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RESUMEN

Objetivo: Determinar accion antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 en comparacién con Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% vy
Clorhexidina al 0,12%. Metodologia: Mediante el método de difusién en disco
(Kirby Bauer), se conocid el grado de sensibilidad en funcion al tamafio del halo
de inhibicion; por el método de dilucion en medio liquido se encontrd la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y por difusion en agar se encontrd la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial. Resultados: Se
determin6 que Porphyromonas gingivalis mostré no ser sensible al Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%, tener sensibilidad limite a la Clorhexidina al 0,12% y ser
muy sensible al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela”. La
CMI para Porphyromonas gingivalis es de 0,39393mg/ml. y CMB es de
0,40852mg/ml. Conclusion: El aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn
“canela” presenta accion antibacteriana sobre Porphyromonas gingivalis y es

mayor que Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% y Clorhexidina al 0,12%.

Palabras clave: Cinnamomum zeylanicum Breyn, aceite esencial, Porphyromonas
gingivalis, halo de inhibicion, CMI, CMB.



ABSTRACT

To determine antibacterial activity in vitro of essential oil of Cinnamomum
zeylanicum Breyn "canela" against Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
compared with Cetylpyridinium Chloride to 0,05% and Chlorhexidine to 0,12%.
Methodology: Using the disk diffusion method (Kirby Bauer), the sensitivity is
met according to the size of the zone of inhibition; by dilution method in liquid
medium Minimum Inhibitory Concentration (MIC) it was found and the agar
diffusion minimum bactericidal concentration (MBC) of the essential oil was
found. Results: It was found that Porphyromonas gingivalis was not sensitive
Cetylpyridinium Chloride 0.05%, limitless sensitivity to Chlorhexidine 0.12% and
be very sensitive to the essential oil of Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela”.
The MIC is Porphyromonas Gingivalis 0,39393mg/ml. and CMB is
0,40852mg/ml. Conclusion: Cinnamomum zeylanicum Breyn "canela” essential
oil has antibacterial action on Porphyromonas gingivalis and greater than
Cetylpyridinium Chloride to 0.05% and Chlorhexidine to 0,12%.

Keywords: Cinnamomum zeylanicum Breyn, essential oil, Porphyromonas

gingivalis, inhibition zone, CMI, CMB.



INTRODUCCION

La cavidad bucal es un ambiente ampliamente colonizado por bacterias, que en
condiciones normales son propias de dicho héabitat pues viven en constante
armonia, no produciendo de esta manera enfermedad. Sin embargo, cuando éste
equilibrio se altera o rompe se generan enfermedades producto de bacterias

oportunistas o simplemente por predominio de una de ellas.

En la actualidad, en el Perd, segun el Ministerio de Salud, entre las enfermedades
de la cavidad oral de mas alta incidencia se encuentran la caries dental y las
enfermedades gingivoperiodontales, observandose un incremento sustancial en

cuanto a la incidencia de éstas. @

Las enfermedades gingivoperiodontales son procesos infecciosos cuyo factor
etioldgico esencial es la Biopelicula de la placa dental, muy comun entre los seres
humanos, considerada como un problema de salud publica en muchas partes del
mundo. La prevencién y tratamiento para estas enfermedades, se enfoca
directamente hacia la reduccion de la placa bacteriana y terapia sistémica y/o
local mediante agentes para el control de la placa dental como son colutorios,

dentifricos, etc.

En los ultimos tiempos se ha revalorado los efectos beneficiosos de plantas
medicinales, utilizandolas en la composicién de diversos productos destinados al

control de la placa bacteriana, como cremas dentales y colutorios.



La Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) es conocida por sus propiedades
terapéuticas antibacterianas sustentadas en diversos estudios cientificos. Las
investigaciones realizadas en el area odontologica, demuestran que presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a bacterias y hongos presentes en la

cavidad oral.

En la enfermedad periodontal, existen bacterias periodontopatdgenas, siendo la
mas representativa Porphyromonas gingivalis, la cual tiene mayor prevalencia en
la periodontitis crénica motivo por el cual serd objeto de estudio en esta

investigacion.

Por lo tanto, la presente investigacion tiene como objetivo determinar la accion
antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de la Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en comparacion
con Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% y Clorhexidina al 0.12% , constituyendo de
esta manera una posible alternativa para la prevencion de las enfermedades
gingivoperiodontales, asi como establecer una base para una elaboracion futura
de un producto aplicable en la practica odontoldgica, empleando como en este

caso, un recurso disponible en nuestro medio.



CAPITULO I:

EL PROBLEMA DE
INVESTIGACION
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FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA:

La caries dental, asi como la enfermedad periodontal, son enfermedades
tan antiguas como el hombre, a medida que transcurre la historia se
encuentran mas evidencias que su prevalencia y gravedad han aumentado
con el paso de los afios. Su tratamiento paso desde la mezcla de cerveza,
aceites y plantas aplicados sobre los dientes, mediante conjuros, por los
Asirios y mediante masaje gingival con diversas hierbas medicinales,
realizados por los Babilonios hace aproximadamente 1 000 afios A.C.,®
hasta las mas modernas y costosas técnicas terapéuticas empleadas en la

actualidad.

Con el desarrollo de las teorias de la evolucion y herencia genética, el uso
del microscopio y el nacimiento de ciencias como la Fitoquimica y de
técnicas como el analisis instrumental, fue posible el reconocimiento y

aislamiento de los principios activos de muchas plantas medicinales.

Por ello, actualmente, las plantas medicinales recuperan parte del
protagonismo que tuvieron en los primeros tratamientos médicos. La
medicina natural a partir de las plantas y sus propiedades, ha recibido
ultimamente mucha atencién por parte de los cientificos, quienes van
descubriendo nuevos compuestos y propiedades de los mismos,
confirmando asi su utilidad para combatir agentes patégenos y tratar

diversas afecciones.

Entre la microbiota bacteriana periodontopatogena que existe en la
enfermedad periodontal se encuentra Porphyromonas gingivalis que es un
bacilo Gram negativo predominante en la Periodontitis Cronica, sus

maultiples factores de virulencia la hacen sumamente agresiva.



Considerando que uno de los factores etioldgicos de la enfermedad
periodontal es de causa infecciosa (placa bacteriana), el tratamiento se
enfoca fundamentalmente en el control de la infeccion y reduccién de la

inflamacion.

Hoy en dia existe una gran variedad de agentes antimicrobianos para tratar
la enfermedad periodontal como son los farmacos, dentro de los cuales
tenemos a los colutorios o antisepticos que conjuntamente con el cepillado
dental y otros medios de prevencion son usados para lograr la eliminacion
del biofilm oral e impedir asi la progresion de la enfermedad periodontal.
Sin embargo, muchos antisépticos de uso odontoldgico presentan efectos
secundarios adversos, como irritabilidad en los tejidos, tincién dental,

alteracion en el sabor de alimentos, etc., razones que limitan su uso.

En el Per(, existe una gran biodiversidad botanica y eso hace mucho mas
importante el hecho de considerar el estudio de cada una de las plantas
para conocer mas a fondo sus verdaderas propiedades y sus principios
activos, ya que no solo son utiles a nivel medicinal, sino también abarcan

otras areas.

Asimismo, es necesario evaluar también los aceites esenciales de éstas
plantas, donde diversas investigaciones han permitido establecer su
actividad antibacteriana, antimicética, antiparasitaria, antiviral e

insecticida.

Por todo lo expuesto, el propdsito de la presente investigacion es
determinar la accién  antibacteriana del aceite esencial de la
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 en comparacion con el Cloruro de Cetilpiridinio
al 0.05% y la Clorhexidina al 0,12%.



FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢Cual es la accién antibacteriana del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) a diferentes concentraciones frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en comparacién con el
Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% vy la Clorhexidina al 0,12%?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

1.3.1. Objetivo General:

- Determinar la accion antibacteriana in vitro del aceite esencial
obtenido de la corteza de la Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela) a diferentes concentraciones frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 en comparacion con Cloruro de
Cetilpiridinio al 0.05% y Clorhexidina al 0,12%.

1.3.2. Objetivos Especificos:

- Evaluar el grado de sensibilidad que presenta Porphyromonas
gingivalis al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

(Canela), mediante la técnica de difusion en disco.

- Hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) frente a

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

- Establecer la concentracion minima bactericida (CMB) del
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)

frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

- Especificar la comparacion de la accion antibacteriana del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) frente al
Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% por medio de la técnica de

difusion en disco.



- Especificar la comparacion de la accion antibacteriana del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) frente a la
Clorhexidina al 0.12% por medio de la técnica de difusion en

disco.



1.4

JUSTIFICACION:

El motivo por el que decidimos realizar esta investigacion es que hemos
podido observar que los colutorios o antisépticos quimicos presentan
muchas veces reacciones adversas o efectos secundarios a largo plazo, los
cuales no son beneficiosos para nuestra salud bucal. Ademés de ello,
queremos aportar a la comunidad cientifico-odontolégica sobre la
existencia de aceites esenciales que presentan propiedades antibacterianas,
dentro de las cuales se encuentra el aceite esencial de la Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela), ya que podria ser una alternativa para la
prevencion de caries y enfermedades gingivoperiodontales actuando sobre
el biofilm oral, o si es que la enfermedad periodontal estd ya instaurada,

pueda servir como terapia coadyuvante.

De esta manera, la elaboracion de farmacos naturales, tendria un impacto
importante en la sociedad cientifica , gracias a las bondades de la medicina
tradicional, generando asi una variedad de productos de uso farmacéutico
de origen natural , las que puedan llegar a todas las poblaciones incluyendo

a las de bajos o limitados recursos econémicos por su bajo coste .



1.6

DEFINICION DE TERMINOS:

Enfermedad Periodontal: Enfermedad cronica que afecta a las encias
y a la estructura de soporte de los dientes.

Porphyromonas gingivalis: Principal especie patdégena para los
tejidos periodontales. Aparece en todos los tipos de Periodontitis y
tiene importantes factores de virulencia.

Biofilm oral: Acumulacién heterogénea de una comunidad
microbiana variada, aerobia y anaerobia, rodeada por una matriz
intercelular de polimeros de origen salival y microbiano. Estos
microorganismos pueden adherirse o depositarse sobre las paredes de
las piezas dentarias. Su presencia puede estar asociada a la salud, pero
si los microorganismos consiguen los sustratos necesarios para
sobrevivir y persisten mucho tiempo sobre la superficie dental, pueden
organizarse y causar caries, gingivitis o enfermedad periodontal.
Aceite Esencial: Son mezclas de sustancias obtenidas de plantas, que
presentan como caracteristicas principales su completa composicién
quimica y su caracter fuertemente aromatico.

Accion antibacteriana de un aceite esencial: Cualidad del aceite
esencial consistente en eliminar o inhibir el crecimiento de las
bacterias patdgenas que se desarrollan en un medio dado, al actuar
sobre ellas indirecta (obstaculizando el desarrollo bacteriano) o
directamente (ocasionando la muerte de la célula bacteriana).

Halo de inhibicion: Zona alrededor de un disco de antibidtico en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una
placa de agar inoculada con el germen. Es una medida de la potencia
del antibiotico frente al germen.

Concentracién minima Inhibitoria (CMI): Es la concentracion mas
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un

microorganismo después de su incubacion.



Concentracién minima Bactericida (CMB): Es la minima cantidad
de antibidtico capaz de destruir el 99,9% de una muestra inoculada en
condiciones estandarizadas.

Principio Activo: Sustancia quimica responsable de actividad
farmacoldgica y del uso terapéutico de una droga.

Colutorio: Es una forma farmacéutica tipo solucion acuosa viscosa
usada para el tratamiento topico de afecciones bucales
Antibacteriano: Farmaco capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo
de bacterias o su eliminacion sin dafiar el organismo infectado.
Bactericida: es aquel que produce la muerte a una bacteria. Un efecto
bactericida esta producido por sustancias bactericidas. Proviene el
sufijo cida, derivado del termino latino caedere, que significa matar,
por lo tanto bactericida es un agente que mata las bacterias.
Bacteriostatico: Sufijo que proviene de la raiz griega stasis, que
significa detencion, 6sea que no se mueve 0 no cambia. El término
bacteriostatico quiere decir que detiene el metabolismo bacteriano,
6sea que inhibe o impide el crecimiento de las bacterias, pero estas
permanecen viables, es decir que si quitamos el bacteriostatico, lo
diluimos o neutralizamos, las bacterias volveran a desarrollarse.
Algunos antibioticos tienen este efecto, por lo tanto, actlan
inhibiendo las bacterias, dandole oportunidad al sistema de defensa del
hospedero para que las elimine.

Bacteriolitico: El sufijo litico deriva de la raiz griega lisis, que
significa disolver, por lo tanto, bacteridlisis etimologicamente
significa disolucién o destruccion de bacterias. Este sufijo es mas
empleado con la accion de enzimas capaces de disolver algo, lo cual se

denota como lisis.
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2.1 ANTECEDENTESDE LA INVESTIGACION:

Marca Cuello, M. (2013) evalu6 la Actividad Antimicética “in vitro” del
aceite esencial Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela” frente a Candida
albicans ATCC 6538. El objetivo de este estudio fue determinar la actividad
antimicotica del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
frente a Candida albicans ATCC 6538. Se obtuvo el aceite esencial de las
cortezas Cinnamomum zeylanicum Breyn mediante destilacion por arrastre
de vapor. Utilizando los métodos de: Kirby Bauer, se conocié el grado de
sensibilidad en funcion al tamafio de los halos de inhibicion, Por dilucion en
medio liquido se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y por
difusion en agar, la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del aceite
esencial. Los resultados fueron que Candida albicans presenta alta
sensibilidad al aceite esencial. La CMI para Candida albicans fue de 0,01895
mg/ml y la CMF fue de 0,020529166 mg/ml. Se llegé a la conclusion que el
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) presenta

actividad antimicotica frente a Candida albicans. ©

Ramos Clemente W. (2012) Actividad antibacteriana del extracto de
Erythroxylum (coca) sobre Porphyromonas gingivalis, estudio in vitro. El
estudio investigd la actividad antibacteriana, mediante el test de difusion en
Agar y la prueba de dilucion en medio liquido. Los resultados del primer
estudio indicaron que el extracto de Erythroxylum “coca” tiene sensibilidad
nula (-) para la mayor parte de las concentraciones evaluadas, y sensibilidad
limite (sensibilidad: +) para la m&xima concentracion del extracto (100 %)
sobre el crecimiento, in vitro, de la bacteria Porphyromonas gingivalis. Los
resultados del segundo estudio determinaron una concentracion minima del
extracto, capaz de inhibir el crecimiento de dicha bacteria. Este valor fue 6.25

%, el cual representa la concentracion minima inhibitoria (CMI). ®

Lagos la Rosa, E. (2012) investigé la Actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial Thymus vulgaris |. “tomillo” frente a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 causante de Gingivitis. Mediante el método de
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difusion de disco (Kirby Bauer), se conocio el grado de sensibilidad en
funcion al tamafio del halo de inhibicion; por el método de dilucion en medio
liquido se encontro la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y por difusion
en agar se encontré la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite
esencial. Resultados: Se determind que Porphyromonas gingivalis es muy
sensible al aceite esencial. La CMI para Porphyromonas gingivalis es 0,31
mg/ml y CMB es 0,37 mg/ml. La conclusién a la que llego fue que el aceite
esencial de Thymus vulgaris L. “Tomillo” presenta actividad antibacteriana

sobre Porphyromonas gingivalis causante de gingivitis. ©®

Fani M., Kohanteb J. (2011) evaluaron la Actividad Inhibitoria del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum y Eucalyptus globulus frente a
especies aisladas de pacientes con infecciones orales de Streptococcus
mutans, Staphylococcus adreus y Candida. El objetivo de este estudio fue
investigar la actividad antimicrobiana de los aceites de canela y eucalipto
contra éstos microorganismos de la cavidad oral. Los aceites se prepararon por
destilaciéon de vapor y su actividad inhibidora a concentraciones diferentes.
Los datos fueron analizados mediante Chi cuadrado y prueba estadistica de
Fisher. Los resultados fueron que todos los aislamientos de bacterias y
hongos son sensibles a la canela y eucalipto. El aceite de canela mostré una
fuerte actividad inhibitoria ante el S. mutans en una concentracion tan baja
como 3,12%. El aceite de eucalipto mostr6 menos actividad inhibitoria, la
concentracion menos efectiva de este aceite fue de 25%. La CMI de canela y
aceite de eucalipto oscilé 12.8- 51.2 y / 64-256mg/ml, respectivamente. La
conclusién fue que tanto los aceites de canela y eucalipto mostraron actividad
antimicrobiana, pero vario en cuanto a su eficacia. El aceite de canela mostro
actividad inhibitoria més fuerte medida por la determinacion de la CMI. EI S.
mutans, agente etioldgico de la caries dental, fue muy sensible al aceite de
canela y por lo tanto puede ser utilizado como un antiséptico en la pasta
dental, enjuague bucal 0 goma de mascar para la prevencion de la caries dental

y otras infecciones orales.®
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Kamal A., Radhika J., Chetan Sh. (2009) determinaron la Actividad
antimicrobiana de la corteza de Cinnamomum zeylanicum. El objetivo del
estudio fue evaluar el potencial antimicrobiano de la corteza de canela con la
finalidad de conseguir un extracto como remedio para patdgenos de caries
dentales, se probaron 5 extractos (acetonico, etandlico, metandlico y acuosos
frio y caliente) contra dos bacterias y dos levaduras mediante el método de
difusion en agar. El extracto etanolico, metandlico y el acetdénico mostraron
mayores actividades antimicrobianas contra las bacterias probadas
(Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus) y las levaduras (Candida
albicans y Saccharomy cescerevisiae). El extracto aceténico mostré una
mayor actividad antimicrobiana que los otros. Se observé una fuerte actividad
antifangica con el extracto acetdnico contra C. albicans (zona de inhibicién
29.30mm y 12,5 mg / ml MIC) que muestra mayor zona de inhibicion que el
estandar antifungico anfotericina B de drogas (zona de 13 mm de
inhibicion).(”)
2.2 MARCO TEORICO:
2.2.1 ENFERMEDAD PERIODONTAL.:

