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Resumen

En la actualidad se ha optado por la busqueda y el uso de medicinas y productos mas
naturales en distintos ambitos del area de la salud, apoyadndose en la medicina
tradicional que se ha adquirido por generaciones. Lo anterior también se aplica al area
de la odontologia, por lo que en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa
Rica se han estado realizado pruebas de actividad antibacteriana desde el afio 2012,
con los extractos obtenidos a partir de plantas medicinales de facil obtencion para la
poblacién costarricense, y a las cuales tradicionalmente se les han atribuido
propiedades antibacterianas, para determinar su potencial uso para inhibir una cepa
autéctona de Streptoccocus mutans, con el fin que sean utilizadas como opcién para la
desinfeccién de cavidades dentarias. Esta investigacion pretende describir el método
utilizado para obtener y probar los extractos de las plantas de cucaracha y ufia de gato,
los cuales a pesar de no mostrar una actividad antibacteriana contra la cepa estudiada,
procura abrir una puerta para futuros estudios utilizando otros métodos para la
obtencién de los extractos y asi enfrenarlos contra diferentes microorganismos, lo que
permitiria desarrollar productos para el beneficio de la salud de las personas.

Palabras clave: Streptoccocus mutans, desinfeccion de cavidades dentales, Uncaria
tomentosa, Tradescantia zebrina, digluconato de clorhexidina.
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CAPITULO | INTRODUCCION



1.1 Justificacion

La caries dental es una enfermedad infecciosa, cronica y multifactorial que afecta
los tejidos duros del diente, provocando una pérdida localizada de estos. Su aparicion
esta determinada por la interaccion entre el huésped susceptible, los microorganismos

patdgenos, una dieta rica en carbohidratos fermentables y el tiempo (1,2).

Se ha demostrado que el Streptococcus mutans es el principal microorganismo
implicado en el desarrollo de la caries dental y posee la capacidad de producir lesiones
en fosas, fisuras, superficies radiculares y superficies lisas. Adicionalmente, el
Actinomyces naeslundii provoca el desarrollo de caries en las mismas superficies que el

Streptococcus, mientras que los Lactobacillus lo hacen en &reas con fosas y fisuras (2).

Las lesiones cariosas requieren de varios meses e incluso afios para
desarrollarse y su primera manifestacion clinica corresponde a la mancha blanca, que
es mas comun en las areas de dificil acceso para la higiene bucodental, razén por la
cual no siempre es facil de detectar. La lesion puede avanzar hasta la formacion de una
cavitacion; no obstante, en la etapa inicial es posible detener e incluso revertir su
avance, mediante varias estrategias como la aplicacién de agentes remineralizantes, lo
cual favorece el proceso natural de recuperacion mineral que se da por la presencia de
iones protectores en la saliva, asi como también realizando cambios en el tipo de dieta
y mejorando la remocion del biofilme dental, lo cual evita la necesidad de un tratamiento

invasivo (1,2).



Una vez que la lesibn cariosa avanza hasta formar una cavitacion, la
remineralizacion deja de ser un tratamiento efectivo, por lo que se debe restaurar la
anatomia dentaria mediante algin material con el propdsito de reintegrar la funcion de
la pieza. Al realizar cualquier preparacion sobre la estructura dental, el proceso de corte
provoca gue se forme una capa de detrirus sobre la superficie de la dentina, ocluyendo
y penetrando algunos micrones dentro de los tubulos dentinarios expuestos, ya que la
matriz dentinaria no sufre cortes uniformes, sino que se fragmenta y se adosa por un
efecto de brufiido provocado por el calor y la friccion que se genera durante la
preparacion. La capa de detritus es amorfa y estd constituida por material
desorganizado, fragmentos de matriz colagena mineralizada, particulas inorganicas,
microorganismos (por lo que se considera una superficie contaminada), saliva y células

sanguineas (2,3).

