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RESUMEN

La presente investigacion evalud la actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 de los aceites esenciales de Achillea taygeta, Achillea holoseria, Tanacetum vulgare y la
posible potenciacion del efecto de la clorhexidina en combinacion con estos. El enfoque de la
investigacion fue mixto, pues implico la recoleccion e interpretacion de resultados cualitativos y
cuantitativos. Para el analisis del antibiograma se utilizé el método de Kirby-Bauer, que permitié
establecer la sensibilidad del agente microbiano frente a los aceites esenciales y el control positivo
(clorhexidina), conjuntamente se evalu6 la combinacion de los aceites y la clorhexidina al 0,05%,
0,12% y 0,2% incubando las muestras a 35°C durante 20 horas. Como parte de los resultados se
comprobd que los aceites esenciales poseen actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans. Ademas, los halos de inhibicion de las combinaciones probadas mostraron un incremento
promedio de 4 mm a comparacion de los halos control de clorhexidina. Concluyendo que los
aceites esenciales estudiados en combinacion con clorhexidina pueden usarse en formulaciones
bucales para tratar gingivitis y periodontitis cuyo principal causante es Streptococcus mutans, ya
gue actlian como bacteriostaticos y bactericidas. Ademas, la combinacidn de aceites esenciales y
antibidticos resulta en el incremento de la actividad antibacteriana, lo que puede ser fuente de
investigacion para reestablecer el uso de antibidticos a los que las bacterias han desarrollado

resistencia.

Palabras clave: <Streptococcus mutans>, <Achillea taygeta>, <Achillea holosericea>,
<Tanacetum vulgare>, <ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA>, <CLORHEXIDINA>,
<POTENCIACION>.

# )

. / (J(/. ¢
Diego FapianNVique Lopez
C.1060409900-2
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SUMMARY / ABSTRACT

The main objective of this research investigation was to evaluated the antibacterial activity against
Streptococcus mutans ATCC 25175 of essential oils of Achillea taygeta, Achillea holoseria,
Tanacetum vulgare and the possible potentiation of the effect of chlorhexidine in combination
with them. The research approach was mixed, involving the collection and interpretation of
qualitative and quantitative results. For the antibiogram analysis, the Kirby-Bauer method was
used to establish the sensitivity of the microbial agent to the essential oils and the positive control
(chlorhexidine). The combination of the oils and chlorhexidine at 0.05%, 0.12% and 0.2% was
evaluated together, incubating the samples at 35°C for 20 hours. As part of the results, the essential
oils were found to possess antibacterial activity against Streptococcus mutans. In addition, the
inhibition halos of the tested combinations showed an average increase of 4 mm compared to the
chlorhexidine control halos. In conclusion, the essential oils studied in combination with
chlorhexidine can be used in oral formulations to treat gingivitis and periodontitis whose main
cause is Streptococcus mutans, as they act as bacteriostatic and bactericides. In addition, the
combination of essential oils and antibiotics results in increased antibacterial activity, which can
be a source of research to reestablish the use of antibiotics to which bacteria have developed

resistance.

Keywords: <Streptococcus mutans>, <Achillea taygeta>, <Achillea holosericea>, <Tanacetum
vulgare>, <ANTIBACTERIAL ACTIVITY>, <CLORHEXIDINE>, <POTENTIATION>.

Mgs. Evelyn Carolina Macias Silva
C.1 0603239070
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INTRODUCCION

En Ecuador los problemas de salud bucal y en especial los referentes a la periodontitis presentan
alta prevalencia y se vinculan a factores como higiene, edad, consumo de cigarrillo y
enfermedades sistémicas como diabetes. Representando un obstaculo para el pais, por esta razén
empresas privadas han encabezado campafias de prevencidn y concientizacion, enfocandose en el

cepillado y el uso de productos de higiene oral (Parise Vasco et al. 2020, p. 328).

Las enfermedades bucodentales son consideradas un efecto de la pobreza y las diferencias
sociales, pues en especial la poblacion econémicamente desfavorecida y quienes viven en
localidades rurales se ven més afectados debido a su poco acceso a los servicios de salud, siendo
las caries dentales, periodontitis, pérdida dental e incluso cancer bucal las patologias mas
frecuentes, afectando a méas de 1 000 000 000 de personas a nivel mundial con alrededor de 380
000 casos nuevos de cancer bucal al afio (Castafieda y Sotelo 2023, p. 2).

La medicina herbaria es una alternativa para el tratamiento de la mayor parte de enfermedades en
el sector rural, siendo apreciada por su costo y formando parte de la atencion primaria en salud
(Gallegos Zurita 2016, p. 328). Ecuador debido a su gran diversidad y conocimiento ancestral tiene un
gran potencial para aprovechar las especies vegetales mediante la investigacion de su actividad,
convirtiéndose en un solucién econdmicay accesible para la poblacién afectada por enfermedades

odonto patdgenas (Bermadez del Sol, Pazmifio y Neira 2022, p. 209).

Del gran nimero de bacterias de la cavidad bucal Streptococcus mutans se considera como el
principal agente cariogénico tanto en animales de experimentaciéon como en humanos, pues se ha
detectado en la mayoria de nifios antes de los doce meses de vida. Esta especie fermenta una gran
variedad de azucares de la dieta produciendo acidos orgénicos, disminuyendo el pH y provocando
la desmineralizacion del diente. En caso de no tratarse, el progreso ira desde el esmalte externo al
interno y hasta la dentina en un periodo de cuatro a seis afios, aumentando el grado de la infeccion

en dietas ricas en sacarosa (Machado y Reyes 2021, p. 212).

La familia Asteraceae es la mas abundante en el Ecuador contando con una gran cantidad de
especies usadas con fines odontolégicos, siendo de primera eleccion en el tratamiento alternativo
para aliviar el dolor de muela. Ademas, su alta efectividad y bajo costo en comparacién con la
medicina convencional explican el amplio uso de estas especies, un ejemplo dentro de esta familia

es la Minaria cordiflora, entre sus principios activos se han identificado flavonoides y acidos



como el galico, férmico, acético, orogénico, etc. Usando sus hojas, raiz y tallo en contacto directo
con el diente o la mucosa salival en preparados como jarabes, zumos e incluso polvo (valdéz y

Palacios 2022, p. 244).

El tratamiento incluye productos de higiene bucal mecanica pero la utilizacion de productos
complementarios a ella como el enjuague bucal coadyuvan a la detencidn de estas patologias,
puesto que por su composicion permiten llegar a zonas dificiles de alcanzar por el resto de
productos. Ademaés, estdn compuestos por antimicrobianos sintéticos siendo primordial la
investigacion de nuevas fuentes alternativas y de uso efectivo, que en combinacioén con una
formulacion liquida como el enjuague bucal representaria un gran aporte a la situacién sanitaria

del pais respecto a las enfermedades odonto patdgenas (Ruiz et al. 2023, p. 4).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1  Planteamiento del problema

A nivel mundial la periodontitis es la segunda patologia més frecuente, afectando al bienestar y
la calidad de vida de la poblacion que la padece, estas representan un problema de salud publica
ya que son responsables de una gran parte de la pérdida dental en la poblacién. En Latinoamérica,
la prevalencia es mayor con cifras alarmantes que van desde 15% al 18% de la poblacién (Marin

Jaramillo y Duque Duque 2021, p. 84).

Las enfermedades periodontales se desarrollan mediante un proceso inflamatorio, en su etapa
inicial se la conoce como gingivitis y en su estado avanzado periodontitis que se vincula a varios
factores de riesgo como el tabaquismo, mala higiene bucal, cambios hormonales, diabetes
mellitus, estrés, medicamentos, envejecimiento y factores genéticos. EI conocimiento de estos
factores permite un diagnéstico precoz, identificacién, disefio y aplicacién de medidas
preventivas, asi como el tratamiento adecuado reduciendo el riesgo de llegar a estadios

irreversibles y cronicos (Sanchez Artigas et al. 2021, p. 14).

Las especies bacterianas han desarrollado resistencia a los antibioticos debido a la prescripcién
indiscriminada especialmente en Latinoamérica, a causa de ello se buscan nuevas alternativas.
Los terpenoides representan una opcion terapéutica gracias a su actividad contra
periodontopatdgenos interfiriendo en los procesos metabolicos bacterianos causando dafio

estructural y funcional en la membrana (Cruz Olivo, Ramirez Escobar y Contreras Rengifo 2014, p. 206).
1.2  Limitaciones y delimitaciones

1.2.1 Limitaciones

El presente trabajo experimental se vio limitado metodoldgicamente por la ausencia de sobres
GasPak generadores de CO,, discos de sensibilidad antibi6tica impregnados de clorhexidina y la

disparidad de los aceites esenciales junto a la solucién acuosa del antibiético.

1.2.2 Delimitaciones



1.2.2.1 Delimitacidn Geogréfica

La recoleccidn del material vegetal se realizara en la Provincia de Pichincha en los sectores con

alturas inferiores a los 3 000 m sobre el nivel del mar.

1.2.2.2 Delimitacion Temporal

El trabajo experimental tendrd una duracion de 120 dias a partir de la recoleccion del material
vegetal hasta la obtencion y redaccion de los resultados.

1.2.2.3 Delimitacion de Profundidad

El campo de trabajo experimental ira desde el control de calidad del material vegetal hasta el
estudio de sensibilidad de las diluciones del aceite esencial més el control positivo.

1.3 Problema general de investigacion

¢Se puede comparar el halo de inhibicion de un aceite esencial al de la clorhexidina en solucién

acuosa al 2% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175?

1.4 Problemas especificos de investigacion

« ¢Cudl es el aceite esencial de entre las especies estudiadas que presenta mayor halo de
inhibicion?

« ¢Es comparable el halo de inhibicion de los aceites esenciales y la clorhexidina al 2%?

« (Cudl es el grado de sensibilidad de cada una de las diluciones de clorhexidina frente a
Streptococcus mutans?

« ¢Como actla la combinacion de clorhexidina y aceite esencial frente a Streptococcus

mutans?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general



Evaluar la actividad antibacteriana (in vitro) de tres especies vegetales de la familia

Asteraceae frente a una cepa odonto patégena.

1.5.2 Obijetivos especificos

e Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en las especies Achillea taygeta.,

Achillea holosericea. y Tanacetum vulgare. mediante tamizaje fitoquimico.

e Determinar la actividad antibacteriana de las diluciones del aceite esencial de las especies
vegetales mediante un antibiograma y pruebas de sensibilidad.

e Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial mas el control positivo a través

de un antibiograma y pruebas de sensibilidad.

1.6 Justificacion

1.6.1 Justificacion tedrica

Para el tratamiento de las infecciones periodontales se usan sustancias y medicamentos a los
cuales bacterias como Streptococcus mutans han desarrollado mecanismos de defensa y
resistencia, provocando infecciones dificiles de controlar y combatir de manera eficaz, hasta 2017
se identificaron 9 estudios que muestran una prevalencia y transmisibilidad superior al 50% en
esta cepa y en cuanto a la resistencia frente a la clorhexidina, 6 estudios han demostrado que esta
cepa presenta una resistencia de 56,7% siendo el antibi6tico usado en colutorios con mayor

sensibilidad por el momento (Gevrenova et al. 2020, p. 2).

La familia Asteraceae en Ecuador es una de las mas usadas con fines terapéuticos y sus aceites
esenciales los mas destacados por la presencia de terpenoides a los que se le atribuyen sus

propiedades farmacoldgicas (Gevrenova et al. 2020, p. 3).