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

la cavidad bucal. ®

El término enfermedad periodontal describe un grupo en
infecciones localizadas que afectan los tejidos que soportan y
rodean los dientes. Los dos tipos mas comunes de enfermedad
periodontal son la gingivitis y la periodontitis. Las gingivitis

incluyen procesos que afectan la encia; es una inflamacion de los
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tejidos blandos que rodean al diente sin extenderse al cemento el
ligamento periodontal y el hueso alveolar. Las periodontitis son
procesos que comprometen todas las estructuras del periodonto y
son una familia de patologias que difieren en su etiologia, historia

natural, progresion y respuesta al tratamiento. ©

Las enfermedades periodontales son infecciones crénicas serias que
conllevan destruccion del aparato de soporte del diente, incluyendo
la encia, el ligamento periodontal, y el hueso alveolar. Estas
enfermedades se inician con una acumulacion local de bacterias
sobre el diente. Las enfermedades periodontales, incluyendo la
gingivitis y la periodontitis, pueden afectar uno o varios dientes, y
si no se tratan, pueden causar la pérdida de los mismos,
particularmente en adultos. Esta es la patologia odontolégica mas
comun en adultos, como también una de las enfermedades
inflamatorias cronicas mas comunes que afectan gran mayoria de la
poblacion en el mundo. Aunque la biopelicula es esencial para el
inicio de las enfermedades periodontales, la mayoria de los
procesos destructivos asociados con estas enfermedades se debe a
una respuesta excesiva del huésped al reto bacteriano. Por lo tanto,
la enfermedad periodontal es una enfermedad multifactorial, y

compleja. @9

2.2.11 EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES
PERIODONTALES:

La incidencia de las enfermedades infecciosas y su
consecuente costo en vidas y recursos econémicos en las
Gltimas décadas ha hecho que su prevencion sea una de las
principales preocupaciones de las entidades encargadas de
atencion en salud a nivel nacional. Como todas las
ciencias médicas, la odontologia sabe que su mejor arma

es la prevencion.
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La condicion de Salud Bucal en el Per(, atraviesa una
situacion critica debido a la alta prevalencia de
enfermedades Odonto estomatoldgicas, tenemos asi que la
prevalencia de caries dental es de 90%, enfermedad
periodontal 85% y mal oclusién 80%, constituyendo un
problema de salud publica. V)

2212 ETIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES
PERIODONTALES:

Hoy en dia no se discute que el agente etioldgico de la
mayoria de las gingivitis y periodontitis es la placa
bacteriana (Biopelicula) y los mecanismos por medio de los
cuales se ocasiona el dafio de los tejidos, a este nivel han

sido ampliamente estudiados.

Asi, la produccién de enzimas proteoliticas por las bacterias
de la Biopelicula puede llegar a producir dafio directo al
tejido, mientras la activacién indirecta del sistema inmune
ante la infeccion parece ser en mayor nivel, la responsable
del extenso dafio que puede ser observado en este tipo de
enfermedades. 12

Las enfermedades periodontales son infecciones causadas
por microorganismos que colonizan la superficie dentaria
en el margen o por debajo de él. Se estima que cerca de 700
especies diferentes son capaces de colonizar la boca y
cualquier individuo por lo general alberga 150 especies
diferentes 0 mas. En una boca sana los recuentos en los
sitios subgingivales oscilan entre  10° en surcos poco
profundos y mayor a 108 en bolsas periodontales
profundas. Las cifras correspondientes a la placa supra

gingival pueden ser mayores a 10° en la superficie de un
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solo diente. En consecuencia, si bien cientos de millones o
hasta miles de millones de bacterias contintdan colonizando
los dientes en el margen gingival o por debajo de él durante
toda la vida, en la mayor parte de los sitios periodontales y
en la mayoria de los individuos no se percibe una pérdida
nueva de estructuras de sostén de los dientes en ningln
momento. Este reconocimiento es critico. Las relaciones
ecologicas entre la flora microbiana periodontal y su
huésped son, en términos generales benignas, puesto que no
es frecuente el dafio de las estructuras de sostén dentario. En
ocasiones un subgrupo de especies bacterianas se introduce,
prolifera en exceso o adquiere nuevas propiedades que
originan la destruccién del periodonto. El desequilibrio
resultante  suele corregirse espontaneamente o con la
aplicacion de medidas terapéuticas. En cualquiera de los
casos, las especies microbianas contindan colonizando por
encima o por debajo del margen gingival, seguramente en

un nuevo y “apacible” equilibrio. %

MICROBIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL.:

Los biofilms que colonizan la cavidad oral son unos de los
mas complejos que existen en la naturaleza. Esta complejidad
se debe en gran medida a la composicion de las distintas
superficies, que determinan la existencia de cuatro nichos
orales diferentes: mucosa masticatoria, dorso lingual, saliva y
superficies duras, en donde se incluyen las superficies

dentarias y las de materiales de restauracion.®¥

17



A. pelicula adquirida:

La pelicula adquirida salival, o simplemente pelicula
adquirida (PA), es una delgada membrana bioldgica que se
deposita en la superficie de los elementos dentarios , como
resultado de la adsorcion de proteinas y glucoproteinas
contenidas en la saliva y el liquido crevicular, asi como
también otras provenientes de productos microbianos y
celulares . La adsorcion de dichas biomoléculas no ocurre
exclusivamente sobre tejido adamantino, sino que existe
PA en todas las superficies bucales (cemento, mucosas,
epitelio bucal queratinizado y no queratinizado), aparatos
protésicos y restauraciones, cada una de ellas de

composicion quimica diferente,

La retencion de biomoléculas por parte del esmalte
dentario es un fendmeno muy répido de naturaleza
selectiva, por lo cual se adsorben determinadas proteinas y

glucoproteinas procedentes de los fluidos bucales.

La PA es una membrana de composicion quimica muy
compleja 'y heterogénea. Mediante procedimientos
quimicos e inmunoldgicos se ha demostrado la presencia
de proteinas, glucidos y lipidos; los dos primeros, al
menos en parte, se encuentran combinados bajo la forma
de glucoproteinas. La composicion del integumento
condiciona la colonizacién bacteriana, por cuanto algunas
biomoléculas o sus residuos actlan como receptores que

posibilitan la adherencia de gérmenes bucales. 7

La composicion de la pelicula no permanece constante en
todos los estadios de su formacion. El integumento

formado en un primer momento se modifica merced al
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procesamiento que llevan a cabo las enzimas contenidas
en la saliva provenientes de las bacterias, de las células
epiteliales descamadas y de leucocitos polimorfonucleares
neutrofilos que ingresan a la cavidad bucal transportados
por el liquido gingival. De esta manera, diversos
componentes salivales adsorbidos en un primer momento
a la HAp son rapidamente degradados, razon por la que no
aparecen en el integumento que ha madurado por algun
tiempo. Por ello, la composicion de la "pelicula natural” es
significativamente distinta de la pelicula formada in vitro.
Las proteinas mas susceptibles de degradacion enzimatica
son algunas proteinas ricas en prolina, estaterinas e
histatinas, mientras que las cistatinas, -amilasa y otras
proteinas ricas en prolina son mas resistentes y persisten
en la PA. 1®

B. Mecanismo de formacién de la PA:

La formacién de la pelicula adquirida sobre la superficie
del diente es la etapa inicial en la formacion de la placa
dental. Sobre la superficie del esmalte comienza a
depositarse una pelicula delgada amorfa que oscila entre
0,1 y 1,0 micrometros de espesor, llamada pelicula
adquirida, compuesta por proteinas y glucoproteinas

anionicas unidas a la hidroxiapatita del esmalte. 5?9

La pelicula formada opera como barrera de proteccién
proporcionando lubricacion a las superficies e impidiendo
la desecacion del tejido. Ademas, posee moléculas que
funcionan como sitios de union para la adherencia de
microorganismos y enzimas de origen salival, como
lizosimas, amilasas y peroxidasas, que favorecen la

colonizacion bacteriana sobre la superficie de la pelicula.
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La formacion de la PA se inicia con la adherencia de
productos organicos e inorgénicos de algunas bacterias.,
especialmente cocos gram positivos, a una matriz de
polisacaridos. Sobre esta capa inicial de microorganismos
asociados a la pelicula, estacionaria, hay una cubierta de
aspecto irregular “liquida” que permite el movimiento de
fluidos al interior de la masa. A medida que progresa la
formacion de la Biopelicula, se van creando gradientes de
difusion para el oxigeno, asi como una disminucion del
potencial oxido reduccion hacia las capas mas profundas,
lo que determina la naturaleza anaerobica de los
microorganismos que permanecerian ubicados ahi. Las
bacterias producen polimeros extracelulares y dentro del
biofilm hacen cada vez mas lento su metabolismo y
division celular provocando que la placa resista la accién
de sustancias externas, incluyendo los antimicrobianos,
razon por la cual el tratamiento de eleccién para las
enfermedades periodontales sigue siendo la remocion

mecanica de los depdsitos de placa. ??

En la formacion de la PA estan involucradas fuerzas de
atraccion de distinta naturaleza entre las superficies
dentales y las biomoléculas dispersas en los liquidos que
las rodean. Dado que los cristales de HAp poseen carga
negativa superficial, para su neutralizacion son atraidas
cantidades equivalentes de calcio ionico provenientes de
saliva. Como las proteinas contienen grupos aniénicos, se
establecen uniones electrostaticas con el calcio y de esta
manera quedan adsorbidas a la HAp. Por su parte, las
proteinas cationicas interaccionan directamente con los
grupos fosfato de la HAp a través de enlaces idnicos.

Luego de estas wuniones iniciales ocurren otras
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interacciones entre las biomoléculas retenidas y la HAp
que contribuyen a reforzar la adherencia de la PA. A
través de reacciones catalizadas por enzimas provenientes
de la saliva, bacterias, células epiteliales y leucocitos
polimorfonucleares, la PA va modificando su composicion

hasta alcanzar el estado de madurez. V)

Existen indicios sefialando que la formacion de pelicula
ocurre en dos etapas. En la etapa inicial, que dura hasta los
30 minutos, la cubierta proteica aumenta tres veces su
espesor. Al comienzo es una discreta pelicula organica
depositada sobre el esmalte que evoluciona hacia una
morfologia predominantemente globular, lo cual se
explica por el hecho de que las proteinas que se agregan lo
hacen como micelas. Tales particulas corresponden
principalmente a proteinas ricas en prolina que existen
como tales en la saliva, similares a las micelas de la
caseina lactea. En contacto con las superficies dentarias,
estos globulos se fusionan formando largas unidades que
cubren por entero el esmalte. Al completarse esta etapa, la
pelicula consiste en una multicapa globular constituida por
micelas que tienen un didmetro de 20 a 300 nm dispuestas
en forma de racimos. Los iones calcio mantienen la
integridad de la estructura multiglobular, dado que la
superficie de los glébulos presenta una alta densidad de
cargas negativas, se produce la union con dicho cation,
facilitando de tal modo la cohesion de las micelas. Merced
a su estructura globular, la pelicula inhibe la precipitacién
de calcio y fosfato, pese a que la saliva se encuentra
sobresaturada en estos iones. En la segunda etapa, por
accion de enzimas proteoliticas propias de la saliva o

provenientes de bacterias se altera la conformacion
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molecular de la pelicula, con la consiguiente pérdida de la
estructura globular y de la capacidad de formar
dispersiones  acuosas. La primera etapa €S
cuantitativamente la mas importante, en tanto la segunda,
correspondiente al estadio de maduracion del integumento,
tiene importancia funcional por cuanto permite la

colonizacién bacteriana.

El deposito de pelicula adquirida se completa entre los 60
y 120 minutos siguientes a la exposicion de las superficies
dentarias al ambiente bucal, aunque investigaciones mas
recientes indicarian que el maximo desarrollo se alcanza

entre los 30y los 60 minutos. 2

La colonizacién primaria estd dominada por cocos Gram
positivos anaerobios facultativos. Estos se adsorben sobre
las superficies cubiertas por la pelicula poco tiempo
después de la limpieza mecénica. La placa recolectada a
las 24 horas estd compuesta  principalmente por
Streptococcos, S. sanguis es el mas destacado. En la fase
siguiente, los bacilos Gram positivos presentes al principio
en muy bajo nimero aumentan gradualmente y en
ocasiones superan a los Streptococcos. Los filamentos
Gram positivos sobre todo especies de Actinomyces

predominan en esta etapa de formacion de la placa.

Los receptores de superficie de los cocos y los bacilos
Gram positivos depositados permiten la adherencia
ulterior de los microorganismos gramnegativos con
menor capacidad de adherencia directa a la pelicula. De
esta forma se adhieren Veillonella, las fusobacterias y
otras bacterias Gram negativas anaerobias. Por eso la

heterogeneidad de la placa aumenta gradualmente y con el
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tiempo incluye grandes cantidades de microorganismos
Gram negativos. El resultado de esta evolucion es un
conjunto complejo de especies bacterianas

interrelacionadas.

Después de la  multiplicacion activa de los
microorganismos colonizadores primarios, se incorporan
otras especies microbianas dando lugar a las llamadas
“colonizacion secundaria” y “colonizacion terciaria”. A
medida que la placa aumenta de grosor, las zonas mas
profundas de la misma evidencian un déficit de oxigeno,
por lo que las bacterias aerobias van desapareciendo de
esta zona y se afiaden otras con un potencial de 6xido

reduccion mas bajo.

Hay una serie de microorganismos secundarios que se
adhieren a las bacterias de la placa. Son los siguientes:
Prevotella loeschei, Prevotella intermedia,
Capnocytophaga sp., Fusobacterium nucleatum vy

Porphyromonas gingivalis. ©@3)

Socransky y cols. estudiaron mas de 13.000 muestras de
placas subgingivales de un total de 185 individuos adultos
y utilizaron técnicas de analisis de grupo y de ordenacién
de comunidad para demostrar la presencia de grupos
microbianos especificos en la placa dental. Se
reconocieron seis grupos estrechamente asociados de
especies de bacterias, entre las que se incluyeron
Actinomyces, un complejo amarillo que consta de
miembros del género Streptococcus, un complejo verde
compuesto  por  especies de  Capnocytophaga,
Actinobacillus actinomycetem comitans serotipo a,

Eikenella corrodens, Campylobacter concisus y un
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complejo purpura consistente en Veillonella parvula y
Actinomyces odontolyticus. Estos grupos de especies son
colonizadores tempranos de la superficie del diente. Su
crecimiento habitualmente precede a la multiplicacion de
los complejos naranja 'y rojo  gramnegativos

predominantes. 94

IMAGEN N°1: Diagrama de la asociacién entre
especies subgingivales (adaptado de Socransky y cols..
Los datos proceden de 13.321 muestras de placas
subgingivales tomadas de la cara mesial de cada diente
en 185 adultos.

2.2.2 PORPHYROMONAS GINGIVALIS:
2.2.2.1 Descripcion:

Porphyromonas gingivalis es un coco-bacilo Gram
negativo, anaerobio estricto que mide de 0.5-0.8 um x 1-
3um, no movil, asacarolitico, con actividad proteolitica.
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Pertenece al complejo rojo de acuerdo al modelo de
colonizadores de la placa bacteriana propuesto por
Socransky y Hafajee considerandose como uno de los
principales colonizadores tardios y esta relacionado con el
inicio y progresion de la enfermedad periodontal crénica y
agresiva, aunque también puede ser aislado de pacientes
sanos con mas baja prevalencia. La saliva funciona como un
factor importante para la colonizacion de este
microorganismo ya que la pelicula adquirida de ésta
proporciona puntos de anclaje para las fimbrias lo cual
permite su adhesion a las superficies sélidas de la cavidad

oral.®)
2.2.2.2 Taxonomia:

El género Bacteroides, agrup6 en su primera clasificacion,
un conjunto de bacterias heterogéneas, con caracteristicas
de ser anaerobios obligados, gram negativos, no
esporulados y de forma bacilar, con la aplicacion de nuevas
técnicas de identificacién a base de biologia molecular,
como el ADN-ADN hibridacion, y estudio de sus
caracteristicas bioquimicas, se pudo identificar un grupo
homogéneo de especies a partir de los bacteroides, llamados
ahora Porphyromonas, que en sus inicios estuvo formando
por 3 especies, P. gingivalis P. asaccharolyticus y P.
endodontales. Estas especies presentaban la caracteristica
de ser no fermentadores, utilizar como sustrato el nitrégeno

y obtener su energia a partir de tripticasa y peptona. ¢
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2.2.2.3 Nutricion:

2224

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

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

microambiente anaerobio 7
Factores de virulencia:

Estructuras o moléculas que ayudan al establecimiento y
mantenimiento de las especies bacterianas dentro de los
tejidos del huésped y también pueden funcionar como
ayudantes en el establecimiento de relaciones simbidticas

entre la bacteria y el mismo entre especies bacterianas.

