6,75 2,75 8,75 0

Interpretacién: El mayor halo fue de 10 mm, al 100%, el menor de 2 mm al 25%. Existe
una variacion significativa con la concentracion del 25%, respecto a las demas. La media
de inhibicién del extracto etandlico de vainas de C. spinosa supero al del control positivo

(Ampicilina 10m).
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Tabla 5. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 11 10 9 8 16 0
2 11 10 9 8 16 0
3 11 10 9 8 16 0
4 11 10 9 8 16 0
MEDIA 11 10 9 8 16 0

Interpretacion: El mayor halo fue de 11 mm, al 100%, el menor de 8 mm al 25%.
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Tabla 6. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Candida albicans ATCC 90028.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 22 20 18 16 26 0
2 21 19 17 15 25 0
3 20 18 16 15 24 0
4 22 20 18 15 26 0
MEDIA 21,25 19,25 17,25 15,25 25,25 0

Interpretacion: El mayor halo fue de 22 mm, al 100%, el menor de 15 mm al 25%.
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Tabla 7. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de semillas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 1 1 0 0 9 0
2 1 1 0 0 9 0
3 1 0 1 0 9 0
4 1 1 1 0 9 0
MEDIA 1 0,75 0,50 0 9 0

Interpretacion: A la concentracion del 25% no hubo inhibiciéon. EI mayor halo fue de 1

mm, dando una variacion significativa comparada con el control positivo, que dio una

inhibiciéon de 9 mm.
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Tabla 8. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de semillas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 9 7 6 4 16 0
2 9 7 6 4 16 0
3 10 8 7 5 17 0
4 9 7 6 4 16 0
MEDIA 8,50 7,25 6,25 4,25 16,25 0

Interpretacion: El mayor halo fue de 10 mm, al 100%, el menor de 4 mm al 25%.
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Tabla 9. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de semillas de Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Candida albicans ATCC 90028.

# Placa Diametro halo de inhibicion (mm)

100% 75% 50% 25% CP CN
1 1 0 0 0 8 0
2 1 0 0 0 8 0
3 1 0 0 0 8 0
4 1 0 0 0 8 0
MEDIA 1 0 0 0 8 0

Interpretacion: Se observa una inhibicion minima (1mm) a la mayor concentracion.
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COMPARACION DE LA EFICACIA ANTIMICROBIANA (HALOS DE INHIBICION) DE
LA CAESALPINIA SPINOSA ENTRE LOS DISTINTOS TIPOS DE EXTRACTOS Y
SU CORRESPONDIENTE ANALISIS DE VARIANZA.

Tabla 10. Eficacia antimicrobiana de los tipos de extracto de C. spinosa, sobre los

distintos microorganismos y su respectivo analisis de varianza.

CEPA TIPO DE HALO DE INHIBICION / ANOVA
MICROBIANA EXTRACTO Concentracion de 100% P
HOJAS 3,75mm
E. faecalis ATCC VAINAS 9,75mm < 0,0001
29212 SEMILLAS 1mm
HOJAS 8,50mm
S. aureus ATCC VAINAS 11mm < 0,0001
25923 SEMILLAS 8,50mm
HOJAS 19mm
Sobre C. albicans VAINAS 8,75mm < 0,0001
ATCC 90028 SEMILLAS 1mm

INTERPRETACION: En orden descendente la eficacia es de la siguiente manera:
1ro.Extracto de hojas sobre C. albicans ATCC 90028, 2do. Extracto de vainas sobre
aureus ATCC 25923, 3ro. Extracto de vainas sobre E. faecalis ATCC 29212, 4to.
Extracto de vainas sobre C. albicans ATCC 90028, 5to. Extracto de hojas y semillas
para S. aureus ATCC 25923, 6to. Extracto de hojas sobre E. faecalis ATCC 29212:y
7mo. Extracto de semillas sobre E. faecalis ATCC 29212 y sobre C. albicans ATCC
90028. Segun el analisis de varianza entre el efecto causado por los distintos tipos de
extracto a la concentracién del 100%, sobre los diferentes microrganismos, las

diferencias son estadisticamente significativas.
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2. DISCUSION