La potenciacion de un antibi6tico resultaria en grandes beneficios, pues se lograria tener una
mayor cantidad de recursos disponibles para infecciones no solo periodontales si no de otro tipo
en el que estén involucradas estas cepas y la formulacién de nuevos medicamentos con mayor
efectividad, en el caso de las infecciones periodontales puede hablarse de enjuagues bucales,

suspensiones, tabletas masticables, etc.



Especies como Achillea taygeta., Achillea holosericea. y Tanacetum vulgare pertenecientes a la
familia Asteraceae, crecen y se desarrollan durante todo el afio con resistencia a las épocas de
sequia y amplia proliferacion. Ademas, presentan un bajo costo y no ha sido estudiado por

completo sobre su potencial farmacoldgico (Rivero 2020, p. 2).

1.6.2 Justificacion metodoldgica

La investigacion desarrollada es de caracter experimental in vitro, recolectando resultados a partir
de métodos microbiol6gicos validados y tomados como modelo en investigaciones similares,

apoyando el fortalecimiento del &rea cientifica.

A partir de la metodologia utilizada esta investigacion puede ser replicada teniendo validez y
confiabilidad respecto a los instrumentos de investigacion usados.

1.6.3 Justificacion préactica

Este proyecto experimental cuenta con los recursos para ser desarrollado en los laboratorios de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo contribuyendo a la investigacion de una alternativa

para el tratamiento y prevencién de patologias bucales a base de sustancias de origen vegetal.

Su costo se ve reducido gracias a los equipos y materiales de la institucion aportando al desarrollo
de la investigacién farmacéutica y propiciando lo necesario para demostrar el potencial

antibacteriano de las especies Achillea Taygeta, Achillea Holosericea y Tanacetum vulgare.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1  Antecedentes de investigacion

2.1.1 Enfermedades periodontales

Son consideradas enfermedades inflamatorias cronicas, se caracterizan por formar una biopelicula
bacteriana que al unirse a varios factores tanto de origen local como sistémico desencadenan una
infeccion y posteriormente la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes como el tejido
conectivo, ligamento periodontal, cemento radicular, etc. Una vez producida la infeccion las
principales manifestaciones clinicas son la formacién de una bolsa periodontal, sangrado,
recesion gingival, movilidad dental, disfuncion masticatoria e incluso la pérdida dentaria (Garcia,

Garcia y San Juan 2021, p. 643).

2.1.1.1 Enfermedades periodontales en la poblacién mundial

En el dltimo informe de la OMS sobre la salud bucodental publicado en noviembre del 2022 con
datos de 194 paises, se informa que alrededor de la mitad de la poblaciéon mundial, 3 500 000
personas padecen enfermedades bucodentales y 3 de cada 4 personas afectadas residen en paises

con recursos econdmicos bajos (OMS 2022).

Dentro de las enfermedades mas frecuentes mundialmente se encuentran las caries dentales, que
tiene la mayor prevalencia, mientras que la periodontitis grave es la principal razon de pérdida
dental afectando a 1 000 000 000 de personas y el cancer bucal con 380 000 casos nuevos al afio,
la prevalencia de estas patologias se atribuye principalmente a la desigualdad de acceso a los
servicios de salud bucodental afectando a la poblacién de bajos ingresos, personas con

discapacidad, adultos mayores y personas de comunidades rurales (OMS 2022).
2.1.1.2 Tipos de enfermedades bucodentales.
La primera clasificacion de estas enfermedades se remonta a 1942 cuando se propuso un esquema

basado en los principios de la patologia bésica, la cual fue aprobada por la AAP (Academia

Americana de Periodoncia), clasificando a la enfermedad periodontal en tres grupos:



inflamatorios, distréficos y traumaticos mientras que a la periodontitis se la clasificd en simple y
compleja. Siguieron surgiendo modificaciones y en noviembre de 1986 la AAP adopt6 un nuevo
cambio que abarca un mayor nimero de grupos manteniéndose hasta 1989 cuando se convoco a
un nuevo taller y se modificé nuevamente siendo aceptada por los proximos diez afios (Garcia,

Garcia y San Juan 2021, p. 647).

» Periodontitis del Adulto.
+ Periodontitis de Inicio temprano
a. Periodontitis prepuberal
i.  Generalizada
ii.  Localizada
b. Periodontitis Juvenil
i.  Generalizada
ii.  Localizada
c. Periodontitis Rapidamente Progresiva
+ Periodontitis Asociada a Enfermedades Sistémicas
+  Periodontitis Ulcerosa Necrosante

»  Periodontitis Refractaria.

En 2018 continuaron las modificaciones presentandose una nueva clasificacion de las
enfermedades periodontales y periimplantarias que se considera es mas objetiva a comparacion
de anteriores, ademas de haberse introducido por primera vez la salud periodontal dentro del
grupo 1, siendo el mayor y méas importante cambio debido a que permite un diagnostico y
resultados mas precisos, destacando que la salud periodontal puede existir antes del inicio de una
enfermedad periodontal y se puede restaurar tras haberla padecido (Garcia, Garcia y San Juan 2021, p.

648).

2.1.1.3 Principales modificaciones introducidas a la nueva clasificacién de la enfermedad

periodontal y condiciones periimplantarias.

*  GRUPO 1: Incluye la salud periodontal, enfermedades y condiciones gingivales.

*  GRUPO 2: Periodontitis.

*  GRUPO 3: Incluye enfermedades sistémicas y todas aquellas condiciones que afecten el
tejido de soporte periodontal.

*  GRUPO 4: Incluye enfermedades y condiciones periimplantarias.
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2.1.1.4 Situacion de la salud bucodental en Ecuador.

La salud dental en Ecuador se puede llegar a considerar precaria en la mayoria de la poblacion y
se ve reflejado en la prevalencia de patologias bucales, en el estudio epidemioldgico realizado en
el afio 2010 se reportd que las caries dentales a los 6 afios tienen una prevalencia de 79,9%, 12
afios con una cifra de 60,8% y 15 afios con 71,5%. En cuanto al cancer oral la tasa de incidencia
en los afios 2 000 a 2017 es de 1,80 en varones y de 2,32 en mujeres causando un gran impacto
en el estado de salud en general (Castafieda y Sotelo 2023b, p. 4).

El estado de salud bucal de la poblacion ecuatoriana se ve influenciada por un enfoque materialista
y cultural, pues la desigualdad en las posiciones econdmicas expone a las personas a diferentes
factores ambientales y alimenticios que por consecuencia afectan el estado de salud, ademas de
verse moldeados por la cultura a su alrededor que los predispone al consumo de alcohol, dietas
poco saludables o el tabaco, lo que a su vez supone un estilo de vida de alto riesgo (Palomeque 2018,

p. 175).

2.1.2 Bacterias Odonto Patogénicas

La principal causa de las enfermedades periodontales son las bacterias orales, estas pertenecen a
una amplia comunidad de especies donde Streptococcus tiene mayor prevalencia en la placa
bacteriana de la cavidad oral, entre las especies con mayor predominio se encuentran
Streptococcus mutans, sanguis, mitior, salivarius y miller. En especial S. mutans es conocido
como uno de los causantes de la desmineralizacion del esmalte dental y por consiguiente caries
dentales, ademas de avanzar a posibles bacteriemias y endocarditis infecciosas (Ojeda, Oviedo y Salas

2013, p. 46).

2.1.3  Antibidticos y actividad antibacteriana.

Las enfermedades periodontales siguen un curso de cronicidad, diseminacion y desarrollo de
varias complicaciones dependiendo del huésped y el manejo terapéutico del antimicrobiano,
observandose un incremento en las cepas bacterianas resistentes a los antibidticos tanto por el
abuso de estos, como por la abstinencia en las tomas, lo que supone un riesgo activo para el
manejo de las infecciones pues se tiene como principal objetivo lograr la erradicacion de los

agentes patdgenos. Dentro de los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de infecciones



odonto patogénicas estan los betalactdmicos que cuentan con la ventaja de no estar
contraindicados en embarazo, lactancia, enfermedades crénicas y en caso de pacientes alérgicos

a betalactamicos los antibioticos de eleccion serian los macrélidos (Moreno y Gémez 2012, p. 174).

2.1.4 Medicina Herbolaria

El estudio de las especies vegetales con fines terapéuticos ahora conocida como medicina
herbolaria tiene como objetivo principal brindar una atencion méas sana al paciente, ademas de
prevenir y dar solucién a problemas de resistencia bacteriana y de armonizacion del organismo al
combinar la medicina herbolaria con la dieta y el ejercicio, en el caso de los servicios de
odontologia se integra este tipo de opcion como medicina preventiva dentro de los productos de

higiene bucal (Macias Lozano, Loza Menendez y Guerrero Vardelly 2019, p. 769).

Dentro del tratamiento odontoldgico, las plantas que mas destacan al ser usadas y estudiadas son
el Romeroy la caléndula empleados como antiinflamatorios en aftas bucales, heridas en la mucosa
y quemaduras, la sabila usada en gingivitis descamativa y GEHA (gingivoestomatitis herpética
aguda), el ajo y romerillo usados en odontalgias, GEHA y GUNA (gingivitis ulcerosa necrosante
aguda), el llantén usado en gingivitis crénica, GEHA, ulceraciones, odontalgia y alveolitis (Macias

Lozano, Loza Menendez y Guerrero Vardelly 2019, p. 770).

2.1.5 Aceites esenciales

Los aceites esenciales formados por compuestos organicos han demostrado una gran eficacia en
el control de inflamaciones del tejido bucal, ademas de una reduccién significativa del biofilm
supragingival mejorando la salud bucal de los pacientes. Las formulaciones de colutorios
principalmente usan antibiéticos, pero su combinacion con aceites esenciales esta llegando a
competir ampliamente en el mercado por su eficacia y capacidad para romper la pared celular de
varios microorganismos suprimiendo su actividad enzimética e inhibiendo las endotoxinas de los

patdgenos (Asquino et al. 2016, p. 5).

2.1.6 Familia Asteraceae

2.1.6.1 Descripcion
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Se estima que esta familia es una de las mas grandes a nivel mundial con alrededor de 1 535
géneros y hasta 32 000 especies, ademas es considerada como una familia cosmopolita debido a
su gran capacidad de adaptacion y crecimiento pues se distribuye en la gran mayoria de latitudes,
atribuyéndose esta caracteristica a sus mecanismos de dispersion y a las variadas condiciones
ecologicas por lo que es comUn verlas compitiendo con especies o cultivos nativos de una zona

(Mufioz 2010, p. 83).terpen

2.1.6.2 Caracteristicas

Familia herbacea que incluye especies lianoides y lefiosas, sus hojas son simples o compuestas
dispuestas alrededor del tallo cominmente en roseta, ciertas especies han desarrollado espinas
como mecanismo de defensa frente a herbivoros, en cuanto al fruto este es seco con una Unica
semilla. Quimicamente esta familia es considerada muy rica en cuanto a metabolitos secundarios
siendo muy comunes los sesquiterpenos amargos, poliacetilenos, terpenoides volatiles y varios

tipos de alcaloides entre otros compuestos (Molina, Lopez del Rincén y Agroforestales 2016, p. 2).

2.1.7 Achillea

2.1.7.1 Caracteristicas

Plantas herbaceas con tallos ascendentes de entre 8 a 10 centimetros generalmente son simples y
pubescentes, sus hojas son lanceoladas o lineales de 3a 5 cm de largo y entre 0,5y 1,2 centimetros
de ancho, se caracterizan por ser pinadas y divididas con numerosos segmentos lineales y de color
marrén claro hasta un tono casi negro. Las inflorescencias son pequefias y compactas con flores
comunmente blancas y purpura, esta especie es considerada polimorfa y su época de floracién va
desde mayo o junio hasta septiembre mientras que el crecimiento y la siembra puede realizarse
en cualquier época del afio debido a la alta resistencia y adaptabilidad a la diversidad

climatolégica (Mufioz, Santos y Beato 1999, p. 119).