Para que estos factores comiencen a ejercer su accion, las

bacterias primero deben encontrar un nicho ecoldgico
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apropiado o sitio de actividad, establecerse y comenzar a

crecer y multiplicarse.

Las bacterias son capaces de invadir un huésped susceptible
a través de la penetracion de barreras y membranas
celulares para luego asociarse con células como por ejemplo
las epiteliales o los fibroblastos. La adherencia de las
bacterias a los tejidos o a otras especies bacterianas
residentes en el huésped es esencial para la colonizacion y
patogenicidad.

A. Fimbrias:

Son finos y numerosos apéndices que sobresalen de la
membrana celular, cuya funcién principal es la adhesion
a tejidos periodontales, endoteliales, y otros tejidos, ya
que se ha aislado de abscesos de ovario y de pulmon e
incluso se ha encontrado que las fimbrias de P.
gingivalis median la coagregacion con Estreptococos
oralis a través de moléculas, residuos o dominios
especificos.

Las fimbrias mayores inducen en macrofagos y
neutrofilos periféricos humanos la sobreproduccion de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-
alfa, a través de la interaccion con receptores para
PAMPs. Estas citoquinas actiian como intermediarios en
los tejidos periodontales de tal forma que contribuyen
con la formacion de la lesién inflamatoria, la cual puede
conllevar a la activacion de la destruccion del tejido
6seo y de los tejidos periodontales.?®

Por lo tanto las fimbrias, ademas de considerarse como
un factor de virulencia importante en la colonizacion e

invasién de P. gingivalis en tejidos orales, también
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puede colaborar con la respuesta inflamatoria
dependiente de la respuesta inmune al estimular la
secrecion de las citoquinas antes mencionadas.

. Proteinas de membrana externa

Los estudios en los cuales han separado la membrana
externa de la bacteria han permitido diferenciar 20 tipos
de proteinas presentes en la bacteria. Una proteina de 24
kDa fue observada y se encontr6 que actia como un
factor de activacion de fibroblastos y generd resorcion
Osea. Se encontr6 también una proteina de 75 kDa
siempre asociada a la estructura de las fimbrias, su papel
aun no esta claro pero en estudios se observé que actla
como un activador policlonal de células B y productor
de IL- 1 en macrofagos de peritoneo de ratones. Una
proteina 40 kDa se ha estudiado como un importante
receptor de membrana externa para la coagregacion de
Porphyromonas gingivalis con Actinomyces viscosus, la
cual es clave para los procesos iniciales de formacién de
la Biopelicula subgingival.

. Lipopolisacaridos:

El Lipopolisacarido es el principal componente de la
membrana externa de los Gram (-) que facilita su
interaccion con el ambiente externo, y éste tiene un gran
potencial de causar una respuesta inflamatoria en el
tejido periodontal del huésped. El Lipopolisacarido esta
compuesto de tres regiones: una hidrofdbica,
denominada Lipido A, un core o nucleo oligosacarido y
el polisacérido o antigeno O.

P. gingivalis sintetiza 2 Lipopolisacaridos (LPS): O-
LPS (compuesto de unidades repetidas de tetra sacarido
modificado por  fosfoetanolamina) y  A-LPS

28



(polisacérido anionico compuesto por
mannanfosforilado), ésta macromolécula es requerida
para el mantenimiento de la integridad de la bacteria y la
resistencia en suero.

En general el Lipopolisacarido de P. gingivalis induce
respuesta inmune pro-inflamatoria al estimular células
mieloides y linfoides. Sin embargo la heterogeneidad en
su estructura induce respuesta inmune opuesta que
puede conllevar a disregulacién inmunoldgica, lo cual es
una caracteristica de la periodontitis crénica.

. Céapsula:

Descrito por varios investigadores como un factor de
virulencia antifagocitico, compuesto generalmente por
polisacaridos. Se conoce que son varios compuestos de
azlcar que varian en los extendidos que se han
estudiado al microscopio electrénico.

Proteasas de Cisteina: Lisina y arginina gingipainas:
Las gingipainas son proteasas de cisteina que se pueden
clasificar en Lisina - gingipainas (Kgp) o arginina —
gingipainas.

Las gingipainas estan implicadas en la patogénesis de la
periodontitis, pues tienen la capacidad de degradar
proteinas del huésped para ser usadas por la bacteria
para su crecimiento y metabolismo, alterando la
integridad celular y la funcion, actuando directamente
en la destruccion del tejido. Las arginina -gingipainas y
lisina - gingipainas hidrolizan especificamente los
enlaces peptidicos con residuos de arginina y de lisina
respectivamente. Estas enzimas también ayudan a la

adhesion de la bacteria. Son indispensables para la
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expresion de las fimbrias a través del procesamiento de
fimbrilina inmadura.

. Proteasas de inmunoglobulinas: 1gAl, 1gA2, e 1gG
Proteasas.

Estas proteasas tienen la capacidad de degradar IgG e
IgA en pequefios fragmentos, lo cual estimula el
crecimiento de la bacteria in vitro, puesto que inhibe
anticuerpos no especificos y especificos anti P.
gingivalis. Grenier et al, demostraron que una vez unido
el anticuerpo anti P. Gingivalis a la membrana celular,
la bacteria lo hidroliza en pequefios fragmentos. Gracias
a esto Porphyromona Gingivalis podria ser capaz de
reducir la concentracion del anticuerpo Ig G en fluido
gingival del surco, lo cual da como resultado el
crecimiento de este miembro importante de la
microbiota periodontopatica.

. Acidos Grasos de Cadena Corta:

P. gingivalis produce una gran variedad de acidos
grasos de cadena corta que se han encontrado en
concentraciones mili molar en el fluido crevicular y
tiene un profundo efecto en las células del huésped. El
Acido Butirico induce apoptosis de Linfocitos B,
Linfocitos T, keratinocitos y fibroblastos. Este acido
actla generando acetilacion de las histonas y alterando
la expresion genetica en las células del huésped.

Son importantes en la infeccién por P. gingivalis pues
ayudan a la destruccion de tejidos. Los acidos grasos de
cadena corta potencian la accion pro-inflamatoria del
Lipopolisacérido, estimulando la produccion de IL-1ay
TNF-a.
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H. DNA:
El DNA bacteriano estimula las células inmunes por
activacion de TLR-9. A través de ésta via puede
estimular la secrecion de altas cantidades de IL-12 y
puede actuar sinérgicamente con otros factores como el
Lipopolisacarido para estimular otros TLR, e inducir la
secrecion de citoquinas. EI DNA de P. gingivalis
también estimula la secrecion de IL-6 por fibroblastos
humanos activando el factor nuclear Kappa-o. ?%

I. Proteasas de Tripsina:
P. gingivalis, es una bacteria asacarolitica, por no
depender del azucar requiere degradar proteinas del
huésped para obtener energia. Una proteasa semejante a
la tripsina desdobla grandes proteinas en pequefios
péptidos que proveen importantes mecanismos de
crecimiento y multiplicacion dentro del huésped.
Tiene predileccion por hidrolizar proteinas que pose- en
residuos de Arginina terminales ligados a un cromo-
foro, tales como benzoyl-arginina-2-naphthylamida
(BANA) o benzoyl-arginina-p-nitroanilida (BAPNA).
Estas proteasas se encuentran principalmente en la
membrana interna. Las bacterias que tienen proteasas
semejantes a tripsina son P. gingivalis, Treponema
denticola y Tanerella forsythia.

J. Hemolisina:
Cabe destacar también que P. gingivalis requiere
moléculas de hierro como la hemina para su
crecimiento, y tiene gran habilidad para partir proteinas
grandes (la transferrina y la hemoglobina) para proveer

un mecanismo por el cual el P. gingivalis asegura su
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hierro esencial. La Hemolisina es una proteina que capta
el hierro y es capaz de generar lisis de glbulos rojos en
el laboratorio, in vivo genera lisis de estas células en los
confines de la bolsa periodontal, se encontraron 2 tipos
de hemolisinas 48 kDa y 18 kDa. Las vesiculas de
membrana externa inactivan completamente la actividad
bactericida del suero humano, esta inhibicion también
fue observada en el polisacarido, por lo tanto se cree que
es una funcion compartida.

K. Colagenasas:
Las colagenasas se encuentran en la pared celular y son
secretadas al medio extracelular, donde tienen a
capacidad de hidrolizar el colageno generando una
ruptura en la triple hélice. Estas proteasas tienen
actividad contra colageno tipo | y tipo 1V. El gen prt C
ha sido aislado de P. Gingivalis, y codifica para una
proteina con actividad colagenolitica con un peso
molecular de 35 Kda.

L. Hemaglutininas:
Proteinas ubicadas en la membrana externa que inducen
aglutinacion de eritrocitos, debido a que la bacteria
requiere el hemo para utilizarlo para su crecimiento
dentro del huésped. (HA-Ag2).

2.2.2.5 Fisiopatologia

P. gingivalis es considerado un colonizador secundario,
comensal del surco gingival, que llega por contagio o
transmision por individuos infectados, por medio de la
saliva principalmente. Su capacidad de adherirse
principalmente por sus fimbrias tipo Ib, 1l asi como por sus

vesiculas de membrana, hemaglutininas, capsula, le
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permiten dar el primer paso en la colonizacion del surco,
poder adaptarse e invadir las células epiteliales en un
periodo aproximado de 20 minutos, pudiendo replicarse
dentro de ellas y diseminarse a las células de alrededor. Esta
caracteristica de invadir la celula, le da la capacidad de
evadir las defensas del huésped. Asi también su capacidad
de degradar diversas proteinas, componentes del surco
gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar, ademas de
alterar la respuesta innata y especifica del anfitrion. A todo
esto se suma un factor huésped, que ante la presencia de
esta bacteria, activa una diversidad de respuestas que
pueden incrementar el proceso inflamatorio, presente en el
surco, haciendo crénico el proceso de destruccion del
periodonto. %

2.2.3 CONTROL QUIMICO DE LA PLACA DENTAL COMO TERAPIA
COADYUVANTE:

El control de placa bacteriana es el método principal en la prevencion de
las enfermedades periodontales. Cada vez estd mas extendido el
denominado control quimico de la placa de manera complementaria a un
control mecéanico ineficaz. Los farmacos mas utilizados a tal fin son los

antisépticos bucodentales. G0

La limpieza mecanica de los dientes con cepillado dental y pasta dentifrica
se acepta como la forma de higiene bucal méas comun y potencialmente
eficaz. Lamentablemente, es un hecho que una proporcién significativa de
las personas no logre practicar el control de la placa con estandares
suficientemente altos, por lo cual la gingivitis y periodontitis tienen una

prevalencia elevada desde temprana edad.

Un creciente interés en el tratamiento antimicrobiano como adjunto a la

terapia periodontal ha surgido posterior a 1970 debido a la asociacion de
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ciertas especies bacterianas frecuentemente encontradas en procesos

periodontales.

Las sustancias quimicas actian sobre la placa cuantitativa y

cualitativamente por los siguientes medios:

- Evitando la adherencia bacteriana, con agentes antiadhesivos. Las
sustancias antiputrefaccion o los hipocloritos son antiadhesivos, pero
son toxicos en el medio oral, no hay compuestos hoy en dia con estas
caracteristicas.

- Deteniendo o retrasando la proliferacion bacteriana con
antimicrobianos.

- Eliminando la placa establecida con lo que a veces es llamado el
“cepillo dental quimico”.

- Alterando la formacion de la placa. Esto no se ha intentado dado la

incompleta comprension de la etiologia bacteriana de la gingivitis.

Los agentes inhibitorios mas eficaces son aquellos cuya accion persiste en
la boca durante el mayor tiempo posible. La persistencia de la accion o

sustantividad depende de varios factores:

- Retencidn prolongada por adsorcion en las superficies bucales, incluidos

los dientes cubiertos por pelicula.
- Conservacion de la actividad antimicrobiana una vez adsorbidos.

- Neutralizacién minima o lenta de la actividad antimicrobiana en el medio

bucal o lenta desaparicion de las superficies. ¢
2.2.3.1 Compuestos de Amonio cuaternario: Cloruro de Cetilpiridinio:

El cloruro de Cetilpiridinio es el representante de esta clase de
compuestos. Es el ingrediente mas comdn encontrado en los
enjuagues bucales, generalmente en una concentracion de 0,05% vy
ha sido demostrada su efectividad en la eliminacion de un amplio

espectro de bacterias: 35%.
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El cloruro de Cetilpiridinio (CPC) es un compuesto monocationico.
El CPC es un compuesto cuaternario del nitrégeno cloruro de 1-
hexa-decilpiridinio con actividad antimicrobiana frente a muchos
microorganismos, incluidos virus. Sus propiedades fisicas y
quimicas estdn bien descritas (United States Pharmacopeial
Convention, Inc., 1995)
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IMAGEN N°2: Composicion Quimica del Cloruro
de Cetilpiridinio

Esta clasificado como un agente cationico y contiene un radical
cetil substituido por un 4&tomo de hidrogeno en posicion 1. El acido
clorhidrico forma una sal clorada. El radical cetilo proporciona una
zona lipofilica a la molécula, contribuyendo al balance
hidrofilico/lipofilico que es necesario para su actividad
antimicrobiana. La actividad antimicrobiana depende de la posicion
de la carga molecular respecto de las bacterias que tienen una carga
negativa. Esta colocacion permite a la porcion hidrofilica del CPC
interactuar con la membrana de la célula, resultando en una pérdida
de componentes celulares, una disrupcion del metabolismo celular,
una inhibicion del crecimiento celular, y muerte de la celula
(Scheie, 1989; Merianos, 1991; Smith y col., 1991). Debido a que
la region hidrofilica cargada positivamente es critica en su
actividad antimicrobiana, cualquier formulacion que disminuye la
actividad del grupo cationico o que compromete a este grupo puede

inactivar el producto. Asi, es esencial establecer qué productos con
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CPC son suficientemente activos biologicamente para justificar su
efecto inhibidor de la placa. ¢?

A. Estudios microbioldgicos y clinicos:

El cloruro de Cetilpiridinio tiene la capacidad de interactuar
con la membrana celular bacteriana y afectar su permeabilidad
con la subsiguiente pérdida de los constituyentes celulares.
Tiene actividad bactericida sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas y no parece producir alteraciones significativas
en la microbiota bucal, principalmente las que se relacionan

con el crecimiento de especies oportunistas como Candida Sp.
B. Efectividad y sustantividad:

Se absorbe en la boca por un tiempo mayor que la
Clorhexidina. El Cloruro de Cetilpiridinio posee una
sustantividad de alrededor de tres horas ya que pierde
actividad una vez absorbido o por su rapida desorcién. Estos
menores efectos pueden deberse a su menor retencion una vez
absorbido y a su neutralizacion en el medio bucal. Diversos
estudios han mostrado su efectividad anti placa.

ElI CPC se usa en una amplia gama de colutorios bucales
antisépticos, habitualmente, en una concentracion de 0,05%.
En el pH bucal, estos antisépticos son monocationicos, se
absorben rapidamente y cuantitativamente, en mayor medida
que la Clorhexidina a las superficies bucales. Pero la
sustantividad del CPC es de unas 3 horas, debido a su pérdida
de actividad una vez absorbido 0 a su rapida eliminacion.

Los enjuagues bucales con cloruro de Cetilpiridinio se utilizan
en Estados Unidos desde 1940, lo que es significativo con

respecto a la seguridad del ingrediente.
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C. Ventajas y desventajas:

» Ventaja: efecto anti placa
= Desventajas: menor sustantividad que la Clorhexidina,
tinciones, sensacion de quemazon, descamaciones.®®
2.2.3.2 Clorhexidina:

Es el representante mas caracteristico de las biguanidas. Constituye
uno de los tres antisépticos quirdrgicos mas importantes y es el
antiséptico bucal que méas se usa. Esto es debido en particular a su
eficacia y amplio espectro de actividad.
La Clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 por Imperial
Chemical Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio
contra la malaria, aunque nunca fue utilizada con este fin. En ese
momento los investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo
de compuestos denominados polibiguanidas que demostraron tener
un amplio espectro antibacteriano y salio al mercado en 1954 como
antiséptico para las heridas de la piel. Posteriormente comenzé a
utilizarse en medicina y cirugia tanto para el paciente como para el
cirujano. En odontologia empez6 a utilizarse para desinfeccion de
la boca y en endodoncia. El estudio definitivo que introdujo la
Clorhexidina en el mundo de la periodoncia, fue el realizado por
Loe y Schiott en 1970 donde se demostr6 que un enjuague de 60
segundos dos veces al dia con una solucién de gluconato de
clorhexidina al 0.2% en ausencia de cepillado normal, inhibia la

formacion de placa y el desarrollo de gingivitis. ¢4
A. Estructura quimica:

La Clorhexidina es una molécula bicationica simétrica, es un
dimero proguanil por lo que decimos que es una biguanida, la
cual estda conectada por una cadena central hexametileno. En

cada extremo se enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4
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clorofenil), resultando su nombre completo:

paraclorofenilbiguanida.