Las bacterias remanentes poseen la capacidad de sobrevivir durante un periodo
prolongado debajo de las restauraciones, si logran suplir sus necesidades nutricionales
a través de la difusiéon de nutrientes, ya sea de la pulpa dental por medio de los tubulos
dentinarios, o bien, por medio de la microfiltracion. Este fenbmeno de subsistencia se
da principalmente en las areas cercanas a los margenes cavo-superficiales de las
restauraciones, ya que en esas zonas existe una mayor disponibilidad de nutrientes, en
comparacion con las paredes axiales o pulpares donde las bacterias tienden a morir,
debido a que los materiales restauradores se aplican directamente y retienen con mayor

facilidad (2).



La necesidad de realizar cambios de restauraciones como consecuencia de su
deterioro o del desarrollo de caries secundaria puede hacer que los pacientes entren en
un ciclo restaurador provocando un debilitamiento progresivo de la pieza dental, pues
se estima que cada vez que se remueve un material restaurador, la cavidad se amplia
al menos 0.6 mm, de modo que el tratamiento se volvera cada vez mas invasivo. En
una revision literaria realizada por Mjér y Toffenetti en el afio 2000, se hall6 que los
reportes de varios estudios transversales indicaron que entre un 50 % y un 60 % de los
reemplazos de las restauraciones en los consultorios dentales eran consecuencia de la

presencia de caries secundaria (2,4,5).

Lo anterior se comprueba en varios estudios. En uno realizado por Ahmad et al.
en el afo 2012, se analizaron las razones de la restauraciéon de 3000 piezas dentales,
de las cuales 470 requerian un cambio y encontraron que las principales razones para
ello fue la presencia de caries secundaria (213 piezas, 7.1 % de las piezas restauradas)

y la fractura de la restauracion (85 piezas, 2.9 % de las piezas restauradas) (6).

Igualmente, en la investigacion de Bahsi et al. (2013) donde clasificaron la causa
del cambio de restauracién en 705 piezas, se confirmd que la primera causa de
reemplazo se debia a la presencia de caries secundaria (30.78 %), seguido de fractura
de la restauracion (17.16 %) (4). De alli la importancia de prevenir la aparicion de
caries secundaria y procurar aumentar la longevidad de las restauraciones hasta donde

sea posible.



Carrillo (2012) encontr6 que en estudios in vivo se aislaron bacterias de
diferentes tipos de restauraciones con un predominio de Streptococcus. Ademas, se
observé que el S. mutans tiene la capacidad de producir caries secundaria, de modo
gue se le atribuye a este microorganismo un papel relevante en el proceso de esas
lesiones en particular (2), razon por la cual la aplicacién de agentes desinfectantes que
logren eliminarlo de manera efectiva brindarian una menor probabilidad de caries
recidiva, favorecerian la longevidad de las restauraciones y prevendrian que las piezas

dentales entren en ciclos restauradores cada vez mas invasivos.

1.2 Planteamiento

¢Presentan los extractos alcohdlicos de Uncaria tomentosa y Tradescantia

zebrina una actividad antimicrobiana contra el Streptococcus mutans comparable a la

del digluconato de clorhexidina al 2 % que permita elaborar un desinfectante de

cavidades efectivo para utilizarse al término de las preparaciones cavitarias?

1.3 Objetivos del estudio

1.3.1 Objetivo general

Determinar si los extractos alcohdlicos obtenidos a partir de las plantas de

cucaracha (Tradescantia zebrina) y ufia de gato (Uncaria tomentosa) poseen actividad



antibacteriana contra el S. mutans con el fin de utilizarlos para la desinfeccion de

cavidades dentarias luego de la remocion de caries.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Investigar acerca de las propiedades medicinales que poseen las plantas de

ufia de gato y cucaracha para encontrar posibles usos en Odontologia.

2. Determinar el método mas efectivo para realizar los extractos de las plantas
en estudio y poder obtener posibles compuestos con actividad antibacteriana de utilidad

para el campo de la Odontologia Restauradora.