2.1.7.2 Taxonomia

La tabla 2-1 describe el nivel jerarquico en el que se clasifica el género Achillea, también

conocido como taxonomia.
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Tabla 2-1:; Taxonomia Achillea

Categoria taxonémica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisién Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceas
Género Achillea

Fuente: (Mufioz, L. et al. 1999).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

2.1.7.3 Composicion Quimica

Estas especies pueden llegar a contener hasta un 50% de camazuleno formado a partir de lactonas
sesquiterpénicas, en general su composicion varia segin el cariotipo de la planta, pero los
componentes principales son los azulenos, camazuleno, el beta-pineno, alfa-pineno y cariofileno.
Los componentes identificados en el aceite esencial son los poliacetilenos, flavonoides, acidos
fendlicos, triterpenos, esteroles, cumarinas, taninos, estaquidrina, colina, glicinbetaina, heterdsido
cianogénico prunasina y en las partes subterraneas de la planta se llegan a acumular alcamidas

(Mufioz, Santos y Beato 1999, p. 124).

2.1.7.4 Usos

Utilizada en diversas regiones del mundo por sus propiedades cicatrizantes, antihemorragicas y
analgésicas, en el norte de Europa y América sus nativos las usaban como anticonceptivos,
abortivos y como estimulante menstrual. Las especies de Achillea son reconocidas también por
su alta actividad hipoglucemiante, como antiulceroso y frente a distintos tipos de bacterias,
hongos y parésitos, atribuyendo sus propiedades a su diversidad en cuanto metabolitos

secundarios y mostrando un fuerte potencial investigativo (Saeidnia S et al. 2011, p. 180).

2.1.8 Tanacetum

12



2.1.8.1 Caracteristicas

Planta perenne originaria de zonas templadas e introducida a América con fines medicinales y
horticolas creciendo actualmente de forma silvestre, tiene hojas de color verde que van de 15 a
25 cm de largo, sus corimbos en forma de botdn tienen de 10 a 70 flores capitulares amarillas que

poseen un fuerte aroma proveniente de sus aceites (A¢imovi¢ y Puvaca 2020, p. 416).

Su apariencia es similar a las margaritas por lo que es comun encontrar esta especie en jardines y
bordes de carreteras, crece hasta 1 m en altura floreciendo desde julio hasta octubre, es también
conocida como pluma debido a sus hojas y tiene una larga historia de uso tomando importancia
como un agente medicinal multipropdsito (Pareek et al. 2011, p. 104).

2.1.8.2 Taxonomia

La tabla 2-2 describe el nivel jerarquico en el que se clasifica el género Tanacetum.

Tabla 2-2: Taxonomia Tanacetum

Categoria taxonémica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisién Spermatophyta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceas
Género Tanacetum

Fuente: (Pareek, A. et al. 2011).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

2.1.8.3 Composicion quimica

Sus constituyentes quimicos son variables, el aceite esencial presenta un alto contenido de tuyona,

que puede provocar vémitos y sangrado uterino, ademas de componentes amargos, terpenos, 1,8-
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cineol, trans tujona, alcanfor, mirtenol, crisantenona, cimeno, iso tujona y acetato de bornilo
(Kumar y Tyagi 2013, p. 160).

En su composicion se encuentran mayoritariamente flavonoides, &cidos volatiles, cumarinas y
lactonas sesquiterpénicas conocidas como los principios bioldgicamente mas activos destacando
la partenolina presente en las glandulas de las hojas, este compuesto representa el 85% del total

del contenido de sesquiterpenos (Pareek et al. 2011, p. 104).

2.1.8.4 Usos

Sus compuestos quimicos han demostrado una importante actividad analgésica, antibacteriana,
antiinflamatoria y antipirética. Las semillas de esta especie tienen una alta actividad contra
bacterias gram positivas, levaduras y hongos filamentosos. Ademas, sus extractos mostraron

actividad antifingica contra Candida albicans y Candida tropicalis (Kumary Tyagi 2013, p. 160).

Su componente quimico principal, las lactonas sesquiterpénicas, han demostrado efectos
bactericidas frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, mientras que compuestos como
los monoterpenos le confieren la propiedad epileptdgena siendo un potente convulsivo (Kumar y

Tyagi 2013, p. 160).

2.2 Referencias Teoricas

2.2.1 Terpenos

Su nombre proviene del aleman Terpentin, también llamados terpenoides, son constituyentes de
los aceites esenciales desempefiando en ellos un papel farmacol6gico importante, se clasifican
segun el nimero de unidades de isopreno que se unen (Ramirez Ramirez 2006, p. 41).

2.2.2  Sesquiterpenos

Formado por 3 unidades de isopreno, sus principales compuestos quimicos son cedrol, azulenos

y farnesol, generalmente son los responsables del fuerte olor en las especies vegetales (Ramirez

Ramirez 2006, p. 41).
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2.2.3 Albrigi Spring

Extractor que usa la técnica de destilacion a vapor para obtener aceites esenciales y agua
aromatica, cuenta con una capacidad de 12 litros y se puede usar con flores, raices, resinas, hojas

y ramas pequefias (ALBRIGI IN HERBA 2020, p. 2).

2.2.4 Antibiograma

Técnica de laboratorio que tiene como objetivo evaluar la respuesta de un microorganismo a uno
0 varios antibidticos y traducir esta respuesta en un factor predictivo sobre la eficacia clinica del
antibidtico (Cantén 2010, p. 376).

2.2.5 Tamizaje fitoquimico

Serie de ensayos simples, rapidos y selectivos que tienen como objetivo la deteccion cualitativa
de grupos o familias de metabolitos secundarios a partir de extractos etéreo, etandlico y acuoso
de hojas, tallos, cascara, semillas o raices de especies vegetales (Morales et al. 2011, p. 333).

2.2.6  Streptococcus mutans ATCC 25175

Coco gram positivo anaerobio facultativo, principal responsable de las caries dentales, con dietas
altas en carbohidratos es un productor de &cidos organicos responsables de la desmineralizacion
de los dientes y lesiones en el tejido bucal (Checalla y Sanchez 2021, p. 147).

2.2.7 Clorhexidina

Uno de los principales antisépticos usados en odontologia para desinfeccion, inhibe la formacion

de placa bacteriana ademas de tener actividad residual al unirse a la queratina y ser poco irritante,

suele presentarse en concentraciones al 0,12% y al 0,2% (Cova et al. 2020, p. 7).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Enfoque de Investigacion
Se maneja un enfoque mixto, pues se estd implicando la recoleccion e interpretacion de datos
cualitativos y cuantitativos. La metodologia usada nos vierte datos cualitativos como en el
tamizaje fitoquimico y el grado de sensibilidad de Streptococcus mutans ATCC 25175 frente al
antibidtico y datos cuantitativos en cuanto a las concentraciones y la medida de los halos en el
antibiograma.
3.2 Nivel de Investigacion
3.2.1  Nivel correlacional
Investiga la relacion que existe entre 2 0 més variables, para este caso se medira la relacion entre
la actividad antibacteriana, los aceites esenciales y sus diluciones para posteriormente medir la
afinidad y el potencial del aceite esencial mas el control positivo.
3.2.2  Nivel aplicativo
Resuelve problemas con el fin de aportar a la comunidad cientifica transformando el conocimiento
y métodos actuales. El proyecto experimental presentado expone una alternativa en el tratamiento
y prevencion de patologias bucales basado en especies vegetales de uso comun en la medicina
tradicional.
3.3 Disefio de Investigacion
3.3.1 Segun la manipulacién o no de la variable independiente
Se usa un disefio de investigacion experimental dado que la manipulacion de la variable

independiente es necesaria. Este disefio esta integrado por métodos y técnicas que nos permiten

obtener informacidn y datos necesarios para estudiar la hipotesis planteada.
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3.4 Tipo de estudio

3.4.1 Investigacion bibliogréafica

La fuente de obtencion de la informacidn necesaria seran libros, revistas, articulos cientificos o
cualquier documento de apoyo para la investigacion, teniendo en cuenta que debe ser relevante y

confiable.

3.4.2 Investigacion de laboratorio

Se parte de una hipétesis que puede ser confirmada o desmentida mediante la experimentacion,
se manipula las variables independientes y se estudia la modificaciéon de las variables

dependientes en respuesta al cambio generando asi nuevo conocimiento.

3.5 Poblacion y Planificacion, seleccion y calculo de tamafio de la muestra

La poblacion usada seran las partes aéreas de las especies vegetales Achillea taygeta, Achillea
holosericea y Tanacetum vulgare que se recolectaran en la provincia de Pichincha en los sectores
con alturas inferiores a 3 000 m sobre el nivel del mar, mediante un muestreo aleatorio simple
para obtener 2 kg de cada especie vegetal (Sanchez Gonzélez y Gonzélez Ledesma 2007, p. 127).

Para la recoleccion del material vegetal se tomara en cuenta los siguientes criterios.

3.5.1 Criterios de inclusion

Especies vegetales de buen estado, sin manchas, de colores caracteristicos y con superficies

integras.

3.5.2 Criterios de exclusion

Especies vegetales que presenten dafios por accién de insectos o animales, deterioro por

condiciones ambientales, estén en proceso de descomposicién o contaminacion microbiolégica.
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3.6  Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.6.1 Parametros de control de calidad del material vegetal

Los ensayos se realizan por triplicado en base a métodos fisicoquimicos para garantizar la calidad
del material vegetal y estan establecidos en el folleto de Farmacognosia y Productos naturales

(Miranda 2002, p. 69).

Es necesario para continuar con los ensayos que la planta haya sido secada a 40 °C y

posteriormente triturada.

3.6.1.1 Determinacién del contenido de humedad

Permite determinar la cantidad de agua presente en la planta y por consecuencia su estabilidad o

riesgo de contaminacion microbiana.

Procedimiento: En una balanza analitica se pesa 2 g de la planta seca y triturada, a esta se la
coloca en el platillo de la termobalanza ya calibrada y se inicia el analisis durante 5 minutos hasta

obtener en la pantalla el valor en porcentaje de humedad.

3.6.1.2 Determinacion de cenizas totales

Representan el contenido inorganico o de minerales total en el material vegetal detectado a partir

de una incineracion.

Procedimiento: Se pesa 2 g de la muestra triturada en un crisol previamente tarado, se lleva a
carbonizar la muestra y posteriormente a incinerar en la mufla a 750 °C durante dos horas. Al
transcurrir el tiempo necesario se lleva el crisol a un desecador para enfriar y pesar hasta que dos

pesos seguidos no difieran en mas de 0,5 mg por g, es decir sea una masa constante.

Para obtener el resultado de cenizas totales en porcentaje se usa la siguiente expresion.

Donde:
C = porcentaje de cenizas totales
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M = masa del crisol vacio (g)
M1 = masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico para el calculo en porcentaje

3.6.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Procedimiento: A la muestra obtenida del ensayo de cenizas totales se le afiade 15 mL de agua,
se tapa el crisol y se mantiene en ebullicion durante 5 minutos. Se filtra y las cenizas restantes se
colocan en el crisol para carbonizar y posteriormente incinerar por dos horas. Se coloca en el

desecador para enfriar la muestra y se pesa hasta llegar a una masa constante.

Para obtener el resultado de cenizas solubles en agua en porcentaje se uso la siguiente expresion.