NH NH
| |
C NH. C NH. C. NH. (CH.), NH. C. NH. C. NH al
I o

NH NH

1: 1,6-di (4-clorofenildiguanida) hexano

IMAGEN N°3: Composicion quimica de la Clorhexidina

Este compuesto es una base fuerte dicationica a Ph superior a
3.5 con dos cargas positivas en cada extremo del puente
hexametileno. Es esta naturaleza dicationica la que lo hace
extremadamente interactiva con los aniones, lo que es
relevante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios
colaterales y su dificultad para formularla en productos.
Aungue es una base, la Clorhexidina se mantiene mas estable
en su forma de sal y la preparaciéon mas comdn es la sal de

digluconato por su alta solubilidad en agua.

Mecanismo de accion:

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

citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto bactericida).

En boca se adsorbe rapidamente a las superficies de contacto,
incluidos los dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales
y a la hidroxiapatita. Los depdsitos de Clorhexidina se forman

por la interaccion reversible de la molécula de Clorhexidina
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con grupos fosfato, sulfato y carboxilo de los tejidos blandos y
duros.

La Clorhexidina absorbida se libera gradualmente en 8-12
horas en su forma activa. Después de 24 horas ain pueden
recuperarse concentraciones bajas de Clorhexidina, lo que
evita la colonizacion bacteriana durante ese tiempo .Su pH
Optimo es se encuentra entre 5.5 y 7.0. En funcion del pH
ejerce su accion frente a diferentes bacterias. Con un pH entre
5.0y 8.0, es activa frente a bacterias Gram+ y Gram- .

Los estreptococos orales transportan azlcares a traves del
sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa. La Clorhexidina
incluso en baja concentracion, inhibe este sistema. Esto podria
explicar el hecho de que a bajas concentraciones, Clorhexidina
puede reducir la produccion de &cido a partir de glucosa por

estreptococos orales sin afectar su viabilidad.

El efecto anti placa se produce a través de cuatro mecanismos:

= La Clorhexidina blogquea los grupos acidos de libres de
las glicoproteinas salivales (mucinas), las cuales forman
la pelicula adquirida que permitira la formacion de la
placa bacteriana, siendo ésta su primera capa, no
permitiendo la formacion de la misma.

= La carga ionica positiva de la Clorhexidina atrae a la
superficie microbiana de carga negativa, a lo que
contribuye el pH del medio, el cual es neutro o basico,
permitiendo que los microorganismos se unan a las
moléculas de Clorhexidina y no se adhieran a la pelicula
adquirida. La Clorhexidina actta sobre la membrana de
los microorganismos produciendo cambios
electroforéticos que actuan sobre las bacterias

produciendo precipitacién de iones potasio y fosfato. A
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mayor concentracion de Clorhexidina se produce una
precipitacion plasmatica de los microorganismos,
produciéndoles la muerte, lo que le confiere efecto
bactericida.

» La Clorhexidina también destruye la placa formada al
competir con el ion calcio, factor coadyuvante de la
formacion y crecimiento de la placa bacteriana que
acta como una molécula de enlace que permite a las
bacterias fijarse a la pelicula adquirida sin
impedimentos. Cuando Clorhexidina se une al i6n
calcio, impide la unién del mismo a las bacterias.

= A altas concentraciones la Clorhexidina produce tras
unirse a la pared bacteriana, cambios electroforéticos
que producen una precipitacion citoplasmatica que
conlleva la muerte celular. G

C. Estudios microbiolégicos y clinicos.
Los estudios parecen indicar que la accion inhibitoria es
Unicamente debida a la Clorhexidina unida a la superficie de los
dientes. Es posible que la molécula se adhiera a la superficie
por un catién, dejando los otros libres para interactuar con las
bacterias que intentan colonizar la superficie del diente. Esto
explicaria por qué las pastas con una base de sustancias
anionicas como el lauril sulfato sodico reducen la inhibicion de
la placa por la clorhexidina si se usan poco después de los
colutorios. 3)0)

D. Efectividad y sustantividad:
La Clorhexidina adsorbida se libera gradualmente en 8-12 horas
en su forma activa. Después de 24 horas aun pueden
recuperarse concentraciones bajas de Clorhexidina, lo que evita
la colonizacion bacteriana durante ese tiempo. Su pH 6ptimo se
encuentra entre 5,5 y 7. En funcion del pH ejerce su accion
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frente a diferentes bacterias. Con un pH entre 5,0 y 8,0 es activa
frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. El
desarrollo de resistencias es muy escaso. También reduce los
microorganismos aerobios y anaerobios de la placa en un 54-97
% en un periodo de seis meses. ¢"
E. Ventajas y Desventajas:

= Accion bactericida rapida.

= Actividad residual duradera, entre 6 y 8 horas.

= Reduccidn répida del numero de bacterias de la piel.

= Efecto antiséptico prolongado.

=  Amplio espectro de actividad.

=  Activa en presencia de materia organica.

» Ayuda a prevenir la contaminacion cruzada.
Su efecto adverso més comun es la pigmentacion marron de
los dientes, de algunos materiales de restauracion y de las
mucosas, sobre todo del dorso de la lengua. La causa por la
que la Clorhexidina produce tincion no es del todo clara,
existiendo distintas teorias al respecto. Lo que si parece claro
es que se produce una interaccion entre la molécula que por un
grupo cationico estd unida a la superficie del diente y por el
otro grupo en vez de unirse a bacterias, se une a sustancias
dietéticas ricas en taninos, produciéndose una pigmentacion;
asi productos como el té, el vino tinto o el café potencian la
pigmentacion.
Se han descrito efectos adversos raros tales como dermatitis
de contacto o de irritacion de piel y mucosas, disgeusia,
fotosensibilidad, urticaria, reacciones anafilacticas,

ototoxocidad. 8
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F. Toxicidad
La seguridad de la Clorhexidina ha sido ampliamente
documentada en la literatura (Clark 1991, Hennessey 1973,
Greenstein 1982, Schiott 1970, Fardal 1986 y Loée 1976).
Kenney en 1972 informa que una exposicion de dos minutos a
clorhexidina al 0.2%, puede producir alteracion de la membrana
celular en algunos polimorfonucleares.
Se han descrito también lesiones descamativas en la mucosa
alveolar después de enjuagues con Clorhexidina al 0.2%(Flotra
1971). La descamacion de células epiteliales puede suceder con
alta concentracién mas frecuentemente que con baja.
La poca absorcion de Clorhexidina es un factor en su baja
toxicidad. Los experimentos con buches de Clorhexidina
radiomarcada, indican que la penetracion mucosa y gingival fue
minima y que la absorcion gastrointestinal fue pequefa. El 90%
del farmaco retenido fue excretado en las heces y el resto se
elimind en orina.
No obstante, se han descrito casos de reacciones adversas, tales
como ototoxicidad tras efectuar irrigaciones en oido medio en
cerdos de Guinea. Okano y cols en 1989 describen seis casos de
pacientes en tratamiento con Clorhexidina que desarrollan
serias reacciones de hipersensibilidad de tipo I, entre cuyos
signos aparecieron urticaria, disnea, eritema local, fatiga,
prurito y cianosis.
El digluconato de Clorhexidina fue confirmado como agente
causal via intradérmica en scratch y test epicutaneos. Sin
embargo, los autores no mencionan la incidencia de aparicion
de estas reacciones. La recomendacion referida es la de usar
Clorhexidina a la menor concentracion bactericida posible.
Cincuenta casos de reacciones adversas a digluconato de

Clorhexidina fueron referidas al monitor de reacciones adversas
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a medicamentos en Tokio desde marzo de 1967 a marzo de
1984. Los sintomas y signos en estos casos incluian
hipotensién(22 casos), eritema(19 casos), disnea(13casos),
urticaria(11 casos), prurito(9 casos), shock(9 casos), erupciones
faciales(7casos), pitiriasis(5 casos), temblores (4 casos),
cianosis(4 casos) y convulsiones un caso. Ningin caso de
muerte fue registrado. Tampoco se confirman alergias en test
cutaneos.
La frecuencia de estas reacciones no viene reflejada respecto al
nimero de pacientes. La seguridad de la Clorhexidina en
odontologia, ha sido estudiada desde varias perspectivas.
Greenstein y cols concluyen en 1986 que aplicaciones diarias
de Clorhexidina durante més de dos afios no produjo
alteraciones en los niveles de hemoglobina, recuento de células
rojas, analisis de orina, funcion renal, hallazgos clinicos ni
actividad enzimatica en los sujetos de estudio.
Johanson y cols en 1975 desarrollan un estudio durante dos
afios utilizando un dentifrico de Clorhexidina con dos
aplicaciones diarias, sin presentarse efectos sistémicos
observables ni cambios clinicos de la mucosa oral. %
. Medios de presentacion y formas comerciales.
La eficacia de Clorhexidina depende de su forma de
presentacion. Asi encontramos colutorios, geles, barnices,
dentifricos, irrigadores, etc.
- Colutorios
El método mas utilizado es sin duda en colutorio para la
mayoria de situaciones en las que estaria indicado el uso de
la Clorhexidina como coadyuvante de la higiene oral.
Su forma de presentacion mas comudn es en solucién al
0.12% para enjuagues de 15 ml durante 30 segundos y al
0.2% para enjuagues de 10 ml.
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El colutorio presenta la ventaja de una cdmoda aplicacion
frente al gel, sobretodo en el paciente pediatrico, reservando
el gel para nifios discapacitados como recomienda Lopez y
cols en 1997 tras un estudio clinico abierto en el control de
la inflamacion gingival comparando el gel frente al
colutorio.

Dentifricos

Desde hace unos afios se ha incluido la Clorhexidina en
dentifricos, lo que ha supuesto vencer el reto de la dificil
formulacién de Clorhexidina por su interaccion con los
surfactantes anionicos y/ o sistemas abrasivos contenidos en
muchos dentifricos fluorados (Yiuv 1993, Zampatti 1994,
Yates y Jenkins 1993). Dado el gran numero de
presentaciones comerciales de Clorhexidina, la posible
relaciéon de la efectividad con la concentracion, productos
asociados, formulacion galénica concreta, y coincidiendo
con Béascones y cols (1994), las casas comerciales deben
aportar al profesional ensayos clinicos controlados sobre las
diferentes presentaciones y no s6lo sobre el principio activo.
Geles

En el estudio de Lépez y cols. en 1997 comparan un gel y
un colutorio de Clorhexidina tanto en el control de
inflamacion gingival como en la presentacion de efectos
secundarios por la utilizacion de los mismos. Se concluye
que ambas presentaciones son efectivas en el control de
inflamacion gingival, aunque el gel es més efectivo en la
reduccion del indice gingival, siendo esto mas significativo
en los siete primeros dias. Acerca del grado de confort y
tolerabilidad, el grupo gel se mostré significativamente
mayor que el grupo colutorio, por lo que a falta de otros

estudios, se concluye que la obtencion de mejores
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resultados por gel, se deben a una mejor adherencia al
diente y a la mucosa.

Lo anteriormente expuesto, justificaria su uso no sélo en el
control de enfermedad periodontal sino también como
antiséptico de accion localizada.

Barnices

El barniz de Clorhexidina presenta una eficacia probada en
la reduccion de microorganismos como es el caso de los S.
Mutans, ademas aplicando la Clorhexidina en barnices,
reducimos efectos secundarios tales como alteraciones del
gusto y el inherente sabor amargo de Clorhexidina, asi
como la ausencia de lesiones mucosas al cefiirse la
aplicacion a la superficie dentaria disminuyendo el contacto

con superficies mucosas.

Segun Pienihikkinen 'y cols (1995) el barniz de
Clorhexidina es igual a tres aplicaciones de Clorhexidina en
forma de gel. El inconveniente es que la aplicacion del
barniz debe ser llevada a cabo por el profesional lo que

incrementa el nimero de visitas.
Aerosoles

Es el vehiculo de eleccién en pacientes discapacitados,
fisicos y psiquicos por la comodidad de aplicacion por parte
de familiares o cuidadores, ya que la utilizacién de
colutorios en esta poblacion, presenta el riesgo de ingesta el
principio activo que pese a no ejercer efectos secundarios
irreversibles, no deja de ser un riesgo potencial. Si la
aplicacién a esta poblacion la realiza el profesional, el

medio de eleccion es el barniz de Clorhexidina.
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- Chicles con Clorhexidina.

Estudios recientes han demostrado su eficacia consiguiendo
una reduccion significativamente mayor de los indices de
placa y gingivitis que los chicles placebo y similares
resultados a dos enjuagues diarios con clorhexidina. A
demas los chicles presentan la ventaja de producir menor

tincion en dientes y superficies orales.
- Irrigaciones.

Con irrigaciones pulsatiles al 0.06% sélo se obtienen
resultados transitorios con la ventaja de ser agradable para
el paciente. Ya se comprobd que la irrigacién del surco con
agua reducia el namero de microorganismos. La adicion de
agentes antimicrobianos consigue mayor disminucion del

ndmero de los mismos.
H. Concentraciones:

La Clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al
0,12% y al 0,2%, se recomienda realizar un buche con 10ml de
producto a una concentracion del 0,2% y de 15ml al 0,12%,
esto es debido a la dosis total de Clorhexidina ya que 10ml al
0,2 % libera 20mg y 15ml al 0,12% libera 18mg, observandose
que los resultados con ambas formulaciones son igual de

efectivos.

Segun el estudio de Steenberghe y cols (2001) se consigue con
una combinacion de clorhexidina al 0,12% sin alcohol a la que
se aflade Cetilpiridinio al 0,05% (nueva formulacion de Perio
Aid), resultando igual de efectiva en el control de la formacion
de nueva placa que Clorhexidina con alcohol al 0,12% (Perio

Aid) y que Clorhexidina con alcohol al 0,2%.
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Conclusiones similares reflejan el estudio de Borrajo y cols
(2002) en el que comparan dos formulaciones de Clorhexidina,
una en medio alcoholico con digluconato de Clorhexidina al
0.12%, con fluoruro sédico al 0.05% y etanol al 11%, frente a
una formulacion idéntica sin alcohol. Los resultados indican la
misma efectividad para ambas formulaciones en control de

placa y reduccion de la inflamacion gingival.

Por otra parte, Segreto y cols. (1986) compararon la eficacia y
tolerancia de Clorhexidina gluconato de 0,2% y 0,12% frente a
placebo en un estudio a tres meses. Ambas formulaciones se
utilizaron dos veces al dia, durante 30 segundos y en volumen
de 15 ml. La dosis diaria de Clorhexidina fue, pues, de 60mg.
(0,2 % de Clorhexidina gluconato, dos veces al dia) y 36 mg,

(0,12 de Clorhexidina gluconato, dos veces al dia).

Yévenes y cols (2002),segun un estudio realizado en la facultad
de odontologia de Chile, al comparar concentraciones de
clorhexidina de 0,1% frente a 0,12% concluyen que la
clorhexidina al 0,1% es capaz de tener actividad anti placa y
antimicrobiana cuando es usada en colutorios, no siendo
necesarias concentraciones mas elevadas, lo que disminuye el

riesgo de aparicion de efectos adversos. 9
2.2.4 FITOTERAPIA:

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacién de los productos de
origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar
0 para curar un estado patolégico.

Las plantas han sido utilizadas desde épocas primitivas en el tratamiento
de enfermedades. La mayoria de éstas presentan efectos fisioldgicos

maultiples debido a la presencia de mas de un principio activo.“?
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2.2.4.1 Plantas medicinales:

Nuestro pais estd considerado entre los 12 paises de mayor
diversidad biologica de la Tierra, conocidos como paises
megadiversos, tanto por el nimero de especies y recursos genéticos
como por la variedad de ecosistemas. El uso de las plantas es de
gran importancia en la medicina tradicional. EI conocimiento
cientifico de ciertas especies es desconocido y es necesario que
aprendamos a investigar los recursos naturales, pero con los
métodos y requerimientos técnicos que la ciencia actual exigen.
Este conocimiento permitira determinar los principios activos de
las plantas medicinales y estudiar su actividad en el organismo para
después aislarlos, obtenerlos y avalar los usos que la medicina

popular le atribuye a diversas especies vegetales.