3. Obtener los extractos de ambas plantas para realizar pruebas in vitro y
determinar su actividad antibacteriana contra la cepa autéctona S. mutans ATCC

35688.

4. Comparar la actividad antibacteriana de los extractos de ufia de gato y
cucaracha con respecto al digluconato de clorhexidina al 2 % para determinar su

efectividad como agentes antibacterianos.



1.4 Antecedentes

El proyecto de obtencion de extractos de diferentes plantas medicinales
disponibles en Costa Rica y la realizacion de pruebas in vitro para determinar su
efectividad contra la cepa autoctona de S. mutans ATCC 35688 inici6 en el afio 2012,
con el proposito de validar o por el contrario, desmentir las diversas creencias
populares acerca de sus propiedades y potenciales usos, principalmente en lo referente
al campo de la odontologia. En este caso en particular, se busca determinar si es
posible que los diversos extractos se utilicen como desinfectantes cavitarios luego de
las preparaciones dentales realizadas al remover caries, para lo cual se compara con el
digluconato de clorhexidina al 2 % (concentracion a la que se considera «puro» y a

partir del cual se realizan otros preparados a diferentes concentraciones).

En el afio 2012 se obtuvieron extractos etandlicos de hojas de juanilama y de
guizaro frescas, ambos se probaron a concentraciones de 10, 20, 50 y 100 mg/mL, de
ninguno se obtuvo actividad antimicrobiana contra el S. mutans cepa ATCC 35688.
También, se extrajo el aceite esencial de hojas frescas de juanilama, mediante
destilacion por arrastre de vapor, pero no se logré realizar ninguna prueba in vitro con

él, pues no difundié adecuadamente en el agar (7).

En el 2013 se realizaron pruebas con el extracto acuoso obtenido a partir de
muestras de té negro previamente empacadas y la planta de ajo. Para el ensayo de

actividad antimicrobiana se probaron los extractos puros, y en concentraciones de 50 %



y 25 %, con el digluconato de clorexidina (probado a las mismas concentraciones)
como sustancia control. En ninguno de los casos se obtuvo evidencia de actividad
antibacteriana efectiva contra el S. mutans cepa ATCC 35688, pues los halos de

inhibicion obtenidos fueron inferiores a los obtenidos con la sustancia control (8).

Durante el afio 2014 se efectuaron extractos etandlicos de hojas secas de
hombre grande y del fruto fresco de pifia sin cascara, ademas, se obtuvo el aceite
esencial de ruda por medio de destilacion con arrastre de vapor. Se realizaron pruebas
in vitro con cada muestra, pura y a concentraciones de 50 % y 25 %, utilizando
digluconato de clorhexidina como control. Para el caso del hombre grande, la bacteria
presentd cierta susceptibilidad ante el extracto puro, no obstante, su actividad fue
menos efectiva que el de la clorhexidina, y no se observd ninguna actividad
antibacteriana a concentraciones de 50 % y 25 %. Con el extracto de pifia no se obtuvo
ningun efecto antibacteriano a ninguna de sus concentraciones. Finalmente, la ruda
demostré tener cierta actividad antibacteriana contra el S. mutans a todas las
concentraciones probadas, y aunque su efectividad fue menor comparada con el

control, fue la planta que obtuvo mejores resultados (9).

En el 2015 se desarrollaron pruebas con el aceite de semillas de macadamia
trituradas sin sal (obtenidas de un producto comercial) y que se extrajo con la técnica
de Soxhlet, utilizando hexano como solvente; también se extrajo el aceite esencial de
tomillo mediante el método de arrastre con vapor (se utilizaron los tallos, hojas y flores

frescas). Para las pruebas de inhibicion bacteriana se probaron puras y a concentracion



de 25 % y 50 %. El tomillo demostré tener accion inhibitoria contra el S. mutans
comparable al digluconato de clorhexidina (en estado puro tuvo inclusive un mayor
efecto antibacteriano), mientras que la macadamia no mostré actividad antibacteriana

(10).