M2 - M1
= mxmo
Donde:

C = porcentaje de cenizas solubles en agua

M = masa del crisol vacio (g)

M1 = masa del crisol con las cenizas totales(g)
M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico para el calculo en porcentaje

3.6.1.4 Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Procedimiento: A las cenizas totales obtenidas se les afiade de 2 a 3 mL de &cido clorhidrico al
10% en un crisol, se lo tapa con un vidrio reloj para calentarlo a bafio maria durante 10 minutos.
Se lava el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente teniendo cuidado de que el borde del vidrio reloj
toque el borde interior del crisol, se filtray lava el residuo con agua caliente, hasta que el filtrado
acidulado con &cido nitrico al cual se afiadi6 dos gotas de nitrato de plata 0,1 mol/L no muestre
presencia de cloruros y se coloca en una estufa a 105 °C por 2 horas, se enfria en el desecador y

se pesa hasta llegar a masa constante.

Para obtener el resultado de cenizas insolubles en acido clorhidrico en porcentaje se usé la

siguiente expresion.
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M2 - M1
= mxwo
Donde:

C = porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico
M = masa del crisol vacio (g)

M1 = masa del crisol con las cenizas totales (Q)

M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico para el calculo en porcentaje

3.6.2 Tamizaje Fitoquimico

3.6.2.1 Extraccion sucesiva del extracto etéreo, etanélico y acuoso

Para el método de extraccion sucesiva se secO el material vegetal, en este caso las hojas y flores
de la planta y se trituraron para seguir con los pasos del protocolo descrito en las Ilustraciones 3-
1 hasta la 3-4, métodos establecidos por (Miranda 2002, p. 111).

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE
|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREQ

Medir volumen y calcular concentracion

REgIDUO SOLIDO

ecar y pesar

|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y caleular conceniracion

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO .
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

XTRACTO ACUOSO

E.
Medir volumen ¥ calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

lustracion 3-1: Protocolo de extraccion para tamizaje fitoquimico.

Fuente: (Miranda, M. 2002)

3.6.2.2 ldentificacion de metabolitos secundarios
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Tras haber obtenido los extractos se identificd los metabolitos secundarios en base a los siguientes

protocolos.

EXTRACTO ETEREQ

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5 L
ENSAYO DE BALJET

5mL
BN S AYQ DE SUDAN (LACTONAS Y COUMARINAS)

(ACEITES Y GRASAS)

5'mL
ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARL
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)

15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFF

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

lustracion 3-2: Protocolo de tamizaje fitoquimico del extracto etéreo.
Fuente: (Miranda, M. 2002)

EXTRACTO ALCOHOLICO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

-

imL
ENSAYOD DE
CATEQUINAS

2mL
ENSAYD DE

KEDDE
(CARDENOLIDOS |

2mL
ENSAYD DE
BORNTRAGER]
GLIMCNAS

2mL
ENSAYD DE
FEHLING
(AZ REDUCT ORES)

2mL
EMSAYD DE
CISFH
FENCLES ¥ TAMNOS)

2'mL

EMSAYD DE
LIEBERMAMN-BUCHARD
(TRITERFENDS-ESTERDIDES)

m B ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER

2mL (ALTALOIDES)

EMNSAYO DE

NINHIDRINA

IAMINDACIDOS)

2'mlL
ENSAYD DE 2mL
RESINAS ENSAYO DE

ANTOCIANIDINA

2mL

EMSAYD DE BALIET
[LAGTONAS)

2'mL

EMSAYD ESPUMA
(SAPDNINAS]

2mL

(FLAVONOIDES)

llustracion 3-3: Protocolo de tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico.
Fuente: (Miranda, M. 2002)

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

2 mL
ENSAYO DE SHINODA
(FLAVONOIDES)
2mL
ENSAYQ DE FEHLING
{AZ REDUCTORES)
2 mL
ENSAYO DE CLORURO
FERRICO

(TANINOS)

10 mL

ENSAYO DE
MUCILAGOS

102 GOTAS
ENSAYO DE
PRINCIPIOS AMARGOS

2mL
ENSAYO DE ESPUMA
(SAPONINAS)

llustracion 3-4: Protocolo de tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.

Fuente: (Miranda, M. 2002)

3.6.2.3 Ensayo de Sudan
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Identifica la presencia de compuestos grasos afiadiendo 5 mL de extracto en un tubo de ensayo y

sumando 1 mL de reactivo sudan 111 o IV para llevarlo a evaporar en bafio maria.

Interpretacidn positiva: presencia de gotas o de una coloracion roja en la superficie del liquido

0 en las paredes del tubo de ensayo.

3.6.2.4 Ensayo de Dragendorff

Identifica alcaloides mediante la evaporacion del solvente en 5 mL de extracto en un tubo de
ensayo, al residuo se le afiade &cido clorhidrico al 1% en agua, en caso del extracto acuoso se
afiade una gota de acido clorhidrico concentrado y 3 gotas de reactivo Dragendorff.
Interpretacion positiva: (+) Opalescencia, (++) Turbidez definida y (+++) Precipitacion.
3.6.2.5 Ensayo de Mayer

Identifica alcaloides con un proceso similar al ensayo de Dragendorff con la diferencia de que se
afiadié una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agito, filtro y se agregd 3 gotas de reactivo de
mayer.

Interpretacién positiva: (+) Opalescencia, (++) Turbidez definida y (+++) Precipitacion.
3.6.2.6 Ensayo de Wagner

Identifica alcaloides mediante la evaporacion del solvente en 5 mL del extracto, al residuo se
afiade 1 mL de &cido clorhidrico al 1% en agua y en caso del extracto acuoso se afiade una gota
de acido clorhidrico concentrado y 3 gotas de reactivo de Wagner.

Interpretacion positiva: (+) Opalescencia, (++) Turbidez definida y (+++) Precipitacion.

3.6.2.7 Ensayo de Baljet

Identifica compuestos con grupos lactonicos como las cumarinas al evaporar el solvente en 5 mL

de extracto, al residuo se afiade 1 mL de alcohol etilico y 1 mL de reactivo de Baljet.
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Interpretacidn positiva: (++) Coloracion rojiza y (+++) Precipitacion de color rojo.

3.6.2.8 Ensayo de Liebermann-Burchard

Identifica la presencia de triterpenos y esteroides. Se evapora el solvente en 5 mL del extracto, al
residuo se afiade 1 mL de cloroformo y 1 mL de anhidrido acético, se mezcla y afiade 3 gotas de

acido sulfurico concentrado por las paredes del tubo de ensayo.

Interpretacion positiva: cambio de coloracion brusco, muy rapido (Rosado — Azul), rapido
(Verde intenso) y fin de reaccion (oscuro - negro).

3.6.2.9 Ensayo de Catequinas

Se toma una gota de extracto etandlico con un capilar, se coloca en un papel filtro y se adiciona
una gota de solucidn de carbonato de sodio.

Interpretacién positiva: Mancha verde carmelita en el papel filtro al introducirlo en una camara
UVv.

3.6.2.10 Ensayo de Resinas

Se toma 5 mL del extracto etandlico, se afiade 10 mL de agua destilada y se deja reposar.

Interpretacién positiva: presencia de un precipitado

3.6.2.11 Ensayo de Fehling

Identifica la presencia de azUcares reductores, se toma 5 mL de extracto y se evapora hasta llegar

a sequedad, se disuelve el residuo en 2 mL de agua. Se afiade 2 mL de reactivo de Fehling y se

calienta en bafio maria por 10 minutos.

Interpretacion positiva: Cambio de coloracién a rojo o formacién de un precipitado rojo.

3.6.2.12 Ensayo de Cloruro Férrico
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Identifica la presencia de fenoles y taninos, a 5 mL del extracto se afiade acetato de sodio y 3

gotas de cloruro férrico al 5% en solucion salina.

Interpretacién positiva: cambio de coloracion, rojo — vino (fenoles), verde intenso (taninos

pirocatecdlicos) y azul (taninos pirogalotanicos).

3.6.2.13 Ensayo de Ninhidrina

Identifica aminoécidos libres 0 aminas, se volatiliza el solvente de 2 mL del extracto alcohdlico,
se adiciona 2 mL de la solucion de ninhidrina al 2% en agua y se calienta de 5 a 10 minutos a
bafio maria.

Interpretacion positiva: Coloracion azul-violacea

3.6.2.14 Ensayo de Borntrager

Identifica las quinonas, se toma 5 mL del extracto y evapora a bafio maria el solvente hasta
sequedad, se afiade 1 mL de cloroformo y 1 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua, se
homogeniza y se deja reposar hasta la separacion de fases.

Interpretacién positiva: Fase superior con coloracion rosada o roja (++).

3.6.2.15 Ensayo de Espuma

Identifica la presencia de saponinas, se toma 2 mL de extracto etandlico, se diluye en 5 veces su

volumen de agua mezclando y agitando por 10 minutos.

Interpretacion positiva: presencia de espuma de més de 2 mm de altura y persistente durante un

tiempo.

3.6.2.16 Ensayo de Shinoda

Identifica flavonoides, se diluye 5 mL de extracto etandlico o acuoso con 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y una tira de magnesio. Se espera hasta que termine la reaccion y se

adiciona alcohol amilico dejandolo reposar hasta que se separen las fases.
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Interpretacidn positiva: cuando el alcohol amilico toma una coloracidén amarilla e incluso rojiza.

3.6.2.17 Ensayo de Kedde

Identifica la presencia de aminoacidos libres o0 aminas, en el extracto alcoh6lico se coloca 1 mL

de reactivo de kedde dejandolo reposar de 5 a 10 minutos.

Interpretacion positiva: coloracion violacea persistente por 1 a 2 horas.

3.6.2.18 Ensayo de Antocianidinas

Identifica flavonoides, se tomé 2 mL del extracto alcohdlico, se afiade 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado, se calienta durante 10 minutos, se deja enfriar y se afiade 1 mL de agua 'y 2 mL de
alcohol amilico posteriormente se agita y se deja reposar hasta la separacién de fases.
Interpretacién positiva: Coloracion roja o marrdn en la fase amilica.

3.6.2.19 Ensayo de Mucilagos

Identifica la presencia de polisacaridos, se toma 2 mL del extracto y se enfria a temperaturas de
0a5°C.

Interpretacidn positiva: consistencia gelatinosa.

3.6.2.20 Ensayo de Principios Amargos

Se toma 1 gota del extracto acuoso y se procede a saborear y reconocer su sabor.

Interpretacion positiva: Sabor amargo.

3.6.3 Extraccion de Aceites Esenciales

Tras obtener el material vegetal se agrega agua hasta el nivel establecido por la rejilla en el equipo

Albrigi Spring, se lava las hojas y flores para colocarlas en la caldera evitando la formacion de
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tubos de salida para el vapor. Se coloca la parrilla superior y se cierra la tapa del destilador para

posteriormente fijar el tubo de conexidn de vapor y la bureta de vidrio.

Se enciende la fuente de calor que no debe sobrepasar los 100 °C, se pone en funcionamiento el
refrigerante y transcurrida una hora verificar la extraccién, apagar la fuente de calor y recuperar

el aceite extraido.

3.6.4 Meétodo de difusion en agar, técnica de Kirby-Bauer

Es un método cualitativo recomendado por el NCCLS (National Committee for clinical laboratory
Standards) que permite determinar la sensibilidad de una cepa frente a un antibacteriano. Esta
disefiado especificamente para microorganismos de crecimiento rapido, ademas de estar
recomendado para Laboratorios clinicos por ser una prueba rapida, practica y reproducible (Bernal
y Guzman 1984, p. 112).