Esta investigacion constituye un aporte novedoso para la comunidad cientifica ya que
existe muy poca informacién publicada acerca del tema. En Ecuador, se reportan
unicamente dos estudios; y ambos prueban el efecto antibacteriano del fruto de la C.
spinosa sobre E. faecalis. Mientras tanto, éste estudio abarca un campo de investigacion
mas amplio, haciendo comparaciones entre los distintos tipos de extracto obtenidos de
diferentes 6rganos de la planta (hojas, vainas y semillas); y su efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de dos tipos de bacterias y un hongo; algunos de los mas frecuentes

responsables de patologias orales.

Se atribuye la actividad antimicrobiana de la C. spinosa, a la presencia de metabolitos
de taninos y flavonoides entre sus componentes; ademas estos poseen accion

antihemorragica local, antihepatotoxica y antidiarréica.?®-3

Asi, el estudio de Bornaz V *°, que compara el efecto antimicrobiano de C. spinosa 60%,
con el del hipoclorito de sodio (HCIO) al 5.25%, sobre el E. faecalis; dio como resultado
un halo inhibitorio de 6,33 mm con C. spinosa; frente al HCIO, que logré un halo de 2,82
mm. Estos resultados se asemejan a lo obtenido en ésta investigacion, donde
observamos un halo de 6,75 mm con el extracto etandlico de vainas al 50%, y un halo
de 9,75mm al 100%.

Es importante citar el estudio de Benites C. 8 donde se obtuvo el extracto del fruto
entero (vaina + semilla) de C. spinosa, y se probd su efecto anti fungico sobre C.
albicans; el halo de inhibicion fue de 15.25 mm; en nuestro estudio se obtuvo los
extractos por separado, ambos resultados del halo de inhibicidn no superaron los 11
mm; podemos atribuir éste hecho a que el sinergismo entre ambos componentes de la

planta, incrementen la eficacia antimicrobiana del extracto.

El estudio de Chavez L. ¥® reveld que el extracto etanolico de C. spinosa 100%
(34.50mm) supera el efecto inhibitorio de oxacilina (31.50mm), sobre el E. faecalis. Del
mismo modo este estudio probd que el extracto etandlico de vainas (9.75mm) supera el
efecto inhibitorio de la ampicilina (8.75mm), sobre el E. faecalis. Por lo que éste extracto
podria ser utilizado como un coadyuvante con ampicilina en el tratamiento contra E.

faecalis.
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En cuanto a los tipos de extracto de acuerdo a su forma de obtencion, Cano D. #", probd
que la actividad antimicrobiana del aceite esencial (18.09mm) de C. spinosa es mayor
en comparaciéon al de su infusion (17.11mm). Nuestra investigacion aporta que el
extracto etandlico, es aun mas eficaz, dando un halo promedio de 19 mm, sobre el S.
aureus, y a este valor hay que sumarle 6 mm; ya que en el estudio de Cano D., no se

resto el diametro original del disco, lo que nos daria un halo de 25mm.

El halo de inhibicidon causado por efecto del extracto etandlico de vainas de C. spinosa
sobre cepas de S. mutans, reportado en el estudio de Centurion K ©9, fue de 26.5mm
en promedio; significativamente mayor al reportado por Cortéz K ¢", que evidencio un
halo de 13mm. Los halos que obtuvimos con el mismo extracto, aplicado sobre E.
faecalis, S aureusy C. albicans; fueron de (9.75mm, 11mm y 8.75mm respectivamente).
Notamos que existen diferencias importantes entre los resultados, por lo que se
recomienda seguir estudiando los distintos tipos de extracto (de hojas, de vainas y de

semillas) sobre mas tipos de microorganismos.

En cuanto al efecto anti fungico de la C. spinosa sobre la C. albicans, Benites C., en su
publicacién, obtuvo un promedio de halo de inhibicion de 8.60 mm; lo que concuerda

con nuestros resultados (8.75mm).

Recomendacion.