En nuestro medio, algunas plantas medicinales en el area de la
salud dental estdn siendo utilizadas de diversas formulaciones
farmacéuticas, asi tenemos: los enjuagues bucales, colutorios,
soluciones topicas, pasta dental, entre otros. Los beneficios que
ofrecen a la poblacion son mejores tanto en el aspecto terapéutico

como econémico. “?
2.2.4.2 Aceites esenciales
A. definicion:

Son llamados asi los constituyentes odoriferos o “esencias” de
una planta. El término aceite, probablemente, se origina del
hecho que el aroma de una planta existe en las glandulas o
entre las células en forma liquida, el cual, al igual que los
aceites grasos son inmiscibles con el agua. La palabra esencial
fue derivada del latin “quinta essentia” que significaba el

quinto elemento, asignado a estos aceites, ya que la tierra, el
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fuego, el viento y el agua, fueron considerados los cuatro

primeros elementos.“®

Los aceites esenciales son extraidos de las plantas aromaticas:
son aquellas que tienen un contenido sobresaliente en aceites
esenciales y representan una amplia variedad de especies.
Como grupo son especies valoradas por sus aromas y sabores
caracteristicos asi como por sus propiedades medicinales. De
los millones de plantas existentes en nuestro planeta, se
conocen alrededor de 20000 plantas aromaéticas y de éstas unos

4000 aceites esenciales distintos.

Los aceites esenciales son compuestos vegetales que debido a
su consistencia son muy volatiles y de olor intenso. Se
incluyen dentro de este grupo solamente aquellas especies de
plantas medicinales que las contienen en concentraciones

elevadas, entre 0,1 y 10 %.

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias
quimicas biosintetizadas por las plantas, que dan el aroma
caracteristico a algunas flores, arboles, semillas y a ciertos
extractos de origen animal (almizcle, civeta, ambar gris). Se
trata de productos quimicos intensamente aromaticos, no
grasos (por lo que no se enrancian), volatiles (se evaporan
rapidamente) y livianos (poco densos). Son insolubles en agua,
levemente solubles en vinagre, y solubles en alcohol, grasas,

ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire. ¢4

Generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100
componentes (metabolitos secundarios) que pueden ser:
Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos,
Alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y  acidos),

Monoterpenos, Sesquiterpenos y Fenilpropanos. Estos
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metabolitos secundarios cubren un amplio espectro de efectos
farmacol6gicos mostrando diversas propiedades biologicas,
como propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, y
anticancerigenos (Garcia et al., 2010). Otras actividades
biol6gicas también se reportan como biocidas en contra de una
amplia gama de microorganismos como bacterias, hongos,

virus, protozoarios insectos y plantas.

Los aceites esenciales se ubican en las diferentes partes de la
planta, tales como raices, tallos, hojas, flores y frutos, cascara
de frutos, encontrandose confinado en un tejido de la planta al
cual se le denomina micela. Se encuentran también en
diferentes 6rganos celulares cuya composicion puede variar a

pesar de extraer el aceite de la misma planta.“®

B. Propiedades:

Color: Casi todos los aceites esenciales son incoloros en
estado puro y frescos; ante la exposicion al aire

adquieren diversos colores.

- Olor: El olor de los aceites volatiles es muy variable es
su propiedad mas caracteristica. EI olor de un aceite es

muy sensible ante la exposicion al aire.

- Sabor: Son tan variables como sus olores. Algunos tan
dulces, otros tienen sabores suaves, picantes, acidos,

causticos o ardientes.

- Densidad: La densidad de los aceites esenciales varia
(entre 0.842 y 1.172 g/ml); casi todos son mas livianos

que el agua.

- Deterioro: La exposicion a la luz y al aire deteriora la
calidad y destruyen la fragancia de los aceites esenciales.
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Se deben conservar en botellas de color &mbar bien
llenas, tapadas y colocadas en lugar fresco.

- Solubilidad: Son solubles a solventes organicos como
alcohol, el éter, el cloroformo, el benceno y muchos

otros.(“®)
C. localizacion y distribucion

El aceite esencial se encuentra almacenado en glandulas
aceitosas, venas, sacos de aceite, o cabellos glandulares de
diferentes partes en la plantas.

Tras su produccion, los aceites se almacenan en distintos
organos de la planta. Asi, en la raiz y rizomas encontramos
el aceite de circuma y jengibre: del fruto se obtiene el
aceite de anis, hinojo y enebro y de la semilla la mostaza.
Los aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla
compleja de varios compuestos de aromas volatiles
pertenecientes a diferentes clases de la quimica orgéanica:
hidrocarburos  (compuestos  terpenicos), alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres, éteres y fenoles. Obteniéndose
de la canela (cinamaldehido), clavo (eugenol), orégano

(carvacrol), eucalipto (cineol) y tomillo (timol) entre otros.
47).

D. composicion quimica de los aceites esenciales

Los constituyentes de los aceites esenciales principalmente
son terpenoides. Los compuestos terpenicos proceden de la
condensacion del isopropeno y pueden o no tener oxigeno.
Los que carecen de oxigeno son hidrocarburos:
monoterpenos y sesquiterpenos. Que pueden ser aromaticos
y alifaticos. Esta estimado que hay méas de 1000 estructuras
de monoterpenos y 3000 sesquiterpenos. Compuestos
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oxigenados derivados de estos hidrocarburos son terpenos
funcionarizados con funcion alcohol, fenol, aldehido,
cetona, éter o peroxido. Otros componentes pocos
frecuentes en los aceites esenciales: compuestos alifaticos y
aromaticos no terpenoides, como fenilpropanoides,

compuestos nitrogenados y azufrados.“®

La volatilidad y el marcado olor de los aceites esenciales,
constituyen los elementos de la comunicacion quimica en la
polinizacion y en la dispersion de las diasporas. A menudo,
constituyen un medio de defensa frente a depredadores
(microorganismos, hongos, insectos, herbivoros); estas
acciones se facilitan por la localizacion periférica de los
efectos secretores.

Los monoterpenos y Sesquiterpenos de 10 y 15 atomos de
carbonos derivados de geranilpirofosfato (GPP) vy
farnesilpirofosfato (FPP) respectivamente. De acuerdo con
su estructura se les clasifica segun el numero de ciclos como

aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc.“*9
- Monoterpenos

Los terpenos de funcion aldehidos se hallan distribuidos
ampliamente en las plantas especialmente valiosas por sus
propiedades aromaticas y considerandose un indice de
calidad en el valor de los aceites esenciales, muchos de los
monoterpenos experimentan cierre de anillo produciendo
acidos ciclicos insaturados. Los principales monoterpenos

responsables del aroma son alcoholes y aldehidos.
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- Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos tienen propiedades débiles y son
menos volatiles, tienen una densidad aproximada de 0.9

g/ml, su viscosidad es mayor que la de los monoterpenos.
- Serie aroméatica: Fenilpropanos

Los fenilpropanos son sustancias naturales ampliamente
distribuidas en los vegetales caracterizados por un anillo
aromatico unido a una cadena de 3 carbonos y derivados

biosintéticamente del 4cido shikimico. 9
E. extraccion de los aceites esenciales
- Expresion del pericarpio:

Una bandeja con pinchos, en cuya parte inferior hay un canal
para recoger el aceite esencial. Se emplea para citricos sobre
todo.

- Disolucién en grasa (enfleurage):

Los aceites son solubles en grasas y alcoholes de alto %. Sobre
una capa de vidrio se coloca una fina pelicula de grasa y sobre
ella los pétalos de flores extendidas. La esencia pasa a la grasa,
asi hasta saturacion de la grasa. Posteriormente con alcohol de
70°, se extrae el aceite esencial. Se emplea para flores con bajo
contenido en esencias pero muy preciadas (azahar, rosa,

violeta, jazmin).
- Extraccion con disolventes organicos:

Que penetran en la materia vegetal y disuelven las sustancias,
que son evaporadas y concentradas a baja temperatura.
Después, se elimina el disolvente, obteniendo la fraccion

deseada. La seleccion del disolvente pretende que sea capaz de
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disolver rapidamente todos los principios y la menor cantidad
de materia inerte, que tenga un punto de ebullicion bajo y
uniforme que permita eliminarlo. rapidamente, pero evitando
pérdidas por evaporacion, quimicamente inerte, para no
reaccionar con los componentes de los aceites, no inflamable y
barato. Este disolvente ideal no existe, y los mas empleados
son el éter de petroleo, con punto de ebullicion de 30 a 70 °C,
que se evapora facilmente y es inflamable, benceno, que
disuelve también ceras y pigmentos, y alcohol, que es soluble
en agua. Se emplea cuando hay componentes de peso

molecular elevado que no son lo suficientemente volatiles.
Extraccion con gases en condiciones supercriticas:

Se emplean gases, principalmente CO2, a presion y
temperatura superiores a su punto critico. En esas condiciones
se obtienen buenos rendimientos y se evitan alteraciones de los
componentes de la esencia. La infraestructura necesaria es
cara, pero tiene sus ventajas, como la facil y rapida eliminacién
del gas extractor por descompresion, la ausencia de residuos de

disolventes y que los gases no resultan caros.®?
Destilacion por arrastre de vapor

Las plantas se colocan sobre un fondo perforado o criba
ubicado a cierta distancia del fondo de un tanque llamado
alambique. La parte mas baja de esta contiene agua hasta una
altura algo menor que el nivel de la criba. El calentamiento se
produce con vapor saturado que se provee de una fuente de
calor que compone el equipo, fluye mojado y a presién baja,
penetrando a través del material vegetal. Los componentes se

volatilizan, y condensan en un refrigerante, siendo recogidos
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en un vaso florentino, donde se separa el agua del aceite por
diferencia de densidad. ©?

F. Usos de los aceites esenciales

La diversidad de componentes terpenoides dotados de
actividad antimicrobiana que forma parte de los aceites
esenciales contribuye a que se muestren activos frente a
bacterias patdgenas variadas e incluso frente a distintos hongos
responsables de la apariciobn de micosis, presentando en
conjunto un amplio espectro de actuacion. Se ha sugerido la
posibilidad de que los aceites esenciales inhiban con mas
facilidad a los microorganismos Gram positivos que a los

Gram negativos.

Los aceites esenciales destacan debido a sus propiedades
antimicrobianas, que determinan su empleo al exterior en el
tratamiento de llagas, ulceraciones, abscesos, infecciones, etc.
Entre los aceites esenciales mas utilizados con esta finalidad se
encuentran el "tomillo”, '"laurel", "lavanda", "romero".
Especialmente merece mencionar la esencia de clavo de olor, y
del orégano. Los aceites esenciales también son ampliamente
usados, en el tratamiento de procesos infecciosos respiratorios
y urinarios. Ello se debe a que un nimero elevado de aceites
esenciales, cualquiera sea su via de administracion (oral, rectal,

cutanea) es eliminado por via pulmonar, asi como renal. %)

Los aceites esenciales se utilizan por via interna con fines
terapéuticos: actian sobre afecciones virales, destruyen los
microbios, los hongos, las toxinas infecciosas; y, por via
externa para un tratamiento de belleza integral (cara, cuerpo,
cabello). Pasan muy facilmente a través de la piel, atraviesan

las diferentes capas para reunir el flujo sanguineo, en unos
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veinte minutos aproximadamente, y acttan en profundidad en
el organismo. Penetran también por la via respiratoria: inhalar

su perfume proporciona un bienestar profundo.

Su potencia es tal que no se utilizan puros sobre la piel,
algunos pueden provocar quemaduras. Ricos en vitaminas y en
acidos grasos insaturados, hidratan y nutren la piel en
profundidad, y permiten la penetracion de los activos benéficos

de los aceites esenciales en la epidermis y la dermis.

Industria alimentaria: Se emplean para condimentar carnes
preparadas, embutidos, etc. También son utilizados en la
preparacion de alcoholicas y no alcohdlicas especialmente
refrescos.

Desodorantes industriales: Para disminuir el olor
desagradable de algunos productos industriales como el caucho,
los plasticos y las pinturas. En papeleria para impregnar
fragancias a cuadernos, tarjetas, papel higiénicos, toallas
faciales.

Industria de cosméticos: En la produccion de cosméticos,
colonias, jabones, perfumes y maquillaje.

Industria Tabacalera: Demanda mentol para los cigarrillos

mentolados.

Industria Farmacéutica: Se usan en cremas dentales,
inhalantes para descongestionar las vias respiratorias. Son
utilizados en neutralizantes de sabor desagradable de muchos

medicamentos. ¢4
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2.2.4.3 Descripcion del Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela):
A. descripcion:

Cinnamomum zeylanicum Breyn “Canela” pertenece a la
familia Lauraceae es un pequefio arbol que alcanza entre 3 y
10 m. de altura; su tronco suele llegar a los 50cm de diametro.
Sus ramas no son redondas, Sino que presentan cuatro aristas
romas, s6lo erectas en su parte superior; estan recubiertas por
dos cortezas: una de color blanco amarillento y otra mas
esponjosa e intensamente aromatica. Sus hojas, de colores
verde amarillento, brillantes, ovaladas u oblongas, miden 15 a
20 cm de largo; presentan punta algo coriacea y una fina
reticula por el envés, sobre todo cuando son jovenes. Las
flores son terminales, blancas o purpdreas, pequefias y
sedosas. Las hojas también presentan aroma y sabor tipicos de
la canela, mientras que el olor de sus flores resulta
desagradable. El fruto es una baya de tamafio de un guisante,
de color azul o negro y sabor picante cuando esta verde; en su

interior contiene usualmente dos semillas.
B. Habitat:

Esta planta es originaria de Ceilan y suroeste de la India.
Estd presente en climas calidos, semicélidos, semisecos y
templados, entre los 100 y 200 msnm. Cultivado en huertos
familiares, solares o presente en terrenos de cultivo
abandonados, asociada a vegetacion secundaria derivada de
bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio,
subperennifolio y perenifolio, ademas del bosque meséfilo

de montafia y bosque de pino.®®
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Taxonomia.

Reino: Vegetal

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dicotiledoneae

Orden: Laurales

Suborden: Magnoliineae

Familia: Lauraceae

Género: Cinnamomum

Especie: Cinnamomum zeylanicum Breyn

Nombre Popular: Canela de Ceilén, cinamomo. Canyella,
Kanelondo, Caneleiro, Canelle, Zimt, Cinnamon, Cannella.
(56)

Composicion quimica

Los principales componentes del aceite esencial (0,5-2%) de
la corteza son: Aldehido cinamico (50-80%), Eugenol (9-
10%), safrol (0-11%), linalol (10-15%), contiene otros
fenilpropanoides (aldehido hidroxicindmico, aldehido o-
metoxicinamico, alcohol cindmico y su acetato) y terpenos
(limoneno y a-terpineol).

Mientras que en las hojas el eugenol estd presente en un
80%.67)

Propiedades medicinales

Segun la medicina tradicional Cinnamomum zeylanicum
“canela” es usado como estimulante, aromatico, aperitivo,
astringente, carminativo, digestivo, para ayudar a la
secrecion de jugo gastrico, en el tratamiento de nauseas,
vomito, reumatismo, gripe, hipertension y malestares
femeninos. También se le atribuyen propiedades
afrodisiacas y accion contra las hemorragias, antirreumatica,

antiseptica, antidiarreica.
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Asimismo propiedades como espasmolitico, antibacteriano,
antihelmintico, dispepsia, flatulencia, anorexia, cdlico
intestinal, fungicida, antioxidante, anti ulcerogénico,
inflamaciones de la boca y la faringe, diarreas infantiles,
influenza, debilidad, convalecencia y externamente para

tratar heridas.®

Las inhalaciones del vapor de agua hirviendo con 5 gotas de
aceite de canela se utilizan para combatir la tos y la
irritacion respiratoria. La dilucion de 10 ml de aceite de
canela en 25 ml de aceite de almendras o de girasol aplicada
en forma de masaje se emplea contra célico abdominal y
diarrea. Las compresas con decoccion o tintura de canela se

usan para aliviar los dolores artriticos y reumaticos. ¢
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CAPITULO IIlI:

HIPOTESIS, VARIABLES Y
DEFINICIONES OPERACIONALES
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3.1

3.2

Hipotesis:

Hi: El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) posee
mayor accion antibacteriana que el cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% y
la Clorhexidina al 0.12% frente a  Porphyromonas gingivalis ATCC
33277.

Operacionalizacion de las variables:

- Variables independientes:
Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05%
Clorhexidina 0.12%

-Variable dependiente:

Bacteria periodontopatégena Porphyromonas gingivalis ATCC
33277
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Cinnamomum

zeylanicum(canela)

(Segun las pautas
de Duraffourd)

de 9 mm a 14 mm

Muy Sensible (++):

15 mma 19 mm

Sumamente sensible

(+++): 220 mm

VARIABLES INDICADOR CATEGORIA ESCALA
INDEPENDIENTES
Diametro del Cuantitativa
halo de Medida en mm nominal
Actividad inhibicion
antibacteriana del Didmetro de halo | Nula (-): <8mm Cualitativa
Aceite esencial de inhibicion Sensible limite (+): Razon

Diametro del Medida en mm Cuantitativa
Cloruro de halo de Nominal
Cetilpiridinio al inhibicion
0.05% Nula (-) : < 8mm Cualitativa
Clorhexidina al Didmetro de halo | Sensible limite (+): | paz6n
0.12% de inhibicion | de 9 mmaldmm
(Segun las pautas | MUy Sensible (++):
de Duraffourd) | 1> mmal9mm
Sumamente sensible
(+++): =220 mm
VARIABLE
DEPENDIENTE INDICADOR CATEGORIA ESCALA
Crecimiento Turbidez Cuantitativa
Porphyromonas bacteriano de la UFC Nominal
gingivalis cepa. 1,5x 108
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA
INVESTIGACION
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4.1

4.2

Disero:

Experimental: Porque se valord el efecto varias variables, donde se

manipularon las condiciones de la investigacion.