3.6.4.1 Preparacion de diluciones del aceite esencial y del control positivo

Una vez se obtuvieron los aceites esenciales se realiza diluciones para obtener 4 concentraciones,
la primera seré el aceite esencial como tal, la segunda dilucién sera de 1:10 preparada a partir de
900 uL de dimetilsulfoxido y 100 uL del aceite esencial, la tercera dilucion es de 1:100 y se
prepara mezclando 900 uL de dimetilsulféxido y 100 uL de la dilucién 1:10 y por Gltimo la tercera
dilucién 1:1000 esta compuesta de 900 uL de dimetilsulfoxido y 100 uL de la dilucién 1:100.

La clorhexidina (control positivo) es necesaria en cuatro concentraciones, al 2%, 0,12%, 0,2% y
0,05%, para preparar las diluciones de la clorhexidina se calcula el volumen necesario para cada

una a partir de la siguiente ecuacion.

ClV1=C2V2
Donde:
C1 = Concentracidn de la clorhexidina
V1 = volumen necesario para obtener la concentracion deseada (uL)
C2 = Concentracion deseada
V2 =Volumen final a obtener (1000 uL)
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Una vez obtenido el volumen necesario para llegar a la concentracidn deseada se pipetea dicha

cantidad en un tubo eppendorf y se afiade el restante de las 1000 uL de dimetilsulfoxido.

3.6.4.2 Preparacion del inéculo y el estandar de turbidez

Se prepara el indculo seleccionando entre 4 a 5 colonias del microorganismo de interés,
preferentemente de un cultivo puro o de un aislamiento primario sin usar un cultivo que haya
sobrepasado las 24 horas, es decir colonias cultivadas hasta fase exponencial (20 horas). Incubar
a 37 °C por 18 a 20 horas.

El estandar de turbidez o estandar de McFarland a usar es de 0,5, que se prepara al afiadir 0,05
mL de BaCl,. 2H,0 a 9,95 mL de H,SO4 0,36N. Se homogeniza y se coloca de 6 a 8 mL en tubos
de tapa rosca.

3.6.4.3 Antibiograma con las diluciones del aceite esencial

Se debe realizar la siembra por triplicado mediante el método de Kirby Bauer, una vez activada
la cepa se prepara el medio de cultivo (Mueller Hinton) disolviendo 38 g en 1 litro de agua
destilada calculando la cantidad dependiendo del nimero de placas. Esterilizar en autoclave a
116 °C durante 30 minutos, distribuir el agar con aproximadamente 15 a 20 mL por placa Petri

estéril, dejando enfriar a temperatura ambiente hasta que el exceso de humedad se evapore.

Para la siembra de la muestra se toma un aplicador de algodén y se sumerge en la suspensién con
el microorganismo de estudio rotando por las paredes y quitando el exceso del inéculo, se siembra
uniformemente por la superficie del medio usando el método de agotamiento. Se deja reposar y
secar el medio hasta 20 minutos con la caja Petri cerrada para posteriormente colocar los discos

en blanco sobre la superficie del medio con una separacion aproximada de 2 cm.

Se colocan 6 discos en total y se pipetea 0,15 uL en cada uno, el control negativo
(dimetilsulfoxido), el control positivo (Clorhexidina al 2%) y las 4 concentraciones del aceite
esencial. Por ultimo, se deja secar los discos y se colocan las placas de manera invertida en la

camara anaerdbica durante 18 a 20 horas a 37 °C.
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llustracion 3-5: Patron de distribucion de discos en el medio de cultivo.
Fuente: (Bernal, M. 1984)

3.6.4.4 Antibiograma en combinacidn del aceite esencial y el control positivo

El proceso de preparacién del agar y siembra siguen el método descrito anteriormente, el nimero
de discos en este caso se reduce a 4 colocando en el control positivo 0,15 uL de clorhexidina, el
control negativo 0,15 uL de dimetilsulfoxido, en el disco cuya combinacion es la del aceite
esencial concentrado y el control positivo se agrega 0,075 uL de cada uno dando un total de 0,15
uL en el disco, lo mismo se realiza en la combinacion de aceite esencial con concentracion 1:10
mas el control positivo. Por ultimo, se deja secar los discos y se incuba bajo las condiciones ya
descritas.

3.6.45 Antibiograma en combinacion con las diluciones del control positivo

El proceso de preparacion del agar y siembra siguen el método descrito anteriormente, el nimero
de discos en este caso se reduce a 4 colocando en el control negativo 0,15 uL de dimetilsulféxido
y en los discos restantes las concentraciones de clorhexidina al 0,2%, 0,12% y 0,05% sumado al
aceite esencial concentrado, como se mencion6 anteriormente en cada disco se coloc6 0,075 uL
tanto de la clorhexidina en distintas concentraciones como del aceite esencial dando un total de
0,15 uL por disco. Por ultimo, se deja secar los discos y se incuba bajo las condiciones ya

descritas.
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 Parametros de control de calidad
Las Tablas 4-1, 4-2 y 4-3 reflejan los valores de referencia y resultados obtenidos en los
pardmetros de control de calidad de las especies Achillea taygeta, Achillea holosericea y

Tanacetum vulgare.

Tabla 4-1: Control de calidad de Achillea taygeta.

Parametros Resultados (%) Referencia en base a la
USP 42 (%)
Cenizas Totales 8,962 <10
Cenizas Solubles de agua 8,941 >2
Cenizas insolubles en acido clorhidrico 2,182 <3
Contenido de humedad 9,994 <12

Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-2: Control de calidad de Achillea holosericea.

Parametros Resultados (%) Referencia en base a la
USP 42 (%)
Cenizas Totales 8,451 <10
Cenizas Solubles de agua 6,636 >2
Cenizas insolubles en acido clorhidrico 1,972 <3
Contenido de humedad 9,676 <12

Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-3: Control de calidad de Tanacetum vulgare.

Parametros Resultados (%) Referencia en base a la
USP 42 (%)
Cenizas Totales 10,553 <12
Cenizas Solubles de agua 8,784 <15
Cenizas insolubles en acido clorhidrico 1,332 <3
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Contenido de humedad 9,040 <10
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Los parametros del control de calidad realizado a las especies Achillea taygeta, Achillea
holosericea y Tanacetum vulgare se encuentran dentro del rango establecido por la USP 42,
indicando que las hojas fueron tratadas adecuadamente durante la recoleccion, secado y

almacenamiento.

Gutiérrez & Gonzales, 2021 expresan que la pérdida por secado tiene como objetivo evitar el
crecimiento bacteriano y la hidrdlisis de los constituyentes quimicos. El valor de cenizas totales
y cenizas solubles en agua, indican que las sales minerales como carbonatos, sulfatos, silice y
silicatos no representan un riesgo en la calidad del material vegetal. Los valores obtenidos en las
cenizas insolubles en &cido clorhidrico demuestran que la presencia de silice y metales pesados

en la composicién de las plantas es minima.

Kumar etal. 2021 realizé los andlisis fisico quimicos de Achillea taygeta estableciendo valores
similares a los obtenidos en el laboratorio, ademas revela que los fitoconstituyentes de esta especie
son mayoritariamente solubles en agua. Mustafa etal. 2012, estudid los parametros de Achillea
holosericea sin diferencias significativas en los resultados, ademas analiz6 la toxicidad de los
extractos acuoso y alcoholico revelando una naturaleza no téxica y Fazal, Ahmad y Ajab Khan 2011,
indica para Tanacetum vulgare parametros iguales a los establecidos por la USP 42 revelando un

alto potencial extractivo de sus constituyentes en agua.

4.2  Tamizaje fitoquimico

Las tablas 4-4, 4-5 y 4-6 plasman los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico de los
extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de las especies Achillea taygeta, Achillea holosericea y
Tanacetum vulgare.

4.2.1 Tamizaje fitoquimico de hojas de Achillea taygeta

Tabla 4-4: Resultados del tamizaje fitoquimico de la especie Achillea taygeta.

Determinacion de Indicadores Tipo de extracto

metabolitos Etéreo Alcohdlico Acuoso
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SUDAN

(Aceites - Grasas)

BALJET
(Lactonas - Cumarinas)

DRAGENDORFF
(Alcaloides)

WAGNER
(Alcaloides)

MAYER
(Alcaloides)

LIEBERMANN
BURCHARD
(Triterpenos -

Esteroides)

CATEQUINAS
RESINAS

FEHLING

(Azucares reductores)

CLORURO FERRICO

(Fenoles - Taninos)

ESPUMA
(Saponinas)

NINHIDRINA
(Aminoécidos libres o

aminas)

BORNTRAGER

(Quinonas)

SHINODA

(Flavonoides)

Color rojo (+)

Color rojo (++) Precipitado

rojo (+++)

Opalescencia (+)
Turbidez definida (++)
Precipitado (+++)

Rosado — Azul (+)
Verde intenso (++)
Verde oscuro — Negro (+++)

Mancha verde carmelita (+)
Precipitado (+)

Color rojo o precipitado rojo
(+)

Color rojo vino, verde

intenso o azul (+)

Presencia de espuma por mas

de 2 minutos (+)

Azul violaceo (+)

Rosado (++) Rojo (+++)

Amarillo, Naranja o Rojo (+)
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(+)

(+++)

(+++)

(+++)

(+++)

(+1)

NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

(+)

(++)

(+4)

(++)

(+4)

(+1)

(+)
)
(+)

(+)

(+)

)

(+)

(+)

(++)

(+4)

(++)

(+4)

(+1)

(+)
)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)



ANTOCIANINAS Rojo (++) Marron (+++) NE ) (+)
(Secuencia de grupos de

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) NE ) )
PRINCIPIOS Sabor amargo (+) NE (+) (+)
AMARGOS Y

ASTRINGENTES

INTERPRETACION: Negativo (-), Baja evidencia (+), Evidencia media (++), Alta evidencia

(+++), NE (no se realiza el ensayo)
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Los componentes identificados en los extractos etéreo, alcohélico y acuoso de la especie vegetal
Achillea taygeta fueron aceites, lactonas sesquiterpénicas, cumarinas, alcaloides, triterpenos y
esteroides. El extracto alcohdlico dio resultado positivo a catequinas, azlcares reductores,
fenoles, taninos, saponinas, flavonoides y principios amargos. En el extracto acuoso se encuentran
catequinas, fenoles, taninos, saponinas, aminoacidos libres, quinonas, flavonoides, secuencias de

grupos flavonoides y principios amargos.

Mena Palacios, Silva Lépez y Medina 2020 describe que el alcanfor, monoterpeno caracteristico por
brindar olor a los aceites esenciales, borneol, un monoterpenol con accidn antiséptica y 1,8-cineol
monoterpeno ciclico de accion antibacteriana son los componentes con mayor proporcién en esta

especie vegetal.

El 1,8-cineol en dilucion con DMSO al 5% y su actividad en conjunto con CHX en
concentraciones desde 0,5 hasta 4% fue investigada por Simsek & Duman, 2017, indicando que su
mecanismo de accion resulta similar actuando sobre la membrana plasmatica, siendo la principal
razon de la interaccion sinérgica entre ambos, esta interaccion lleva a un aumento en la eficacia
antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y gram negativas, siempre y cuando la

combinacion no incluya solventes toxicos.

4.2.2 Tamizaje fitoquimico de hojas de Achillea holosericea
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Tabla 4-5: Resultados del tamizaje fitoquimico de la especie Achillea holosericea.