Considero importante aprovechar del potencial medicinal de este recurso natural,
contribuyendo a mejorar la calidad de vida y salud de las personas; y alternativa a la
creciente resistencia antimicrobiana; ademas de que el costo de su produccién, es

sumamente bajo en comparacién con los farmacos genéricos tradicionales.

Se recomienda realizar estudios para probar el efecto antimicrobiano de Caesalpinia

spinosa, sobre otros microorganismos patégenos.
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3. CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de Caesalpinia spinosa tienen efecto
antimicrobiano in vitro sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Candida albicans ATCC 90028.

El extracto etandlico de hojas de Caesalpinia spinosa posee efecto

antimicrobiano in vitro, directamente proporcional a su concentracion.

El extracto etandlico de vainas de Caesalpinia spinosa posee efecto

antimicrobiano in vitro, directamente proporcional a su concentracion.

El extracto etandlico de semillas de Caesalpinia spinosa posee efecto

antimicrobiano in vitro, directamente proporcional a su concentracion.

La mejor eficacia antimicrobiana de la Caesalpinia spinosa; esta en sus
hojas, cuando se coloca sobre C. albicans ATCC 90028. Inmediatamente
después, se ubica el extracto de las vainas, que fue eficaz en la inhibicion
de los tres tipos de microorganismos estudiados. Finalmente, el extracto de
semillas fue el que mostré menor accion inhibitoria, siendo casi nula sobre
E. faecalis ATCC 29212 y sobre C. albicans ATCC 90028.
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ANEXO 2
UBICACION DEL SECTOR DE DONDE SE RECOLECTARON LAS
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ANEXO 3
CERTIFICADO DE LA IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE LA PLANTA,
POR EXPERTOS EN EL AREA DE BOTANICA Y AGRICULTURA.

&= UNIVERSIDAD
9 CATOLICA DE CUENCA

YAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

Cuenca, 2019-05-01

Asunto: Avance a identificacidn de especie

Sefior Ingeniero

René Orellana Maita Mgs.

Director de Carrera de Ingenieria Agronémica

Unidad Académica de Agricultura, Silvicultura, Pesca y Veterinaria

Su despacho.

Sefior Director:

Como un avance al oficio en el que se dio respuesta a la identificacién de la planta del género
Caesalpinia y fundamentado en el nuevo material proporcionado, se establece que la especie en
cuestion es Caesalpinia spinosa.

Es todo cuanto se informa para los fines pertinentes.

Gracias la atencion

Un saludo

C

N

#~ Juan Carlos Gonzdlez Rojas
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ANEXO 4. CERTIFICADO DE PERMISO DE FUNCIONAMIENTO DEL
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ANEXO 5. APROBACION DEL COMITE DE BIOETICA DE LA UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

=8 UNIVERSIDAD
£"¥) CATOLICA DE CUENCA
COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

Cuenca, 30/5/2019

El Comité Institucional de Bioética en Investigacion en Seres Humanos de la

Universidad Catdlica de Cuenca, Carrera de Medicina.
CERTIFICA
Que ha conocido, analizado y aprobado el proyecto de investigacion titulado

EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE EXTRACTOS DE CAESALPINIA
SPINOSA, SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS, STAPHYLOCOCCUS AUREUS Y
CANDIDA ALBICANS.

Trabajo de titulacion realizado por Carol Gissel Flores Regalado

Codigo: FI26EFEOD58

RESPONSABLE COMITE DE BIOETICA
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ANEXO 6. ANALILIS ESTADISTICOS DE VARIANZA (ANOVA)

¢ Analisis de varianza de los halos de inhibicion producidos por los diferentes
tipos de extracto (hojas, vainas, semillas), para E. faecalis ATCC 29212, S.
aureus ATCC 25923 y C. albicans ATCC 90028.

Tabla 10. Analisis de varianza entre los tipos de extracto para E. faecalis 29212.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 2 160,167 80,083 96,100 <0,0001
Error 9 7,500 0,833
Total
corregido 11 167,667

Interpretacién: Las diferencias son estadisticamente significativas.