Prospectivo: porque los datos fueron registrados conforme a la ocurrencia

de los hechos.

Comparativo: Porque permitié contrastar los resultados con todas las

sustancias experimentales.

Longitudinal: Porque las variables de estudio fueron observadas a lo largo

de un tiempo determinado.

In vitro: Porque la técnica para realizar el experimento se hizo en un

ambiente controlado fuera de un organismo vivo.
Ambito de estudio:

El estudio se desarrolld en los laboratorios de la Escuela de Biologia y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias, en la Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann de Tacna (UNJBG) ubicada en la Av. Miraflores
SIN.

La UNJBG cuenta con laboratorios completos y bien equipados donde
muchos tesistas realizan la ejecucion de sus experimentos y trabajos de

investigacion.

4.3 Poblacién y muestra:

Microbiano: Porphyromonas gingivalis cepa ATCC 33277.

4.4 Material de laboratorio:

Equipos:
- Autoclave. 01
- Estufa. 01
- Incubadora. 01
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- Balanza analitica.

- Equipo de destilacion.

- Nefeldmetro de Mc Farland.

- Equipo de vortex

Materiales de vidrio:

- Tubos de ensayo con tapa rosca de 15 x 125 mm

- Tubos de ensayo de 13 x100 mm y 40 de 15 x 125 mm
- Placas Petri de 10 x100 mm

- Matraces de 500 ml

- Matraces de 250 ml

- Matraces de 100 ml.

- Pipetas Pasteur

- Micro pipetas

- Vasos precipitados de 200 ml.

- Frasco de vidrio color &mbar de 100 ml capacidad.
- Frascos de vidrio de 500 ml capacidad.

- Probeta de 100 ml

Medios de cultivo y reactivos:

- Bacteria Porphyromona gingivalis ATCC 33277 liofilizado
- Agar Mueller Hinton (MH).

- Caldo Mueller Hinton (MH).

- Caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI).

01
01
01

01

20
20
40
04
04
04
04
04
05
10
06

01

01s.
200gr
200gr

200gr
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- Discos de sensibilidad

-DimetilSulfoxido 10% (DMSO).

- Anaerogen
-Alcohol de 70°C
-Ron de quemar
Otros:

-Asa de Kolle

-Asa de Drigalsky
-Gradillas

-Espétulas

-Pinzas

-Papel Kraft
-Mascarillas
-Guantes quirurgicos
-Guardapolvo
-Jeringa de tuberculina
-Algodon

-Pabilo

-Papel aluminio

- Vernier
-Marcadores

-Calculadora

28.

20ml

15s.

01

01

01

01

05

05

05

05

10

10

01

05

01

02

05

01

02

01
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4.5 Metodologia:
4.5.1 Disefo experimental:

Para evaluar la actividad bioldgica del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) se llevaron a cabo 3 procesos: la activacion
de la cepa bacteriana, la preparacion del inoculo y las pruebas del efecto
antibacteriano (Difusion en disco, Concentracion Minima Inhibitoria
CMIl y la Concentracién Minima Bactericida CMB).

Del mismo modo se procedié con la Clorhexidina al 0,12% vy el Cloruro
de Cetilpiridinio al 0,05%, a realizar la prueba de difusién en disco,

exceptuando la prueba de dilucion para hallar la CMI y CMB.

La técnica para la prueba de sensibilidad se realizd siguiendo los

parametros de las normas técnicas del ministerio de salud nacional. ¢4
4.5.2 Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela):
4.5.2.1 Recoleccion:

La corteza de canela en estudio se obtuvo de la feria comercial
“El Altiplano”, comprando 1000 gramos de la muestra para los

fines de estudio.

La corteza fue recolectada verificando que no presente signos de
deterioro que interfiera en el desarrollo de la tesis, y fueron
almacenadas en bolsas de papel Kraft para su traslado y
conservacion hasta su identificacion y procesamiento. (Anexo
foto N°01)

4.5.2.2 Extraccién del aceite esencial:

Las cortezas de canela fueron trozadas en tamarios mas
pequefios para facilitar la extraccion, agrupandose luego en
muestras de 250 gr, las cuales fueron embolsadas en papel

kraft. La obtencién del aceite esencial de la corteza se realizé
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por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua. El
equipo de destilacion estuvo compuesto por un sistema de
doble bal6n, uno de los cuales contuvo agua destilada (700 ml)
y fue sometido a calor directo; mientras que el segundo
(Capacidad 1000 ml) contuvo 250 gramos de la corteza de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), siendo éste el que
recibié los vapores de agua, para luego, el vapor producido
arrastre los aceites esenciales hasta el refrigerante. Este cambio
de temperatura hizo que el vapor se condense y se vuelva
nuevamente liquido (agua- aceite). El producto destilado fue
recibido en un deposito estéril y cerrado, observandose un
estado bifasico entre agua y aceite esencial, por la diferencia
de densidades y utilizando pipetas Pasteur, fueron separados el
aceite esencial del agua, para luego almacenarse en un tubo de
vidrio con tapa rosca cerrado herméticamente y envuelto en
papel aluminio para proteger de la luz del ambiente. El aceite
esencial fue almacenado a temperatura ambiente y en

oscuridad hasta su utilizacion. (Anexo foto N°02)

Especie Vegetal Cinnamomum zeylanicum

Breyn (canela)

Aspecto Liquido translucido
Color Ambar

Olor Suigéneris

Sabor Ligeramente Picante

Fuente: Elaboracion propia
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45.2.3 Determinacién de la concentracién del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela):

Donde:

Peso de Probeta vacia = 22,5267 gr
Peso de Probeta con aceite = 24,3651 gr
Masa = 24,3651 - 22,5267 = 1,8384 gr
Volumen = 2,1mL.
D = densidad
M = masa
V = volumen

D=mlv

D= 1,8384¢r

2,1 mi
D = 0,8754 gr/ml
cc : 1gr — 1000mg

0,8754 gr/ml —— xmg

x=875,4 mg/ml
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4.5.2.4 Rendimiento de aceite esencial (RAE):

Se determind el % RAE por el método de gravimetria-
volumétrico, mediante el método de arrastre por vapor de agua.
A partir de 250gr de las cortezas de Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) que se us6 en cada una de las 4 destilaciones, se

obtuvo un rendimiento de 0,7 %, aplicando la siguiente formula:

%RAE = Vol. A.E. (ml) x 100

W muestra (g)
Donde:
%RAE= Porcentaje de rendimiento del aceite esencial
Vol. A.E.= Volumen del aceite esencial obtenido
W muestra = Peso de la muestra a destilar
% RAE = 7ml x 100
1000mg

% RAE =0,7%
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4.5.3 Clorhexidina al 0,12%:

La Clorhexidina al 0,12%, empleada en el tratamiento de la enfermedad
periodontal, se obtuvo en una farmacia local, en la marca Colgate como

PerioGard con Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.
4.5.3.1 Obtencidn de la concentracién de Clorhexidina al 0,12%:

Se obtuvo la concentracion de Clorhexidina al 0,12% a

partir de su porcentaje, aplicando la siguiente férmula:

0,12 gf ——— 100 ml 19r ——1000 mg
X —1mi 0,0012 gf —ou X
x =0,0012 gr x =1,2mg/ml

4.5.4 Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%:

El Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%, principio activo de la mayoria
de los colutorios bucales, se obtuvo también en una farmacia local, en

la marca oral B Complete. (Anexo foto N°03)

4.5.4.1 Obtencion de la concentracion del Cloruro de Cetilpiridinio
al 0,05%:

Se obtuvo la concentracion del Cloruro de Cetilpiridinio al

0,05% a partir de su porcentaje, aplicando la siguiente férmula:

0,05 g e 100 M 1 OF e 10000 Mg
p Q] 0,0005 gf e— X
x =0,0005 gr x =0,5 mg/ml
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4.5.5: Cepa Bacteriana Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

La bacteria fue comprada al laboratorio MicroBiologics:
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277(Anexo Foto N° 04)

4.5.5.1 Activacion de la cepa:

Para su activacion, se reconstituyo la cepa liofilizada en
medios de cultivo, siendo sembrada hasta su total crecimiento,
para ello se usd 1 placa de Agar Base Sangre, a continuacion
dicha placa sembrada, se coloc6 en un ambiente anaerobio
(jarra de anaerobiosis). En condiciones estériles, esta jarra fue
llevada a la incubadora a 37° por 7 dias

Pasados los 7 dias, se obtuvo crecimiento en la placa de Agar,
la cual fue utilizada para la preparacion del indculo. (Anexo
foto N°5)

4.5.5.2 Preparacion del inéculo:

Se tomo con un asa de kolle, varias colonias desarrolladas en
el medio de cultivo, las que se transfirieron a un tubo que
contenia caldo Mueller Hinton, se homogenizaron con uso
de un voértex, dicho tubo se incub6 a 37°C y en anaerobiosis.
La incubacién se mantuvo hasta que la turbidez coincidi6 con
el tubo N° 0.5 de la escala de Mc Farland (1,5 x 108
microorganismos/ml). Esto se logrd, generalmente en 2 a 4

horas.

45.6 Evaluacion de la accién antibacteriana del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela):

La actividad antibacteriana del aceite esencial se evalué por el
método de Kirby Bauer (difusién en disco), para ello se realizaron
6 tratamientos, cada uno de ellos con sus respectivas repeticiones.

Una vez obtenidos los valores de los halos de inhibicion, se
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procedi0 a realizar la técnica de dilucion para hallar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima
bactericida (CMB).

4.5.6.1 Preparacion de los discos de sensibilidad:
Para esta prueba se utilizaron discos de sensibilidad de
papel filtro (Wathman N° 42), de aproximadamente 6 mm
de didmetro, las cuales se colocaron en un beaker de 100 ml
con agua destilada para su esterilizacion y desnaturalizacion
del antibidtico (amoxicilina) en autoclave (121°C, 15 Ib de

presion por 15 minutos). (Anexo foto N° 6)

Posteriormente, se vacio el agua del beaker que contuvo la
solucién desnaturalizada y se los llevo a estufa regulada a

170°C por 1 hora para su secado, y posterior utilizacion.
4.5.6.2 Preparacion del medio para la prueba de sensibilidad:

Se empled el medio Mueller Hinton, Se preparé el medio

como indica la casa comercial (34 gr en 1000 ml).
4.5.6.3 Inoculacion:

Se inocul6 en la placa de agar Mueller Hinton, utilizando la
suspension estandarizada de bacterias a una concentracién
de 1,5 x 108 microorganismos/ml (UFC). Se deposito 100 pl
del inéculo bacteriano sobre la superficie del agar de cada
placa correspondiente, se homogeniz6 con un asa de
drigalsky para asegurar una distribucion uniforme del
in6culo. Se taparon las placas y dejaron secar durante
algunos segundos a temperatura ambiente antes de colocar
los discos con las respectivas concentraciones. Una vez
absorbido el indculo y con la ayuda de una pinza esteril se
procedid a colocar 4 discos por cada placa de agar Mueller

Hinton. A los discos se les afiadi6 aceite esencial puro, los
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que fueron embebidos con 0,25 pl, 0,30 pl, 0,35 pl, 0,40 ul,
0,45 ul, 0,50pul. Se presiond suavemente para asegurar el
contacto con el medio. El cuarto disco fue embebido con
agua destilada para el control negativo. Se emplearon un

total de 12 placas para esta prueba. (Anexo foto N°7)

TABLA 1.- Concentraciones del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn en los discos de

sensibilidad
ACEITE ESENCIAL PURO
N° de Volumen Concentracion
tratamiento (ul) (mg/m)
T1 0,25 0,21885
T2 0,30 0,26262
T3 0,35 0,30639
T4 0,40 0,35016
T5 0,45 0,39393
T6 0,50 0,4377

Fuente: elaboracion propia
4.5.6.4 Incubacion:

Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas en
camara de anaerobiosis para ver los halos de inhibicién.
(Anexo foto N°8)
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4.5.6.5 Lectura:

Posterior al periodo de incubacién, se midieron los halos de
inhibicion de crecimiento con el vernier en unidades de
milimetros. La lectura se realizd midiendo los halos de
inhibicion sobre el crecimiento del microorganismo
alrededor del disco. El didmetro de ésta zona de inhibicion
fue directamente proporcional a la actividad antimicrobiana
del aceite esencial sobre Porphyromonas gingivalis ATCC
33277. Para interpretar los resultados se tomd como
referencias las pautas por DURAFFOURD y LAPRAZ ©9),
(1983) que considera la actividad de los aceites esenciales

como:

Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm

Sensibilidad limite (Sensible=+) de 9 a 14 mm

Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm

Sumamente sensible (S.S.= +++) igual 6 superior a 20 mm
4.5.6.6 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

A. Preparacion del inéculo bacteriano Pg

La bacteria que se utilizé en el trabajo se cultivd en
viales de agar Mueller Hinton para su mantenimiento,
siendo activadas y enriquecidas en caldo BHI, luego
incubadas a 37 °C por el lapso de 4 a 6 horas hasta
llegar a una concentracion de 15 X108
microorganismos/ml (UFC) y comparada con el tubo 0,5

de la escala de Mac Farland.
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B. Preparacion de la solucion madre:

Se prepar6 una solucién madre de 20 000 pl totales:
1000 pl de aceite esencial con 1000 pl de
Dimetilsulféxido 10% (DMSO) y 18000 pl de caldo
infusion cerebro corazén (BHI). La concentracion final

se obtuvo de la siguiente manera:

A partir de la densidad obtenida = 0,8754 gr/ml =>
875,4 mg/ml

Esta concentracion fue diluida en 20 000 pl de solucion

total por lo cual se consiguio una concentracion final de:
875,4 — 20000 pl
X —— 1000 pl
X = 43,77 mg/ml

Esta cifra es la concentracion final en la solucién madre,
es decir que en 20 000 pl de solucion madre estd
concentrada 43,77 mg/ml de aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela).
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C. Preparacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) paraP.G. ATCC 33277: (Anexo foto N° 9)

Se colocaron 15 tubos de 15 X 125 mm a los cuales se

les agrego lo siguiente:

TABLA 2.- Preparacion de la concentracion minima inhibitoria para

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

N° volumen | vol. | volumen | []inicial | []final | P.G.
) solucion | caldo total (mg/ml) | (mg/ml) | (ul)
tratamientos adre BHI W)
() (1)
T1 24 2976 3000 | 1,05048 | 0,35016 | 300
T2 24,5 2975,5| 3000 |1,072365 | 0,357455 | 300
T3 25 2975 3000 1,09425 | 0,36475 | 300
T4 255 |2974,5| 3000 |1,116135 |0,372045 | 300
T5 26 2974 3000 | 1,13802 | 0,37934 | 300
T6 26,5 2973,5| 3000 |1,159905 | 0,386635 | 300
T7 27 2973 3000 | 1,18179 | 0,39393 | 300
T8 275 |2972,5| 3000 |1,203675 |0,401225 | 300
T9 28 2972 3000 1,22556 | 0,40852 | 300
T10 28,5 29715 | 3000 |1,247445 |0,415815 | 300
T11 29 2971 3000 | 1,26933 | 0,42311 | 300
T12 29,5 2970,5| 3000 |1,291215 | 0,430405 | 300
T13 30 2970 3000 1,3131 0,4377 | 300
T14 C+ - 2970 3000 - - 300
T15 C- - 2970 3000 - - -

Fuente: Elaboracion propia
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B. Incubacion:
Los diferentes tratamientos se compararon con los
siguientes controles: Control positivo (30 ul DMSO
+ 2970 ul BHI + 300 pl Soluciéon bacteriana) y
Control negativo (30 pl DMSO + 2970 pl caldo
BHI)

Se llevo a incubacidn en cdmara de anaerobiosis por

espacio de 24 horas a 37°C.
C. Lectura:

Al cabo de las 24 horas se observa la turbidez de los
tubos que indicé desarrollo bacteriano. El tubo que
no presentd turbidez indico6 la ausencia del
crecimiento bacteriano (igualando al control
negativo), que se designa como la Concentracién
minima inhibitoria (CMI). (Anexo foto N°10)

45.6.7 Determinacion de la concentracién minima bactericida
(CMB):

Se tomaron a partir del primer tubo que no presentd
turbidez, tres tubos en total sin turbidez (T7, T8, T9); de
cada uno de ellos se resembr6 100 ul de solucién por
diseminacion en placas que contenian agar Mueller Hinton.
Las placas se dejaron secar por 5 minutos para luego
incubarlas a 37°C por 24 horas en camara de anaerobiosis.
Transcurrido este tiempo se conto el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) presentes para cada
concentracion del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn. (Anexo Foto N° 11)
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457 Evaluacion de la accién antibacteriana de Clorhexidina al

0,12%:

Se trabaj0 en un inicio con un tratamiento con su respectiva

repeticion y con el maximo volumen con el que se trabajé el aceite

de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), es decir 0,50ul, pero

con distinta concentracion como se muestra en el siguiente cuadro:

TABLA N°3.-Volumen y Concentracion de Clorhexidina

al 0,12%
Clorhexidina al 0,12%
N° de Volumen Concentracion
tratamiento pl mg/ml
01 0,50 0,0006

Fuente: elaboracion propia

4571 Preparacion del medio para la prueba de

sensibilidad:

A

Inoculacion :

Se inoculd en las placas de Mueller Hinton utilizando
la suspension estandarizada del tubo 0,5 de la escala
de Mc Farland, depositandose también 100 ul del
indculo bacteriano.