Determinacion de

Indicadores

Tipo de extracto

metabolitos Etéreo  Alcoholico Acuoso
SUDAN Color rojo (+) (+) (+) (+)
(Aceites - Grasas)
BALJET Color rojo (++) Precipitado (+++) (++) (++)
(Lactonas - Cumarinas) rojo (+++)
DRAGENDORFF (++) (++) (++)
Alcaloides
( ) Opalescencia (+)
WAGNER Turbidez definida (++) (+++) (++) (++)
(Alcaloides) Precipitado (+++)
MAYER (+++) (++) (++)
(Alcaloides)
LIEBERMANN Rosado — Azul (+) (+++) (++) (++)
BURCHARD Verde intenso (++)
(Triterpenos - Verde oscuro — Negro (+++)
Esteroides)

CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) NE (+) (+)
RESINAS Precipitado (+) NE ) )
FEHLING Color rojo o precipitado rojo NE (+) +)

(Azlcares reductores) (+)
CLORURO FERRICO Color rojo vino, verde NE (+) +)
(Fenoles - Taninos) intenso o azul (+)
ESPUMA Presencia de espuma por mas NE (+) (+)
(Saponinas) de 2 minutos
NINHIDRINA Azul violaceo (+) NE ) (+)
(Aminoé&cidos libres o
aminas)
BORNTRAGER Rosado (++) Rojo (+++) NE () +)
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(Quinonas)

SHINODA Amarillo, Naranja o Rojo (+) NE (+) (+)
(Flavonoides)

ANTOCIANINAS Rojo (++) Marron (+++) NE ) (+)
(Secuencia de grupos de

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) NE ) )
PRINCIPIOS Sabor amargo (+) NE ) (+)
AMARGOS Y

ASTRINGENTES

INTERPRETACION: Negativo (-), Baja evidencia (+), Evidencia media (++), Alta evidencia

(+++), NE (no se realiza el ensayo)
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Los componentes identificados en los extractos etéreo, alcohélico y acuoso de la especie vegetal
Achillea holosericea fueron aceites, lactonas, cumarinas, alcaloides, triterpenos y esteroides. El
extracto alcoholico dio positivo a catequinas, azlcares reductores, fenoles, taninos, saponinas,
flavonoides y principios amargos mientras que en el extracto acuoso los andlisis dieron positivo
para catequinas, fenoles, taninos, saponinas, aminoacidos libres, quinonas, flavonoides,

secuencias de grupos flavonoides y principios amargos.

Al-Shuneigat, Jehad M et al. 2020 menciona que, en esta especie vegetal predominan los monoterpenos
oxigenados, entre ellos con un 70,22% se encuentran el sabineno, ascaridol, alfa-terpineno, p-
cinenoy con el 27,99% hidrocarburos monoterpénicos. La actividad antibacteriana puede deberse

a estos compuestos o su combinacion.

Sabineno, es el componente con mayor presencia en el aceite esencial, segun la investigacion de
Hidalgo et al. 2012 muestra zonas de inhibicion significativas frente a bacterias gram positivas, con
un mecanismo de accion sin definir. Sin embargo, al ser un monoterpeno oxigenado actla sobre
la membrana bacteriana externa incrementando la permeabilidad, conduciendo a una pérdida de

iones y a la muerte celular.

4.2.3 Tamizaje fitoquimico de hojas de Tanacetum vulgare
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Tabla 4-6: Resultados del tamizaje fitoquimico de la especie Tanacetum vulgare.

Determinacion de

Indicadores

Tipo de extracto

metabolitos Etéreo  Alcoholico Acuoso
SUDAN Color rojo (+) (+) (+) +)
(Aceites - Grasas)
BALJET Color rojo (++) Precipitado (+++) (++) (++)
(Lactonas - Cumarinas) rojo (+++)
DRAGENDORFF (+++) (++) (++)
Alcaloides
( ) Opalescencia (+)
WAGNER Turbidez definida (++) (++) (++) (++)
(Alcaloides) Precipitado (+++)
MAYER (++) (++) (++)
(Alcaloides)
LIEBERMANN Rosado — Azul (+) (+++) (++) (++)
BURCHARD Verde intenso (++)
(Triterpenos - Verde oscuro — Negro (+++)
Esteroides)

CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) NE (+) (+)
RESINAS Precipitado (+) NE () )
FEHLING Color rojo o precipitado rojo NE (+) +)

(Azlcares reductores) (+)
CLORURO FERRICO Color rojo vino, verde NE +) +)
(Fenoles - Taninos) intenso o azul (+)
ESPUMA Presencia de espuma por més NE ) (+)
(Saponinas) de 2 minutos
NINHIDRINA Azul violaceo (+) NE ) (+)
(Aminoé&cidos libres o
aminas)
BORNTRAGER Rosado (++) Rojo (+++) NE ) (+)
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(Quinonas)

SHINODA Amarillo, Naranja o Rojo (+) NE ) )
(Flavonoides)

ANTOCIANINAS Rojo (++) Marron (+++) NE ) (+)
(Secuencia de grupos de

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) NE ) )
PRINCIPIOS Sabor amargo (+) NE ) (+)
AMARGOS Y

ASTRINGENTES

INTERPRETACION: Negativo (-), Baja evidencia (+), Evidencia media (++), Alta evidencia

(+++), NE (no se realiza el ensayo)
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Los componentes identificados en los extractos etéreo, alcohélico y acuoso de la especie vegetal
Tanacetum vulgare fueron aceites, lactonas, cumarinas, alcaloides, triterpenos y esteroides. El
extracto alcohdlico dio positivo a catequinas, azlcares reductores, fenoles, taninos y principios
amargos mientras que, en el extracto acuoso para catequinas, azlcares reductores, fenoles,
taninos, saponinas, aminoacidos libres, quinonas, secuencias de grupos flavonoides y principios

amargos.

Nurzynska, Satata y Kniaziewicz 2022, describe la presencia de beta-pineno un monoterpeno con accién
antibacteriana, beta-tuyona monoterpeno oxigenado de accién antibacterial, sabineno,
monoterpeno biciclico de accion antiinflamatoria, ademas de compuestos como taninos,

alcaloides, flavonoides y acidos fendlicos.

La tuyona al ser un componente mayoritario en el aceite esencial de esta especie y al mismo
tiempo, seguin Gonzalez Vézquez 2009 una sustancia téxica en combinacion con sus isomeros alfa y
beta, es necesario tener cuidado al usarse puro o en concentraciones elevadas durante el embarazo

y la lactancia, pues llega a producir sensacion de calor, vértigo, calambres e incluso taquicardia.

4.3 Antibiograma
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Las tablas 4-7 hasta la 4-16 reflejan los promedios obtenidos de tres repeticiones de las pruebas

de sensibilidad microbiana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

4.3.1 Prueba de sensibilidad de Dimetilsulféxido (DMSO) y Clorhexidina (CHX) frente a

Streptococcus mutans ATCC 25275 a diferentes concentraciones

Tabla 4-7: Halos de inhibicion de las diluciones de DMSO frente a Streptococcus mutans

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones (%)
ATCC 25175
C(-) 1 5 10 20
Medida del halo (mm) 6 6 6 6 6

Grado de sensibilidad NA NA NA NA NA
Interpretacion: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Pielesz etal. 2018 menciona que el dimetilsulfoxido puede aumentar la fluidez y alterar las
propiedades de la membrana cambiando el alcance de penetracion de los compuestos quimicos
en las membranas biolégicas, ademas de ser un solvente eficaz en compuestos insolubles en agua,

usado frecuentemente en estudios bioldgicos y como vehiculo en terapias farmacoldgicas.

Se evalud la actividad antimicrobiana del DMSO al 1, 5, 10 y 20% obteniendo como resultado
ausencia de actividad frente a Streptococcus mutans, la medida de halo reportada en la tabla 7-4
representa el diametro del disco en blanco en mm. Los aceites esenciales fueron diluidos con
DMSO al 10 y 20% debido a que presentaron una solucién homogénea. Se uso la menor
concentracion para las diluciones, garantizando que el grado de inhibicién obtenido no se afecte
por el DMSO.

Tabla 4-8: Halos de inhibicion de las diluciones de la solucion acuosa de clorhexidina al 2%

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones (%)
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2 2

Medida del halo (mm) 0 15 17 19 29

Grado de sensibilidad NA S S S S

Interpretacion: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible
(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
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Realizado por: Chimbo K., 2023.

Las diluciones de clorhexidina al 2% se hicieron en base a las concentraciones presentes en
formulaciones bucales (enjuagues y dentifricos), para posteriormente reducir la cantidad de
antibidtico. A la medida resultante de los halos de inhibicion se rest6 el diametro del disco en
blanco (6 mm) obteniendo las medidas indicadas en la tabla 4-8.

Utria Hoyos et al. 2018 menciona que la clorhexidina es efectiva frente a bacterias gram positivas,
gram negativas, mohos, virus, aerobios y anaerobios facultativos, actuando como bactericida en
concentraciones hasta 0,12% y a mayor dilucién como bacteriostatico, interactua reversiblemente
con los grupos sulfato, fosfato y carboxilo de los tejidos blandos y duros liberdndose
prolongadamente durante 12 horas, se une a la membrana celular bacteriana e incrementa su
permeabilidad llevando a la muerte celular. Ademas, ha demostrado ser uno de los mejores
agentes inhibidores de la placa, recomendado por odont6logos en enjuagues bucales a

concentraciones del 0,1 — 0,2%.

4.3.2 Antibiograma de Clorhexidina 2% y los aceites esenciales en dilucion.

Las tablas 4-9, 4-10 y 4-11 muestran la medida del halo de inhibicion de los aceites esenciales
estudiados y sus diluciones frente a Streptococcus mutans.

Tabla 4-9: Resultados del antibiograma, aceites esenciales en disolucion de la especie Achillea

taygeta.
Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C(-) 1:1000 1:100 1:10 CT C(+)
Medida del halo (mm) 0 1,67 3 6,33 11,67 29
Grado de sensibilidad NA R R R S S

Interpretacion: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-10: Resultados del antibiograma, aceites esenciales en disolucion de la especie Achillea

holosericea.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C(-) 1:1000 1:100 @ 1:10 CT C()
38




Medida del halo (mm) 0 1 2 3,67 11 29
Grado de sensibilidad NA R R R S S
Interpretacién: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-11: Resultados del antibiograma, aceites esenciales en disolucion de la especie

Tanacetum vulgare.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones

ATCC 25175 C(-)  1:1000 1:100 1:10 CT C(¥)
Medida del halo (mm) 0 1 2,67 4 11 29
Grado de sensibilidad NA R R R S S

Interpretacién: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

La actividad antibacteriana se evalué en base al grado de sensibilidad del aceite esencial (AE) en
el antibiograma, tomando como referencia Sensible >12 mm, Medianamente sensible 10-11 mm
y Resistente <9 mm, valores establecidos para la clorhexidina al 2% frente a Streptococcus

mutans.

Streptococcus mutans resultd ser sensible frente a la concentracion total del aceite esencial y
resistente a las concentraciones 1:10, 1:100 y 1:1000. El control negativo, dimetilsulfoxido
(DMSO) no tuvo halo de inhibicion mientras que el control positivo mantuvo un halo de

inhibicién de 29 mm para las tres repeticiones.

La actividad antibacteriana comprobada de los aceites esenciales frente a Streptococcus mutans
segun Aguilar et al. 2018, se debe a la presencia de terpenos y fenoles como el timol, eucaliptol,
mentona, carvacrol y citral, quienes demostraron tener efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

esta bacteria anaerobia y han sido aplicados en formulaciones de salud bucal.

4.3.3 Antibiograma en combinacion de los aceites esenciales y clorhexidina al 2%

Tabla 4-12: Combinacion del aceite de Achillea taygeta y el control positivo.