Tabla 11. Analisis de varianza entre los tipos de extracto para S. aureus ATCC 25923.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 2 13,167 6,583 33,857 <0,0001
Error 9 1,750 0,194
Total
corregido 11 14,917

Interpretacion: Las diferencias son estadisticamente significativas.

Tabla 12. Analisis de varianza entre los tipos de extracto para C. albicans ATCC
90028.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 2 652,167 326,083 156,520 <0,0001
Error 9 18,750 2,083
Total
corregido 11 670,917

Interpretacion: Las diferencias son estadisticamente significativas.
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e Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto
(100%,75%,50%,25%); tanto para EEHCS, EEVCS y EESCS; sobre E. faecalis
ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923 y C. albicans ATCC 90028,

respectivamente.

Tabla 13. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de hojas
sobre E. faecalis ATCC 29212.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 19,250 6,417 7,333 0,005
Error 12 10,500 0,875
Total
corregido 15 29,750

Interpretacién: Las diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 14. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de hojas
sobre S. aureus ATCC 25923.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 20,000 6,667 20,000 <0,0001
Error 12 4,000 0,333
Total
corregido 15 24,000

Interpretacioén: Las diferencias son estadisticamente significativas.

Tabla 15. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de hojas
sobre C. albicans ATCC 90028.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 95,250 31,750 4,854 0,020
Error 12 78,500 6,542
Total
corregido 15 173,750

Interpretacioén: Las diferencias son estadisticamente significativas.



Tabla 16. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
vainas sobre E. faecalis ATCC 29212.

Fuente GL Suma de Cuadrados F Pr>F
cuadrados medios
Modelo 3 104,000 34,667 138,667 <0,0001
Error 12 3,000 0,250
Total 15 107,000
corregido

Interpretacion: Las diferencias son estadisticamente significativas.

Tabla 17. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
vainas sobre S. aureus ATCC 25923.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 20,000 6,667
Error 12 0,000 0,000
Total
corregido 15 20,000

Interpretacion: Las medias de las muestras son idénticas.

Tabla 18. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
vainas sobre C. albicans ATCC 90028.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 41,188 13,729 9,551 0,002
Error 12 17,250 1,438
Total
corregido 15 58,438

Interpretacion: Las diferencias no son estadisticamente significativas.
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Tabla 19. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
semillas sobre E. faecalis ATCC 29212.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 2,188 0,729 5,000 0,018
Error 12 1,750 0,146
Total
corregido 15 3,938

Interpretacion: Las diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 20. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
semillas sobre S. aureus ATCC 25923.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 52,000 17,333 69,333 <0,0001
Error 12 3,000 0,250
Total
corregido 15 55,000

Interpretacion: Las diferencias son estadisticamente significativas.

Tabla 21. Analisis de varianza entre las distintas concentraciones del extracto de
semillas sobre C. albicans ATCC 90028.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 3 3,000 1,000
Error 12 0,000 0,000
Total
corregido 15 3,000

Interpretacion: Las medias de las muestras son idénticas.
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ANEXO 7. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO DE INVESTIGACION Y
RESULTADOS.

Fig 4. Preparacion de la muestra.
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Fig 9. Pesaje y control de porcentaje de pérdida de muestra



Fig 10,11y12. Triturado de vainas y hojas / molido de semillas.
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Fig 16.

Filtrado del concentrado etandlico.
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Fig 17. Evaporacién con el uso de bafo maria y aireadores.
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Fig 18. Control de humedad y desecamiento con silica gel.
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Fig 20 y 21. Dilucién con pipeta en tubos de ensayo.

Fig 22, 23 y 24. Cepas microbianas activadas: E. faecalis, S. aureus 'y C. albicans
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Fig 28. Colocacion de los discos y controles.
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Fig 29. Lectura de os halos de inhibicién.
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Fig 31. EEVCS sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Fig 33. EEHCS sober Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Fig 35. EESCS sober Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Fig 36. EEHCS sobre Candida albicans ATCC 90028.
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Fig 37. EEVCS sobre Candida albicans ATCC 90028.
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Fig 38. EESCS sobre Candida albicans ATCC 90028.
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