Incubacion:

Se incubd las placas Petri a 37°C por un lapso de 24
horas. en cdmara de anaerobiosis para observar luego
de transcurrido este tiempo la formacion de los halos
de inhibicion. (Anexo foto N° 12)

Lectura:

Posterior al periodo de incubacion se midieron los

halos de inhibicidn con un vernier.
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Luego, al no encontrar los resultados previstos, se
procedié a aumentar los volumenes y por lo tanto sus
concentraciones, en este caso fueron 6 tratamientos

mas, tal como se observa en la siguiente tabla:

TABLA N°4.- Concentraciones y volimenes
modificados de Clorhexidina al 0,12% en los

discos de sensibilidad.

Clorhexidina al 0,12%
N° de Volumen Concentracion
tratamiento pl mg/mi
01 5 0,006
02 10 0,012
03 15 0,018
04 20 0,024
05 25 0,030
06 30 0,036

Fuente: elaboracion propia

Se realizaron los mismos procedimientos anteriores

hasta poder encontrar y medir los halos de
inhibicion.

45.8 Evaluacion de la accion antibacteriana de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%:

Se trabajd en un inicio con un tratamiento con su respectiva
repeticion y con el maximo volumen con el que se trabajo el
aceite de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), es decir
0,50ul, pero con distinta concentracién como se muestra en la

siguiente tabla:
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TABLA N°5.- Volumen y concentracion de Cloruro de

Cetilpiridinio al 0,05%

Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%

N° de Volumen Concentracion
tratamiento pl mg/ml
01 0,50 0,00025

Fuente: elaboracion propia

4.5.8.1 Preparacion del medio para la prueba de sensibilidad:

A .Inoculacion:

Se inoculd en las placas de Mueller Hinton utilizando
la suspension estandarizada del tubo 0,5 de la escala
de Mc Farland, depositandose también 100 ul del

inéculo bacteriano.

B. Incubacion:

Se incubd las placas Petri a 37°C por un lapso de 24
Hrs en camara de anaerobiosis para observar luego
de transcurrido este tiempo la formacion de los halos

de inhibicion.

C. Lectura:

Posterior al periodo de incubacién se midieron los
halos de inhibicion con el vernier. (Anexo foto N°
13)

Luego, al no encontrar los resultados previstos, se
procedio a aumentar los volimenes y por lo tanto sus
concentraciones, en este caso fueron 6 tratamientos

mas, tal como se observa en la siguiente tabla:
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TABLA N°6.- Volumenes y Concentraciones
modificadas de Cloruro de Cetilpiridinio en los

discos de sensibilidad

Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%

N° de Volumen Concentracion

tratamiento ul mg/ml

01 5 0,0025

02 10 0,005

03 15 0,0075

04 20 0,01

05 25 0,0125

06 30 0,015

Fuente: elaboracion propia

Se realizaron los mismos procedimientos anteriores
hasta poder encontrar y medir los halos de

inhibicidn.
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CAPITULO V:

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS
DE DATOS
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5.1 Andlisis de datos:

El presente trabajo de investigacion se baso en un estudio experimental, todos

los datos fueron procesados de la siguiente manera:

Programa Word, como procesador de texto.

Programa Excel, para la captura de base de datos, disefio de tablas y
gréficas.

Programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) version 18.0 para Windows.

Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba estadistica T student

con un nivel de significacion de 0,05.
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CAPITULO VI:
RESULTADOS
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Se realiz6 el estudio “in vitro” de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) frente al agente bacteriano
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, para lo cual se realizaron 6
tratamientos en Kirby Bauer con sus respectivas repeticiones; para la CMI, 15

tratamientos; y para la CMB 3 tratamientos.

Asimismo se determind la sensibilidad de Porphyromona gingivalis ATCC 33277
frente al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), frente a
Clorhexidina al 0,12%, para los cuales se realizaron 7 tratamientos; y frente a
Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% donde también se realizaron 7 tratamientos.

Posteriormente, se determind la composicidon fitoquimica del aceite esencial
extraido de la corteza de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela”, presente en

nuestro medio; mediante cromatografia gaseosa con deteccion de masa.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas han sido agrupados en cuadros
y gréficas para su mejor interpretacion.
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CUADRO NF° 1.- Prueba de la Actividad antibacteriana del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a Porphyromona gingivalis
ATCC 33277 por el método de difusion en disco (Kirby Bauer)

Aceite esencial Placa 1 Placa 2

Volumen [1 Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo Promedio
N T N A S (P e I
0,25 0,21885 10 11,5 10 10,5 10 11 10,5
0,30 0,26262 12 10 10,5 9 12 10,5 10,6
0,35 0,30639 11 12 11 12 12 12 11,6
0,40 0,35016 14 13 16 14 15 14 14,3333
0,45 0,39393 14 16 16 15 15 16 15,3
0,50 0,4377 16 16 16 15 17 16 16

Fuente: Elaboracion propia

En el cuadro N° 1, se presentan los promedios de halos de inhibicion

determinados por las diferentes concentraciones del aceite esencial, observandose

qgue entre las concentraciones de 0,35016 mg/ml y 0,4377 mg/ml existe

sensibilidad al aceite esencial de acuerdo a la escala de Duraffourd y Lapraz para

antibidticos.
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GRAFICO N° 1: Representacion gréafica de los halos de inhibicién de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)

Aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (Canela)
20
3
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CUADRO N° 2.-Prueba de la Actividad antibacteriana de Clorhexidina al
0,12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por el método de
difusion del disco (Kirby Bauer)

Clorhexidina al Placa 1 Placa 2
0,12% .
Promedio
Volumen [1 Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo mm

(1) (mg/ml) mm mm mm mm mm
mm

0,50 0,0006 - - - - - - -

Fuente: elaboracion propia

En el cuadro N° 2 se observa que la Clorhexidina al 0,12% con un
volumen de 0,50 pl y una concentracién de 0,0006 mg/ml no forma
halos de inhibicion en ninguno de los discos, lo que quiere decir que ésta

concentracion es muy baja para que se obtenga alguna accién
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antibacteriana. En consecuencia, se determind trabajar con mayores

cantidades de volumenes para lograr la accion antibacteriana.

CUADRO N° 3.-Prueba de la Actividad antibacteriana de Clorhexidina al
0,12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por el método de
difusion del disco (Kirby Bauer)

Clorhexidina al 0,12% Placa 1
Volumen [] Halo1l | Halo2 | Halo3 | Promedio mm
) (mg/mi) mm mm mm
5 0,006 - 8 - 8
10 0,012 8 6 10 8
15 0,018 13 11 8 10,6
20 0,024 11,5 10 12 11,16
25 0,030 11 11 12 11,33
30 0,036 10 13 12 11,66

Fuente: elaboracion propia

En el cuadro 3 se presentan los promedios de los halos de inhibicién
determinados por las diferentes concentraciones de Clorhexidina al
0,12%, observandose que entre las concentraciones 0,18 mg/ml y

0,036 mg/ml existe sensibilidad a la Clorhexidina al 0,12% , de

acuerdo a la escala de Duraffourd y Lapraz.
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GRAFICO N°2.-Representacion grafica de los halos de inhibicion de
Clorhexidina al 0,12%
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CUADRO N° 4.-Prueba de la Actividad antibacteriana de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05 % frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por el

método de difusién en disco (Kirby Bauer)

Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%
Placa 1 Placa 2
Vol. [1 Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Promedio
1 2 3 4 5 6 mm
(M (mg/ml) mm | mm | mm | mm | mm | mm

0,50 0,00025 - - - - - - -

Fuente: elaboracion propia

Como se puede observar en el cuadro N° 4 con un volumen de 0,50ul y una
concentracion de 0,00025ul para Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% no se forman

en ninguno de los casos halos de inhibicion. En consecuencia, se determino

90



realizar otra repeticion con mayores volumenes y por lo tanto mayores

concentraciones.

CUADRO N° 5.-Prueba de la Actividad antibacteriana de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05 % frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por
el método de difusion de disco (Kirby Bauer)

Cloruro de
Cetilpiridinio al Placa 1
0,05% aca
Volumen [1 Halo | Halo | Halo Promedio
mm
Imm | 2mm | 3mm

(1) (mg/ml)

5 0,0025 - - - -

10 0,005 - - - -

15 0,0075 - - - -

20 0,01 - - - -

25 0,0125 7 6 7 6,6666
30 0,015 7 8 7 7,3333

Fuente :elaboracién propia

En el cuadro 5 se presentan los promedios de los halos de inhibicion

determinados por las diferentes concentraciones de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%. Se observa que ninguna de estas concentraciones
alcanza el promedio significativo segun la escala de Duraffourd y Lapraz

para calificarlos como sensible a la cepa bacteriana en estudio.
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GRAFICO N° 3.-Representacion gréfica de los halos de inhibicién
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CUADRO N° 6.- Determinacion del grado de sensibilidad de Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 a diferentes concentraciones del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) (Duraffourd)

Aceite esencial Grado de sensibilidad

Sensibilidad Sensibilidad Sumamente

Vol [1(mg) limite media sensible

(ul) 9-14 mm 15-19 mm 20mm a mas
(Sensible=+) | (muy sensible=++) | (S.S.=+++)

0,25 0,21885 10,5

0,30 0,26262 10,6

0,35 0,30639 11,6

0,40 0,35016 14,333

0,45 0,39393 15,3

0,50 0,4377 16

Fuente: elaboracion propia

En el cuadro N° 6 se observa el grado de sensibilidad de acuerdo a los promedios

de los halos de inhibicion segun la escala de Duraffourd y Lapraz observando que

con las primeras 4 concentraciones del aceite esencial se obtienen halos de

inhibicién con sensibilidad (+); mientras que con las 2 Gltimas concentraciones,

debido a que los halos de inhibicion son mayores, corresponden a la escala de

“muy sensible” (++). En consecuencia, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

es muy sensible frente a las concentraciones de 0,39393 mg/ml y 0,4377mg/ml

del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
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CUADRO N° 7.- Determinacion del grado de sensibilidad de Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 a diferentes concentraciones de Clorhexidina al 0,12%

(Duraffourd)

Clorhexidina al 0,12%

Grado de sensibilidad

Sensibilidad | Sensibilidad Sensibilidad Sumamente
nula limite media sensible
Vol. [1
(ub <8mm 9-14 mm 15-19 mm 20 mm a mas
(mg/ml)
(Sensible +) | (muy sensible (S.S. +++)
++)

5 0,006 8

10 0,012 8

15 0,018 10,6

20 0,024 11,16

25 0,030 11,33

30 0,036 11,66

Fuente: elaboracién propia

En el cuadro N° 7 se puede observar que las 2 primeras concentraciones presentan

sensibilidad nula a Porphyromona gingivalis mientras que las 4 dltimas

concentraciones alcanzan s6lo a sensibilidad limite segun la escala de Duraffourd

y Lapraz.
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CUADRO N° 8.-Determinacion del grado de sensibilidad de Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 a diferentes concentraciones de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%

Cloruro de Cetilpiridinio al Grado de sensibilidad
0,05%
Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad Sumamente
nula limite media sensible
Vol. | [1(mg) ,
() <8mm 9-14 mm 15-19 mm 20 mm a mas
VI
(Sensible +) (muy sensible (S.S. +++)
++)
5 0,0025
10 0,005
15 0,0075
20 | 0,01
25 0,0125 6,6666
30 0,015 7,3333

Fuente: elaboracion propia

En el cuadro N° 8 se puede observar que Porphyromonas gingivalis no es

sensible a ninguna concentracion de Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% pues

presentan sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd.
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CUADRO N° 9.- Comparacion de la Actividad antibacteriana del aceite de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) en comparacion con Clorhexidina al

0,12% y Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05% (técnica antibiograma de Kirby

Bauer)
Cloruro de Clorhexidina | Aceite esencial
Compuesto Cetilpiridinio al 0,12% de
al 0,05% Cinnamomun
Zeylanicum
Breyn (canela)
100%
Volumen (ul) 30 30 0,50
Concentracion(mg/ml) 0,015 0,036 0,4377
Halo de inhibicion (mm) 7 11,66 16
Grado de nula Sensible(+) Muy
Sensibilidad(Duraffourd sensible(++)
y Lapraz)

En el cuadro N° 9 se puede ver que Clorhexidina al 0,12% y Cloruro de

Cetilpiridinio al

0,05% no cumplen con los pardmetros establecidos para la

medicion de sensibilidad ante el agente bacteriano Porphyromonas gingivalis

ATCC 33277, mas si lo hace Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) con un

halo de inhibicién mayor que los otros 2 compuestos, demostrandose asi que es

“muy sensible”.
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CUADRO N° 10.- Descripcidn estadistica de los valores de las pruebas

encontradas para el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela), Clorhexidina al 0,12% y Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%

Estadistica Aceite esencial | Clorhexidina Cloruro de
descriptiva de C.Z.B. al 0,12% Cetilpiridinio al
(canela) 0.05%

Media 13,055 10,1250 6,995
moda 10,5 8,00 6,7
Mediana 12,965 10,8800 6,995
Varianza 6,002 2,827 0,224
Desv. tip. 2.4499 1,68145 0,4738
Minimo 10,5 8,00 6,7
Maximo 16,0 11,66 7,3

De acuerdo al cuadro mostrado se puede observar que para el aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) el comportamiento de los halos de

inhibicién ha sido mas homogéneo frente a los de Clorhexidina al 0,12% vy

Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%.
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GRAFICO N° 4.- Representacion grafica estadistica de los valores de las
pruebas encontradas para el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum

Breyn (canela), Clorhexidina al 0,12% y Cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%
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Segun la caja de Tukey, nos muestra de acuerdo a los valores encontrados
en la estadistica descriptiva, que el aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) ha tenido, por ser mas homogéneo su
comportamiento, una mejor accion antibacteriana que Clorhexidina al
0,12% vy cloruro de Cetilpiridinio al 0,05%, siendo reflejado de acuerdo a
los pardmetros de grado de sensibilidad, mediante la lectura de los halos de

inhibicion.
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CUADRO N° 11.- Prueba estadistica T student para comparar la actividad antibacteriana del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) a través de la variacién de promedios de halo de inhibicién frente a

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 entre las diferentes concentraciones o tratamientos empleados.

Diferencias relacionadas Gl Sig. (bilateral)

95% Intervalo de

confianza para la

diferencia
Desviacién Error tip. de
Media tip. la media Superior Inferior t
Par1l ACEITE ESENCIAL —

CLORHEXIDINA 2,93000 1,19549 0,48806 1,67541 4,18459 6,003 5 0,002

Se aplico la prueba estadistica T de student, por tratarse de variables cuantitativas, no se calculd la prueba para Cloruro de

Cetilpiridinio al 0,05%, ya que sus valores estaban fuera del rango de sensibilidad , por tanto, segun los resultados obtenidos

encontramos que, con un nivel de significancia del 95% y un margen de error menor a 0.05 (0.002) podemos concluir que

existen diferencias entre el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y Clorhexidina al 0,12%, siendo éstas
estadisticamente significativas.
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CUADRO N° 12.-Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277

N° Tubo [ ] Aceite esencial Turbidez
(mg/ml)
T1 0,35016 +
T2 0,357455 +
T3 0,36475 +
T4 0,372045 +
T5 0,37934 +
T6 0,386635 +
T7 0,39393 -
T8 0,401225 -
T9 0,40852 -
T10 0,415815 -
T11 0,42311 -
T12 0,430405 -
T13 0,4377 -
T4 [ +
TI5 | - -
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En el cuadro N°12, se observa que las concentraciones de 0,35016 mg/ml hasta
0,386635 mg/ml presentan turbidez (+), lo que indica la existencia del crecimiento
bacteriano, sin embargo, a partir de las concentraciones 0,39393 mg/ml hasta
0,4377 mg/ml no presentaron turbidez (-), lo que evidencia que no hubo
crecimiento bacteriano. En el tratamiento N° 7 cuya concentracion es 0,39393
mg/ml se hallé la CMI, ya que fue el primer tratamiento donde ya no hubo

crecimiento bacteriano.