Promedio de las repeticiones
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Streptococcus mutans  C(-) 1:10 CT C(+)

ATCC 25175
Medida del halo (mm) 0 28,67 29 29
Grado de sensibilidad NA S S S

Interpretacién: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-13: Combinacion del aceite de Achillea holosericea y el control positivo.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C() 1:10 CT C(+)

Medida del halo (mm) 0 28,33 29 29

Grado de sensibilidad NA S S S

Interpretacién: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-14: Combinacion del aceite de Tanacetum vulgare y el control positivo.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C() 1:10 CT C(+)

Medida del halo (mm) 0 28 28 29

Grado de sensibilidad NA S S S

Interpretacién: Control positivo C(+), Control negativo C (-), Concentracion total CT, sensible

(S), Medianamente sensible (1), Resistente (R), No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Al evaluar la actividad antibacteriana de las combinaciones del aceite esencial junto al C(+), no
se puede determinar si la medida del halo de inhibicion se debe a la actividad de la clorhexidina
que mantuvo una medida constante de 29 mm o si el aceite esencial tuvo algun tipo de accién
antibacteriana, puesto que los halos de las combinaciones tuvieron una medida promedio de 28,5
mm. Al tener resultados muy similares es necesario evaluar una nueva combinacion del AE junto

al control positivo a diferentes disoluciones.

Enrile & Santos, 2005 mencionan que la clorhexidina y los aceites esenciales mantienen un

mecanismo de accion similar pues actGan sobre la membrana bacteriana, Ilegan a penetrar el
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biofilm de la placa in vivo para eliminar las bacterias, contribuyendo a su disminucién en zonas
de dificil acceso. Ademas de controlar y reducir la gingivitis poseen excelentes caracteristicas de

tolerancia y seguridad.

4.3.4 Antibiograma en combinacion de los aceites esenciales y la solucidn de clorhexidina a

distintas concentraciones

Tabla 4-15: Resultados antibiograma, combinacion del aceite de Achillea taygeta y las soluciones
del control positivo.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2

Medida del halo (mm) 0 22 24 26

Grado de sensibilidad NA S S S

Interpretacién: Control negativo C (-), sensible (S), Medianamente sensible (), Resistente (R),
No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

La evaluacion de la actividad antibacteriana de las combinaciones probadas dio como resultado
una potenciacion promedio de 5,3 mm frente a Streptococcus mutans, siendo sensible frente a
todas las combinaciones. El control negativo, DMSO no tuvo halo de inhibicion mientras que el

control positivo mantuvo un halo de inhibicion constante de 29 mm para las tres repeticiones.

Al-Shuneigat, Jehad M et al. 2020 investigd el mecanismo de accion de este aceite esencial mediante
ensayos de integridad de la membrana celular y fuga de iones potasio, comprobando que al unirse
el aceite y la membrana existe un fuerte aumento de la permeabilidad permitiendo la entrada de
materia externa, aumentando la densidad 6ptica e incluso provocando la fuga de iones potasio y
material intracelular como acidos nucleicos. Ademas, menciona que existe mayor actividad frente
a bacterias gram positivas atribuido a su pared celular de peptidoglicano permitiendo con mayor

facilidad el paso a componentes lipofilicos.
Tabla 4-16: Resultados antibiograma, combinacion del aceite de Achillea holosericea y las
soluciones del control positivo.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2
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Medida del halo (mm) 0 19 22 24

Grado de sensibilidad NA S S S
Interpretacién: Control negativo C (-), sensible (S), Medianamente sensible (), Resistente (R),
No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Las combinaciones probadas del aceite esencial y el control positivo dieron como resultado una
potenciacion promedio de 4,6 mm siendo todas sensibles frente a Streptococcus mutans sin

embargo, esta especie resultd potenciar en menor grado la solucién de clorhexidina.

El mecanismo de accidn de los aceites esenciales no ha sido definido y tampoco se puede atribuir
a un componente, pues viene dado por una serie de reacciones sin embargo, Al-Shuneigat, Jehad et al.
2020 ha estudiado este aceite esencial informando que el efecto sinérgico entre los componentes
resulta en la union del aceite a la membrana bacteriana provocando una pérdida de la integridad
y un aumento de la permeabilidad, dando lugar a la fuga de iones potasio ademas, el terpineno
presente en el aceite despolariza la membrana conduciendo a la inhibicién de proteinas, ADN y
ARN.

Tabla 4-17: Resultados antibiograma, combinacion del aceite de Tanacetum vulgare y las
soluciones del control positivo.

Streptococcus mutans Promedio de las repeticiones
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2

Medida del halo (mm) 0 19 21 23

Grado de sensibilidad NA S S S

Interpretacion: Control negativo C (-), sensible (S), Medianamente sensible (1), Resistente (R),
No aplica (NA).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

El aceite esencial de esta especie en combinacion con las diluciones de clorhexidina dio como
resultado halos sensibles frente a Streptococcus mutans y una potenciacion promedio de 4 mm

tomando como comparacion el halo de las soluciones de clorhexidina.

Roman et al. 2023 menciona que el mecanismo de accion de esta especie esta asociado a los terpenos,
con una presencia del 99% en los aceites esenciales. Se conoce que, los monoterpenos se unen a

la membrana y posteriormente penetran esta estructura, aumentando la fluidez y permeabilidad e
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induciendo alteraciones en la cadena respiratoria de la bacteria. Ademas, investigd la combinacién
del AE de Tanacetum vulgare junto a varios antibioticos como beta lactdmicos, aminoglucésidos
y quinolonas frente a bacterias multirresistentes deduciendo que estas combinaciones recuperan
las propiedades antibacterianas de los antibi6ticos atribuyéndolo a la compleja accién sinérgica
de los mecanismos de accion. Entre los antibidticos usados estan Cefepima, Amoxicilina + Acido
Clavulanico y Tobramicina en combinacion con el aceite esencial frente a varias cepas como
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae demostrando en cada combinacién que los antibidticos recuperaron su actividad

como inhibidores bacterianos.

4.4  Comparacion de las combinaciones de los aceites esenciales y las diluciones del control
positivo

Tabla 4-18: Achillea taygeta + C(+)

Streptococcus mutans Medida promedio de los halos (mm)
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2
Clorhexidina 0 15 17 19
Combinacion 0 22 24 26

Interpretacién: Control negativo C (-).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-19: Achillea holosericea + C(+)

Streptococcus mutans Medida promedio de los halos (mm)
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2
Clorhexidina 0 15 17 19
Combinacion 0 19 22 24

Interpretacion: Control negativo C (-).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Tabla 4-20: Tanacetum vulgare + C(+)

Streptococcus mutans Medida promedio de los halos (mm)
ATCC 25175 C() 0,05 0,12 0,2
Clorhexidina 0 15 17 19
Combinacion 0 19 21 23
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Interpretacién: Control negativo C (-).
Realizado por: Chimbo K., 2023.

Las tablas 4-18, 4-19 y 4-20 muestran las medidas promedio de los halos de inhibicién tanto de
los controles positivos (Clorhexidina) como de la combinacion de los aceites esenciales junto al
control positivo. En cada tabla se puede identificar que las combinaciones probadas tuvieron un
halo de inhibicion més amplio en comparacién con la clorhexidina, demostrando que puede existir
sinergia entre los aceites esenciales y el antimicrobiano, correlacionando esta sinergia con los

mecanismos de accién similares.

4.5 Analisis de la sinergia entre los mecanismos de accién de los aceites esenciales y la

clorhexidina frente a Streptococcus mutans

Al no haberse definido el mecanismo de accién de cada uno de los aceites, el analisis se enfocara
en el mecanismo general de un aceite esencial en base a los terpenos quienes tienen mayor

proporcidn en los aceites esenciales.

Una vez probadas las diluciones, se defini6 que el orden para obtener una solucién homogénea es
iniciar con la combinacion del DMSO 10%, AE y CHX en ese orden, pues al diluir el AE con el
DMSO permite que la unién posterior con la CHX en solucién acuosa se acople homogéneamente.

El posible mecanismo mediante el cual actla esta combinacion es al unirse la CHX (catiénica) a
la mucina (anidnica) que rodea la mucosa salival mediante la union a los grupos carboxilo, para
ser liberada gradualmente (8 a 12 horas actuando como bacteriostatico) gracias a la segregacion
de iones calcio por las glandulas salivales, al actuar desplazando el calcio de los grupos fosfato

de la placa impide que la bacteria se una a la pelicula evitando su colonizacion.

Mientras tanto la cadena de acidos grasos del aceite esencial mediante interacciones hidrofébicas
se une a los fosfolipidos de la membrana bacteriana, desorganizando su estructura y aumentando
la permeabilidad. Una vez se libera la clorhexidina y la membrana se haya vuelto méas permeable
gracias al aceite esencial, la molécula de clorhexidina que tiene afinidad por la carga negativa de
la superficie bacteriana, se adhiere a ella y absorbe de forma especifica compuestos con fosfato
alterando la integridad de la membrana y su permeabilidad, precipitando el citoplasma, inhibiendo

la utilizacion de oxigeno, disminuyendo los niveles de ATP y causando la muerte celular.
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CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico realizado a las especies Achillea Taygeta, Achillea Holosericea
y Tanacetum Vulgare confirmé la presencia de metabolitos secundarios en el extracto
etéreo, tales como: compuestos grasos, lactonas sesquiterpénicas, cumarinas, alcaloides,
triterpenos y esteroides. Mientras que, en el extracto alcoholico y acuoso se identifico
ademés de los compuestos ya mencionados catequinas, azucares reductores, fenoles,
taninos, principios amargos, saponinas, aminoécidos libres, flavonoides y quinonas.
Atribuyendo la actividad antimicrobiana a varios de estos metabolitos o la combinacion

de los mismos.

Se evalué la actividad antibacteriana de las tres especies vegetales mediante el método de
difusién de discos, concluyendo que todos los aceites esenciales presentaron actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans mientras que, las diluciones 1:1000; 1:100

y 1:10 presentaron actividad antibacteriana poco significativa.

La combinacién de los aceites esenciales y clorhexidina dio como resultado halos de
inhibicion muy similares, por ellos se probd la combinacion de los aceites esenciales y
diluciones de clorhexidina, dando como resultado de todas las combinaciones un halo de
inhibicién mayor a comparacion de los controles positivos frente a Streptococcus mutans

lo que supone la posible sinergia entre mecanismos.
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RECOMENDACIONES
e Se recomienda un estudio mas profundo del sinergismo entre los mecanismos de accion
de los aceites esenciales y los antibidticos con el fin de potenciar la actividad

antibacteriana.

e Se recomienda la identificacion y cuantificacion de los metabolitos secundarios para

determinar cuales son los compuestos responsables de la actividad antibacteriana.

e Se recomienda la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la

concentracion minima bacteriana (CMB).

e Serecomienda probar las combinaciones de aceites esenciales y antibidticos frente a una

variedad de cepas cariogénicas e incluso frente a otras patologias de interés.
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GLOSARIO

Caries dental: Patologia multifactorial considerada una infeccion bacteriana que se caracteriza
por la destruccion de los tejidos calcificados del diente, se manifiesta con lesiones progresivas

pasando por la inflamacion, necrosis y pérdida dentaria (Catala Pizarro & Lillo, 2014, p. 147).

GEHA: La gingivoestomatitis herpética aguda es una infeccion de la cavidad bucal producida
por el virus del herpes simple tipo I, aparece con mayor frecuencia en lactantes y adultos, causa
vesiculas dolorosas en labios, encias, mucosa, lengua y paladar con una duracion de 10 a 14 dias

(Baile u. a., 2010, p. 5).

GUNA: La gingivitis ulcerativa necrotizante aguda es una infeccion que manifiesta dolor en las
encias, necrosis en papilas interdentales, sangrado espontaneo y ataque al estado general, se
caracteriza por un color blanquecino que es facil detectar y el principal factor predisponente es la

malnutricién (Porras & Zerén, 2013, p. 8).