Finalmente, en el afio 2016 (quinta etapa del proyecto), se obtuvo el aceite
esencial del jengibre a partir de su rizoma por medio de la técnica de arrastre con
vapor, mientras que para el caso de la pimienta negra se utilizaron los granos enteros y
se efectud un extracto etanolico; de igual forma, se realizaron pruebas in vitro con los
extractos puros, al 25 % y al 50 %. El jengibre demostr6 tener una actividad
antibacteriana contra el S. mutans a todas las concentraciones probadas, aunque los
resultados fueron inferiores al control. Por otro lado, la pimienta negra no demostro

evidencia de actividad antibacteriana (11).



CAPITULO Il MARCO TEORICO



2.1 Generalidades de la ufia de gato

2.1.1 Taxonomia (12)
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género: Uncaria Schreb

Especie: Uncaria tomentosa

2.1.2 Nombre cientifico: Uncaria tomentosa (13).

2.1.3 Sinénimos: Nauclea aculeata Willd., Nauclea tomentosa, Ourouparia

tomentosa, Cinchona globifera, Nauclea polycephala, Nauclea surinamesis (13).

2.1.4 Nombres vulgares: Rangallo, Rangaya, Ufia de tigre, Ufia de gato (13,14).

2.1.5 Origen: Amazonia peruana (15).
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2.1.6 Historia

Durante la época precolombina se utilizé en la regién del Amazonas para tratar
tumores malignos, diabetes, cirrosis, dolores reumaticos y artritis (13). En Estados
Unidos se introdujo en la década de 1990, donde gand gran reputaciéon como antiviral
(16). Los indigenas Ashaninka en Perl y los de otras etnias del centro y el sur de
América utilizan la corteza de Uncaria tomentosa de manera regular como parte de su

medicina tradicional (17).

En Costa Rica se colecta desde hace més de 20 afios. Se han enviado muestras
para su analisis a laboratorios de Estados Unidos y Alemania como parte del proyecto
de plantas anticancerigenas. En 1997, se enviaron muestras a Suiza a través de la
Fundacion Neotropica, donde se obtuvo el analisis quimico de los alcaloides oxinddélicos
(que constituyen los productos méas importantes de la planta), los acidos glicésidos

quindvicos, los esteroles y tripterpenos (13).

2.1.7 Caracteristicas:

El nombre de Uncaria proviene de la palabra latina uncus que significa ufias o

ganchos, refiriendo a la forma de las espinas de la planta, y es la razon por la cual las

especies de este género se conocen como uiia de gato (18).
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Se han registrado alrededor de 60 especies del género Uncaria a nivel mundial,
la mayoria de ellas concentradas en paises asiaticos y africanos (18). En América se
distribuye de manera natural desde el sur de México hasta el Amazonas (13) y se ha
reportado la existencia de dos especies (encontradas en Peru): la Uncaria guianensis
(Aubl.) Gmel y la Uncaria tomentosa (Willd) D.C., que es la mas estudiada quimica y

farmacol6gicamente (19).

En Costa Rica solamente se ha observado en la Zona Atlantica y en la Zona
Norte del pais, resaltando lugares como San Carlos, Upala, Los Chiles y desde la Barra

del Colorado hasta Sixaola, donde es mas comun hallarla (13).

La Uncaria tomentosa es una liana tropical trepadora. Alcanza una altura de 18 a
19 m y crece en el tipo de bosque tropical lluvioso a 700-800 m. s. n. m. donde abunde

la luz solar (20,17).