CUADRO N° 13.-Determinacion de la Concentracion minima bactericida
(CMB) del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente

a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

N° Tubo [ 1 (mg/ml) UFC/Placa
T7 0,39393 3
T8 0,401225 2

T9 040852 1

En el cuadro N°13, se muestran solo las concentraciones del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) donde no se evidencié turbidez a
partir de la CMI para determinar la concentracion minima bactericida (CMB);
observandose que en la concentracion de 0,40852 mg/ml hay una inhibicion del
99% del crecimiento de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, mientras que en
las concentraciones 0,39393 mg/ml y 0,401225 mg/ml aln existe crecimiento de

3y 2 UFC respectivamente.
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CUADRO NF° 14.- Resultados obtenidos de la Universidad Catolica de

Santa Maria Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y

Biotecnologias referente a la composicion fitoquimica del aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)

ANALISIS FISICOQUIMICO

ANALISIS
Determinacion cualitativa de
componentes volatiles
Cromatografia Gaseosa con deteccién de

masas(denominacion NIST)

Determinacion Cuantitativa
componentes volatiles (%o)

Cromatografia Gaseosa con deteccién de
masas, método de cuantificacion, por

normalizacion interna (area)

RESULTADO
* 2-propen-1-ol, 3phenyl-, acetate,
(E)
* Bicyclo (7.2.0) undec-4-ene-, 4,
11,11-trimethyl-
* Cinnamaldehyde, (E)-
« 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
*Bicyclo(3.1.0)hexane,4methylene-
1-(1-meth)
sphenol,2-methoxy-3-(2propenyl)-

* 2-propen-1-ol, 3phenyl-, acetate,
(E)- (7,19%)

* Bicyclo (7.2.0) undec-4-ene-, 4,
11,11-trimethyl- (4,06 %)

* Cinnamaldehyde, (E)-(67,69%0)

* 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
(2,57%)

* Bicyclo (3.1.0) hexane, 4-
methylene-1-(1-meth)

(3,58%)
*Phenol,2-methoxy-3-(2propenyl)-
(2,65%)

Fuente: UCSM-Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad-Arequipa
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En el cuadro N°14 se muestra la composicion fitoquimica del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) obtenido por el método de
cromatografia gaseosa con deteccion de masa en forma cualitativa y cuantitativa,
se determind que los componentes con mayor presencia son: 2-propen-1-ol,
3phenyl-, acetate, (E)- (7,19%) ; Bicyclo (7.2.0) undec-4-ene-, 4, 11,11-trimethyl-
(4,06 %);Cinnamaldehyde, (E)- (67,69%); 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
(2,57%); Bicyclo (3.1.0) hexane, 4-methylene-1-(1-meth) (3,58%); Phenol, 2-
methoxy-3-(2-propenyl)- (2,65%)
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CAPITULO VII:
DISCUSION
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Actualmente, tanto en medicina general como en odontologia, se estan
investigando nuevas alternativas naturales de tratamientos antibacterianos, dado el
continuo aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos convencionales y
por las reacciones adversas que éstos producen en algunos casos. Es asi que
hacemos hincapié a los productos organicos, de origen natural, que hoy en dia
conocemos Yy que la sabia naturaleza nos la ha brindado siempre, como son las

plantas medicinales con sus principios activos.

Un aspecto que motivo a la investigacion en este campo es la presencia en algunos
casos, de reacciones adversas en el paciente por el uso de sustancias quimicas para
el tratamiento coadyuvante de la periodontitis crénica, se explica en parte por la
administracion prolongada de los tratamientos, como ocurre con el caso de la
Clorhexidina que hasta hoy en dia se la conoce como el Golden Estdndar como

colutorio en el tratamiento periodontal.

Es por ello que a nuestra consideracion, el hallar un medicamento tan bueno o
mejor en accion antibacteriana que los colutorios convencionales y mas ain que
sea de origen natural, orgéanico, sin quimicos, sin alcohol, que no tenga reacciones
adversas, y que sobre todo sea de alcance econdmico a toda la poblacion, resulta
ser mas efectivo y mejor para todos, sean para pacientes que lo usarian o

profesionales de la salud odontolégica que lo recomendarian.

Conociendo muchas de sus propiedades curativas y su aplicacion en distintas
areas de manera artesanal o industrial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
“canela”, fue una de las razones que nos motivé al estudio de su aceite esencial,
para que ya no sea visto simplemente como un remedio casero sino que tenga
sustento cientifico del por qué o cuales son las posibles razones de sus efectos

antibacterianos.

El germen evaluado fue seleccionado por ser un microorganismo patégeno al ser
humano, muy comun en la enfermedad periodontal y dificil de erradicar. Las

pruebas preliminares proporcionaron datos sobre la accion del aceite esencial de
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Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela”, observandose sensibilidad para

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

En lo referente a la accion antibacteriana de los compuestos de los aceites
esenciales, es sabido que estos poseen notables propiedades antimicrobianas, sin
embargo su mecanismo de accion aun no estd definido. Diversos estudios
determinan que los aceites procedentes de varias plantas medicinales entre ellos
Cinnamomum zeylanicum Breyn “cancla” poseen una gran actividad

antibacteriana (Deans y Ritchie 1987).

Teniendo en cuenta los antecedentes encontrados en la literatura consultada y los
resultados obtenidos, se pudiera atribuir la accion antibacteriana del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” a sus componentes

terpenoides, fendlicos y aldehidos.

Uno de los principales mecanismos de accion propuestos para los terpenoides
consiste en la disrupcion de la membrana celular bacteriana mediante tres posibles
vias: aumentando la permeabilidad de la membrana a iones pequefios, afectando la
estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el empaquetamiento de
la bicapa lipidica, cualquiera de estos efectos produce la muerte en la célula

bacteriana.®®

Los compuestos fenolicos producen efectos a dos niveles, sobre la integridad de
la pared celular y la membrana citoplasmatica y sobre la respuesta fisiolégica del
microorganismo, sensibilizan a la membrana celular y cuando se saturan los sitios

sobre los cuales acttan se produce un grave dafio a la membrana citoplasmatica.

Se pudo demostrar concretamente que derivados fenolicos tales como el Eugenol
causan la desintegracion de la membrana celular. El Eugenol y el Cinamaldehido
acttan inhibiendo la produccion de enzimas intracelulares, tales como amilasas y

proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un alto grado de lisis celular.®*

Por todo ello, nos vimos en la necesidad de confirmar la presencia de ciertas
sustancias especificas relacionadas con las propiedades que se le atribuyen a este

aceite, para lo cual se utilizé la técnica de Cromatografia gaseosa.
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De acuerdo al informe de ensayo N° ANA14D15.001652 que se realizo en la
Universidad Catolica de Santa Maria del Laboratorio de ensayo y Control de
Calidad-Arequipa; por el método de cromatografia gaseosa con deteccion de masa
se observo en forma cualitativa y cuantitativa la presencia de los siguientes
compuestos:2-propen-1-ol, 3phenyl-, acetate, (E)- (7,19%) ; Bicyclo (7.2.0)
undec-4-ene-, 4, 11,11-trimethyl-(4,06 %);Cinnamaldehyde, (E)- (67,69%); 1,6-
Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- (2,57%); Bicyclo (3.1.0) hexane, 4-methylene-1-(1-
meth) (3,58%); Phenol, 2-methoxy-3-(2-propenyl)-(2,65%). En este contexto,
podemos decir que la actividad antibacteriana observada en esta investigacion
podria ser atribuida a una interaccion o efecto sinérgico de todos estos principios

activos.

Se demuestra asi que el compuesto con mayor porcentaje es el Cinamaldheido en
un 67,69%. La actividad bioldgica antibacteriana del aceite esencial de canela es
atribuida principalmente al Aldehido Cindmico y al Eugenol (Baratta et al ,1998;
Russo et al, 1998; Belitz et al 2004; Burt, 2004). EI modo de accion
antimicrobiana del aldehido cinamico fue estudiado en otras especies bacterianas
(Wendakoon y Sacaguchi 1995) y radica en la unién del grupo carbonilo a las
proteinas celulares, evitando asi la accion de las enzimas amino- &cido-
descarboxilasas. Estudios realizados por Thorosky (1989) referentes a la actividad
antibacteriana del Eugenol, sefialan la inhibicién de producciéon de amilasas y
proteasas asi como el deterioro de la pared celular y una elevada ruptura celular.%?

En Nuestra investigacion, segun los resultados obtenidos, quedd demostrada la
existencia de accion antibacteriana con el aceite estudiado. Se demostré ademas,
que los tratamientos con los volumenes y concentraciones del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” comparadas con los mismos
volimenes y concentraciones de Clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05% tienen
una diferencia abismal puesto que no hicieron ningun efecto antibacteriano, por lo
que se tuvo que aumentar los volimenes y sus concentraciones para que ambos
colutorios presenten actividad antibacteriana ante Porphyromonas gingivalis ,

siendo s6lo Clorhexidina al 0,12% el que mostré dicha accion , pero con una
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sensibilidad limite segin la escala de Duraffourd y Lapraz,por lo que quedaria
demostrado que Cinnamomum zeylanicum Breyn “ canela” tiene una accion

antibacteriana muy superior que Clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05%.

Marca Cuello, M. en su estudio evalud la Actividad Antimicética del aceite
esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a Candida albicans
ATCC 6538. Los resultados fueron que Candida albicans presenta alta
sensibilidad al aceite esencial. La CMI para Candida albicans fue de 0,01895
mg/ml y la CMF fue de 0,020529166 mg/ml. En nuestro estudio, obtuvimos un
MIC de 0,39393 mg/ml y un CMB de 0,40852 mg/ml; si bien es cierto que
obtuvimos un MIC ligeramente mayor en comparacion al de Candida albicans,
podemos decir que ambos microorganismos son totalmente distintos y esta
distincion aplica también a la estructura de sus paredes celulares y sus
componentes dentro de ellas, lo que quedaria reflejado que las paredes celulares
del hongo son mas sensibles ante el aceite esencial, 1o que provocé su destruccion
con concentraciones tan bajas a diferencia de Porphyromonas gingivalis que
necesitd un poco mas de concentracion del aceite esencial para inhibir

completamente su crecimiento.

Ramos Clemente W. demostré la actividad antibacteriana del extracto de
Erythroxylum (coca) sobre Porphyromonas gingivalis. Los resultados del primer
estudio indicaron que el extracto de Erythroxylum “coca” tiene sensibilidad nula (-
) para la mayor parte de las concentraciones evaluadas, y sensibilidad limite
(sensibilidad: +) para la maxima concentracion del extracto (100 %) sobre el
crecimiento de la bacteria. Los resultados del segundo estudio determinaron una
concentracion minima del extracto, capaz de inhibir el crecimiento de dicha
bacteria. Este valor fue 6.25 %, el cual representa la concentracion minima
inhibitoria (CMI). En nuestro estudio, obtuvimos un MIC de 0,39393 lo que
equivaldria a un 0,045%, quedaria demostrado asi, que el aceite esencial de
Cinnamomum Zeylanicum Breyn “canela” tiene mayor accion antibacteriana que

el extracto de Erythroxylum “coca”.
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Lagos la Rosa, E. investigo la actividad antibacteriana del aceite esencial Thymus
Vulgaris |. “tomillo” frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 dando
como resultado que Porphyromonas gingivalis es muy sensible al aceite esencial.
La CMI para Porphyromonas gingivalis es 0,31 mg/ml y CMB es 0,37 mg/ml. Al
comparar los resultados obtenidos con los nuestros, observamos diferencias en
cuanto al MIC (0,39 mg/ml) y CMB (0,40 mg/ml), éstas diferencias en cuanto a la
concentracion podria deberse a la composicion fitoquimica de cada planta con sus
efectos sinergicos de sus componentes, donde el Thymol y Carvacrol son los
principios activos involucrados en la actividad antibacteriana de Thymus Vulgaris,
principios activos que Cinnamomum zeylanicum Breyn no los tiene. Sin
embargo la diferencia entre los CMI y los CMB de ambas plantas es muy infima,
lo que nos indicaria que la pared bacteriana de esta bacteria anaerobia estricta es

muy sensible a la accion de aceites esenciales a muy pequefias concentraciones.

Fani M. y Kohanteb J, evaluaron la Actividad Inhibitoria del aceite esencial de
Cinnamomum  Zeylanicum y Eucalyptus globulus frente a  Streptococcus
mutans, Staphylococcus adreus y céndida. La conclusion fue que EI MIC de
canela y aceite de eucalipto oscil6 entre 12.8- 51.2 y / 64-256mg/ml siendo el
aceite de Cinnamomum zeylanicum Breyn el que mostrd actividad inhibitoria
mas fuerte medida por la determinacién del MIC. En nuestro estudio obtuvimos
un MIC mucho menor (0,39393 mg/ml) lo que nos indicaria que nuestro aceite
tuvo una alta pureza en su obtencidon y que probablemente las propiedades de

Cinnamomum zeylanicum Breyn difieren entre los lugares donde crece.

Kamal A., Radhika J., Chetan Sh. determinaron la actividad antimicrobiana de la
corteza de Cinnamomum zeylanicum contra las bacterias Streptococcus mutans y
Staphylococcus aureus y las levaduras Candida albicans y Saccharomy
cescerevisiae. Se llego6 a la conclusion que el extracto Acetdnico de la corteza de
canela mostré una mayor actividad antimicrobiana que el resto de extractos, con
un MIC de 12,5 mg / ml; en nuestro estudio obtuvimos un MIC mucho menor en
comparacion a este estudio (MIC 0,39393), pese a que se tratd de la misma

especie, podriamos deducir que los habitats donde crecen las plantas no son
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iguales, y también porque en este caso, se trata de un extracto acetonico, donde
intervienen otros compuestos en su obtencion y eso puede que haya provocado
una falta de pureza en dicho aceite, muy por el contrario, nuestro aceite esencial
se obtuvo mediante la técnica de arrastre de vapor, por lo que diriamos que su

pureza fue mayor viéndose reflejado en el MIC y CMB.

En general, por todos los resultados mostrados, podemos decir que nuestro aceite
esencial presenta una mejor accion antibacteriana frente a los otros compuestos
experimentados y frente a los otros aceites esenciales citados en lineas arriba, no
solo contra Porphyromonas gingivalis, sin6 contra otras bacterias y hongos.
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
presenta accion antibacteriana in vitro frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.

El grado de sensibilidad de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
frente al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
es “muy sensible” a concentraciones de 0,39393 mg/ml y 0,4377

mg/ml.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 fue de 0,39393 mg/ml.

La concentracion minima bactericida (CMB) del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 fue de 0,40852 mg/ml.

El aceite esencial de Cinnamomum Zeylanicum Breyn (canela)
presenta mayor accion antibacteriana que Cloruro de Cetilpiridinio al
0,05% frente a Porphyromonas Gingivalis ATCC 33277.

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
presenta mayor accion antibacteriana que Clorhexidina al 0,12% frente

a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Mediante el estudio fitoquimico de cromatografia de gases con
deteccién de masas realizado al aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) se verifico que el compuesto de
Cinamaldehido esta presente en un 67,69%, siendo éste el mas

prevalente de entre los demas compuestos.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere valorar la accion antibacteriana del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para realizar otros
estudios in vitro frente a bacterias aerobias y anaerobias de interés
odontoldgico.

Se sugiere enfocar los estudios en la efectividad antibacteriana y
toxicidad que pueden proporcionar los componentes activos de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) como también poder
determinar sus dosis terapéuticas.

Se sugiere elaborar diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la
via de administracion utilizando el aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) para realizar ensayos clinicos.

Se sugiere la realizacion de estudios complementarios del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para poder
aplicarlos en la clinica docente odontoldgica de La UPT, sea como

colutorio o irrigante en la especialidad de Periodoncia.
Se sugiere implementar los laboratorios de la Facultad de Ciencias de

la salud para la realizacion de futuras investigaciones in vitro.
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ANEXO FOTO N° 1: Cinnamomum Zeylanicum Breyn (canela)
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ANEXO FOTO N° 2: Obtencion del aceite esencial de Cinnamomum
Zeylanicum Breyn (canela) por el método de destilacion por arrastre de
vapor
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ANEXO FOTO N° 3: Clorhexidina al 0,12% y cloruro de Cetilpiridinio al
0,05%

ANEXO FOTO N° 4: Cepa de bacteria en estudio Porphyromonas Gingivalis
ATCC 33277
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ANEXO FOTO N° 5: Activacién y crecimiento de bacteria en estudio
Porphyromonas Gingivalis ATCC 33277 en medio Agar.
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ANEXO FOTO N° 6: Preparacion de los discos de sensibilidad:
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ANEXO FOTO N°7: Preparacion para la prueba de Sensibilidad
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ANEXO FOTO N° 8: Susceptibilidad de Porphyromonas Gingivalis ATCC
33277 al aceite esencial de Cinnamomum Zeylanicum Breyn (canela).
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ANEXO FOTO N° 9: Concentracion Minima Inhibitoria de Porphyromonas
Gingivalis ATCC 33277
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ANEXO FOTO N°10: Lectura de la concentracion minima inhibitoria para
Porphyromona gingivalis ATCC 33277
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ANEXO FOTO N° 11: Concentracion minima Bactericida de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277

CMB =0,40852
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ANEXO FOTO N°12 Evaluacion de la accion antibacteriana de
Clorhexidina al 0,12% frente a Porphyromonas Gingivalis ATCC33277
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ANEXO FOTO N° 13 Evaluacion de la accion antibacteriana de Cloruro de
Cetilpiridinio al 0,05%
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Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6 ,6-trime
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1- ylet
Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)-
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-me
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
Benzenepropanal : .
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methyleth:
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alph:
Cinnamaldehyde, (E)- ;
Phenol, 2-methoxy-3-(2-propenyl)-
Copaene X
Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-trimethy
Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-trimeth!
2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate, (E)-
.alpha.-Caryophyllene g
2-Propenal, 3-(2-m
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