Monoterpenos Oxigenados: Compuestos terpénicos a quienes se les atribuye la actividad
antibacteriana, formados por 10 unidades de carbono que puede ser monociclico, aciclico,

biciclico y en su estructura quimica cuenta con oxigeno (Lépez 2004, p. 89).
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ANEXOS

ANEXO A: CONTROL DE CALIDAD DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS
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ANEXO B: TAMIZAJE FITOQUIMICO
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ANEXO C: OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES
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ANEXO D: ACTIVACION DE LA CEPA ATCC Y PRUEBAS DE CRECIMIENTO
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ANEXO E: ANTIBIOGRAMA CON LAS DILUCIONES DE DIMETILSULFOXIDO Y
DILUCIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES EN DIMETILSULFOXIDO AL 10%

Antibiograma de las diluciones de Diluciones del aceite de Achillea taygeta
dimetilsulféxido

Diluciones del aceite de Achillea Diluciones del aceite de Tanacetum

holosericea vulgare




ANEXO F: ANTIBIOGRAMA DE LAS DILUCIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES Y
CLORHEXIDINA AL 2%

Achillea taygeta Achillea holosericea

Tanacetum Vu|gare Diluciones de clorhexidina




ANEXO G: ANTIBIOGRAMA DE LA COMBINACION DE LOS ACEITES ESENCIALES Y
LA CLORHEXIDINA AL 2%

Achillea holosericea

Tanacetum vulgare Solucién de clorhexidina al 2%




ANEXO H: ANTIBIOGRAMA DE LAS COMBINACIONES DE LOS ACEITES

ESENCIALES Y CLORHEXIDINA AL 0,05: 0,12 Y 0,2%

Achillea taygeta

Tanacetum vulgare

Dimetilsulfoxido




ANEXO I: CEPA Streptococcus mutans ATCC 25175 - CAPILAB S.A.S.

FACTURA No.001-001-000002176
<~ CAPILAB
Oy
E Ndmero de Autorizacion:
* SOLUCIONES DE CALIDAD ® 2706202301179308576800120010010000021763690582019

Fecha y hora de Autorizacion:

27/06/2023 13:48:21
Emisor: CAPILAB S.A.S.

RUC: 1793085768001 Ambiente: PRODUCCION
Matriz: CALDERON (CARAPUNGO) / ATAHUALPA Emisién: NORMAL

29Y PARQUE DIT: LOS BECUERI;JOS Clavede Acceso!
Correo: facturacioncapilab@gmail.com

Teléfono: 0939766699

Obligado a llevar contabilidad: SI

CONTRIBUYENTE REGIMEN RIMPE

2706202301179308576800120010010000021763690582019

Razén Social: MAYERLI LISSETH LEON GAROFALO RUC/CI: 2350417966
Direccion: RIOBAMBA CDLA. LOS OLIVOS CALLE JAIME ROLDOS Teléfono: 0962773628
AGUILERA Y JOSE MARIA VELASCO IBARRA
Fecha Emisidn: 27/06/2023 Correo: mayerli.leon@espoch.edu.ec
Codigo Cantidad Descripcién Detalles Precio Descuento Total
Principal Adicionales Unitario
CL2312 1.00 S. Mutans ATCC 25175 165.000000 $0.00 $165.00
Informacion Adicional Subtotal Sin Impuestos: $165.00
Subtotal 12%: $165.00
Descripcion S. Mutans ATCC 25175 Subtotal 0%: $0.00
Subtotal No Objeto IVA: $0.00
Formas de pago
Descuentos: $0.00
Otros con Utilizacién del Sistema $184.80 0 dias ICE: $0.00
Financiero VA 12%: $19.80
Servicio %: $0.00
Valor Total: $184.80

DATOS BANCARIOS PARA PAGO MEDIANTE TRANSFERENCIA
BCO. PICHINCHA CTA. CTE. #2100254919
BCO. PRODUBANCO CTA. CTE. #02006161878
BCO. INTERNACIONAL CTA. CTE. #0800643573



ANEXO J: IDENTIFICACION DE LA CEPA Streptococcus mutans MEDIANTE TINCION
GRAM

Vista al microscopio Reconocimiento de la morfologia




ANEXO K: AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE
LA DIVERSIDAD BIOLOGICA
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AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 325

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)
1.- AUTORIZACION DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD
EIOLOGICA

2. CODIGOD
MAATE-ARSFC-2023-0325

3.- DURACION DEL PROYECTO

FECHA INICID FECHA FIN

MFE 1221 2031221

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Plaritas

El Ministeric del Ambiente y Agua, en usc de las atribucicnes que le confiere la Codificacion a la
Ley Forestal y de Conservacicn de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

N° da N° REGISTRO GRUPO
ClPasa Nombres y Apellidos HNacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICD
PILCO BOMILLA GISELA . PRODUCTOS N
DE0EI14318 ALEXANDRA Ecuaicriana 1002-12-1135873 MATURALES Magroliopsida
1BE0030626 ﬂmﬁglﬁ'ﬁ" A Ecuatoriana HO APLICA 8 MESES Magraliopsida

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Mombre del Proyecto: Estudio de |a actividad antibacteriana in vitro de seis especies vegetales
frente a Streptococcus mutans
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7.- SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Evaluar la actividad antibacierdana in viiro de seis espacies vegetales frenie a Sireplocoocous mulans

De=terminar el halo de inhibicidn gue cada una de las especies vegetales presenia frenbe a las cepas de inlerés

Deberminar |a actividad anlibacieriana de las especies vegetakes mediante un anlibiograma y pruebas de sensibilidad.

Caractesizar |os metabalitos s=cundarios presenies en las especies mediante amizaje filoquimico.

8.- AREA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O
ESPECIMENES:

PROVINCIAS SNAP BOSQUE FROTECTOR

CHIMBORAZD A A

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

CLASE ORDEN FAMILLA GENERD ESPECIE bl N N
MUESTRA MUESTRA LOTE
" Achillea .
Magncliop=ida Asterales Ast=racess Achilea enillefolium Hajas 5
Magnoliopsida | Asterale Aste Tiarunced Tanaczlum hjas 5
nolia rakes raceas anacetum " ojas y flores
Magnoliopsida Malpighiales Euphorbiaceae | Plussnetia ::i-lubiis hojas 5
. . . . Ricinus "
Magncliop=ida Malighiales Euphorbiaceas Ricirus s Hajas 5
Magncliop=ida Malighiales Euphorbiaceas Cralen Croton lechleri Latex 1

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

Se realizard la recoleccion de las especes vegelales ieniendo en cuenla sus caracleristicas fisicas, evitando

FASE DE agquedlaz con signos de deterioro ambiental y deleriore por insecios. En la recolecsion se emplearan guantes,

RECOLECCION: bolisas die recoleccdn y tjeras esbérles para la realizacon de cortes precisos & incisiones, segln como
cormesponda.

FASE DE Se realizard = lavade de [as hojas de las especes vegelales con agua destiada para retirar 2| malesial axirafo

PRESERVACION: y posieriormentes se realizard sacado a lemperatura infesior a 40°C &n eshufas grado laboralonio.

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO
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METODOS Determinacion de los pardmetns de conirol de calidad de la deoga cruda Determinacitn de cenizas iotales
EMPLEADOS EN Dieterminaciin de cenizas solubles en agua Delerminacidn de cenizas insolubles en dcido clorhidrico. Tamizaje

EL LABORATORIO: Filoquimico Aceiles esenciales

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Grupo BiolGgico a Tipo da

Recolactar Descripcién Equipamianta
" Eruipo &n

Magnoliopsida MICROSCORIO DE ALTA RESLUCION L ria

Maaroli : REACTIVOS PARA TAMIZAIE, REVERBERD, TUBDS DE ENSAYD, SOLVENTES PARA Malerial en
- PREPARACION DE EXTRACTOS Laborataria

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Magnoliopsida Herbano Escusla superio Téanica del Chimborang

14.- RESULTADOS ESPERADOS

Estudios previos realizados en numerosas especies vegetales de la familia Euphorbiaceae
exhiben capacidad antibacteriana debido al rico perfil fitogquimico que posee, entre ellos,
flavonoides, alcaloides, saponinas, glucosidos cardiacos, terpencides, taninos, esteroides, fenoles
y antroguinonas. Ricinus communis, el ejemplar a analizar, sugiere potencial actividad como
bactericida por la alta presencia de tanines, flavonoides y terpenoides, responsables del
debilitamiento del tejido membranoso y la inactivacion de proteinas funcionales del
MICroorganismao.

15.- CONTRIBUCION DEL ESTUDIO PARA LA TOMA DE DESCICIONES A LA
ESTRATERGIA NACIONAL DE BIODIVERSIDAD 2011-2020.

METAS DESCRIPCION

Metal2 15.03Hasta 2017 se ha mplementado dos [2) Centros de Bioconoci mienta El conocimienio de los melabolilos secundarnios
[CBDW) en pravincias seleccionadas para la consenacion de la agrobiodiversidad polenciard &l wso de altemativas naturales a la
local. mesdicina

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES
1. Sclicitud de: PILCO BONILLA GISELA ALEXANDRA
2. Institucion Macional Cientifica : ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
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3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2024/12/06
4. Valoracion técnica del proyecto: LATORRE HURTADO ERIKA GABRIELA

5. Esta Autorizacién NO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS ¥ HONGOS.

6. Esta Autorizacion NO HABILITA EXPORTACION DE FLORA, FAUNA, MICROORGANISMOS
Y HONGOS, sin la correspondiente autorizacion del Ministerio del Ambiente y Agua.

7. Los especimenes o muestras recclectadas no podran ser utilizadas en actividades de
BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GENETICO.

8. Los resultados que se desprendan de la investigacion, no podran ser utilizados para estudios
postenores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previa autonzacion del Ministenio del Ambiente

y Agua.

OBLIGACIONES DELS LOS INVESTIGADORIES.

9. Ingresar al sistema electronico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
biclégica del ministeric del ambiente y agua, el o los informes parciales o finales en formato PDF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depdsito o recibo de las muesiras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatonianas como Internacionales depositanas de material
biologico.

= Escaneado de las publicaciones realizadas o elaboradas en base al matenal biologico
recolectado.

- Escaneado de material fotografico que considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (se mantendra los derechos de autor).

10. Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos el numer de Autorizacion de
Recaoleccion otorgada por el Ministerio del Ambiente y Agua, con el que se recolecto el material
biolagico.

11. Depositar los holotipos en una institucién cientifica depositaria de material bickogico.

12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de prestamo por un periodo no mas de un
afio.
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13. Las muestras bioldgicas a ser depositadas deberan ingresar a las colecciones respectivas
siguiendo los protocolos emitidos por el Curadorfa custodio de los especimenes.

14. Las muestras deberan ser preservadas, curadas y depositadas de lo contrario, se deberan
sufragar los gastos que demanden la preparacion del material para su ingreso a la coleccion
comespondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 3, 10, 11, 12, 13 y 14 se
responsabiliza a PILCO BONILLA GISELA ALEXANDRA.

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
VILLAVICENCIO GAIBOR. RICARDO JAVIER
2024-03-13
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ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

CERTIFICADO DE CUMPLIMIENTO DE LA GUIA PARA
NORMALIZACION DE TRABAJOS DE FIN DE GRADO

Fecha de entrega: 02/05/2024

INFORMACION DEL AUTOR

Nombres — Apellidos: Katherine Yajaira Chimbo Vega

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioguimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioquimica Farmacéutica

BQ&V‘A mllm Bonilla MSc.

Director del Trabajo ;I Tifulacién