Las ramas jovenes son de forma cuadrangular y en sus tallos presentan unas
espinas ganchudas (no retorcidas) y lefiosas que llegan a medir hasta 2 cm de largo.
Las hojas son de color verde amarillento; ademas, son pecioladas, opuestas y de forma
oblonga u oblonga aovada en las que se presentan finos vellos, por los cuales recibe el
nombre de tomentosa. Las flores son de color blanco amarillento (a medida que
envejecen se vuelven mas amarillentas), se disponen hasta en cinco cabezuelas

esféricas, pedunculadas y pueden ser solitarias o racemosas. Su fruto es bivalvo,
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oblongo aovado y con semillas fusiformes, longitudinales y muy pequefias. Su

reproduccion se da por medio de esqueje y por semilla (13,3,21).

Se han descrito tres variedades de Uncaria tomentosa, las cuales se diferencian
entre si Unicamente por el color de su corteza cuando esta recién cortada (liber fresco),
de modo que se distinguen las de coloracion marron amarillento, rojo oscuro y gris-

blanquecino (21).

2.1.8 Usos en la medicina popular

Tradicionalmente se ha utilizado como tratamiento contra el cancer, gastritis,
Ulcera gastrica, artritis, reumatismo, inflamacion de las vias urinarias, algunas
enfermedades epidérmicas, asma, astenia (fatiga), diabetes y procesos Vvirales;

ademas, se utiliza como contraceptivo y para regular el ciclo menstrual (17,19,21).

Posee propiedades antiinflamatorias (incluso mayores que la de los farmacos
tradicionales), antimutagénicas, antivirales, inmunoestimulantes (promueve la actividad
de macrofagos y neutréfilos) y antioxidantes, las cuales se atribuyen mayormente a su
contenido de alcaloides; los glicésidos extraidos también han demostrado tener

propiedad antiinflamatoria (20,15).

En cuanto a sus propiedades antiinflamatorias, se ha encontrado que la uiia de

gato es capaz de inhibir la produccion de TNF-a (que es una citoquina que media en el
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desarrollo de enfermedades inflamatorias tal como lo es la artritis); ademas, su extracto
etandlico (al 80 %) y acuoso presenta la propiedad de inhibir la COX-1 (ciclooxigenasa
1) y la COX-2 (ciclooxigenasa 2) de una forma moderada a débil (el extracto acuoso es
mas eficiente para inhibir la COX-1, mientras que el etandlico es mas eficiente para el
COX-2). Por otro lado, algunos estudios realizados con ratas demostraron que Su
extracto acuoso es efectivo como tratamiento de la leucopenia ocurrida como

consecuencia del tratamiento con quimioterapia (21).

2.1.9 Evidencia cientifica de actividad antimicrobiana

En un estudio in vitro realizado por Ccahuana et al. (2007), se encontré que el
uso de Uncaria tomentosade forma micropulverizada (la cual era pura e importada de
Peru) tiene actividad antimicrobiana sobre Enterobacteriaceae, Streptococcus mutans y
Staphylococcus spp; no obstante, no presenta efecto inhibitorio sobre Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans. En dicho estudio se realizaron pruebas a
concentraciones entre 0.25-5 %, siendo mas efectiva la concentracion al 3 % con la
cual se inhibi6 el 8% de la Enterobacteriaceae aislada, 52% de S. mutans y 96% de

Staphylococcus spp (22).

También, en la investigacion de Graham White et al. del 2011 se encontré que
los flavonoides presentes en el extracto de ufia de gato demuestran actividad
antibacteriana contra Escherchia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y

Bacillus subtilis (23).
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En pruebas in vitro efectuadas por Herrera et al. (2010) se hallé evidencia de
actividad inhibitoria contra Candida albicans, Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus (las cuales se encuentran, generalmente, en los conductos radiculares de
piezas con fracaso endodontico). En este estudio se aplicd un gel de ufia de gato al 2%,
también se encontré que esta actividad incrementa si se combina con clorhexidina en

gel al 2 % (24).

Posteriormente, en otro estudio de Herrera et al. del 2016, se contaminaron 48
premolares unirradiculares con la bacteria Enterococcus faecalis, para luego
instrumentarlas y dividirlas en cuatro grupos de 12 piezas, cada grupo se irrigd con
diferentes sustancias: gel de clorhexidina al 2 % (EndoGel®), gel de ufia de gato al 2 %,
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5.25 % y solucion salina (grupo control), de las cuales,
luego, se tomaron muestras para determinar su efectividad antibacteriana. El resultado
para el gel de ufia de gato al 2 % es comparable al obtenido con el gel de clorhexidina
al 2 % y el NaOCI al 5.25 %, de modo que se confirm6 que el primero presenta la
sustentabilidad y actividad antibacteriana necesarias para emplearlo como irrigante
endodontico contra las bacterias E. faecalis adheridas a la dentina de los conductos

radiculares durante el proceso de instrumentacion (25).

Se cree que la actividad antimicrobiana de la Uncaria tomentosa se asocia a su

contenido de flavonoides, glicosidos, taninos, triterpenos, compuestos fendlicos,

esteroides vegetales y alcaloides oxinddlicos (22).
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2.2 Generalidades de la cucaracha

2.2.1 Taxonomia (26)
Division: Faner6gamas
Subdivision: Angiospermas
Clase: Monocotiledonea
Subclase: Lnarnioblastas
Familia: Conmelinascéas
Género: Iradescantia

Especie: Zebrina

2.2.2 Nombre cientifico: Tradescantia zebrina Bosse (14)

2.2.3 Sinoénimos: Zebrina péndula Schnitzl, Tradescantia péndula (27).

2.2.4 Nombres vulgares: cucaracha, hoja de milagro, manto del Sefior, manto de

viuda, trenza de gitana, panamefa, siempreviva, cordoncillo morado, oreja de tigre,

zebra, vibora, cucarachita, matali, sangria, hierba de pollo, cohitre morado, barbija,

adorno de Esquipulas (14,27).

2.2.5 Origen:México (28).
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2.2.6 Historia:

La cucaracha ha sido utilizada junto con otras plantas y flores para elaborar las
cadenas con las que los indigenas mexicanos me’phaa realizan los rezos como parte
de las celebraciones en honor a Tata Bego (Sefior del Rayo), la cual coincide con la

celebracion de San Marcos el dia 25 de abril, antes del inicio de la época lluviosa (29).

Ademas, la cucaracha es muy utilizada como planta ornamental dentro de las

casas y en los jardines (30, 31).

2.2.7 Caracteristicas

Se han encontrado aproximadamente 650 especies de la familia Commelinaceae
qgue se distribuyen a nivel mundial, principalmente en las zonas tropicales. De ellas,

alrededor de 32 se encuentran en Costa Rica (31).

En América, se puede encontrar desde México hasta Panamé en los bosques
hamedos a alturas entre los 0 y los 500 m. s. n. m., sin embargo, ha sido una planta

naturalizada en muchos otros paises de las zonas tropicales (14).

La cucaracha es una planta pequefia que crece a ras del suelo. Posee tallos
nudosos que se extienden de forma horizontal en el suelo y a través de los cuales

produce raices. Sus hojas se disponen en dos filas, son lanceoblongas y sésiles, de
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hasta 10 cm de largo y 3.5 cm de ancho, a lo largo de la hoja presenta franjas de color
verde y plateado que se intercalan entre si, mientras que su parte inferior es de color
morado; la vaina de la hoja se cierra formando un tubo alrededor del tallo. Las flores
son efimeras, solitarias, regulares, de 2 a 10 cm de longitud y presentan una coloracion
azul violeta, purpura, rosada o blanca. Su fruto se encuentra dentro de una capsula
trilocular. Su reproduccion se da por medio de fragmentos desprendidos de la planta
madre, los cuales requieren terrenos con abundante materia organica y que posean

suficiente humedad (14,26,28,31).

2.2.8 Usos en la medicina popular

Tradicionalmente, se ha utilizado para tratar quemaduras (en forma de
cataplasma), hemorragias nasales (lavando la cabeza con el agua de la planta cocida),
hematomas (macerando las hojas frescas), para tratar la disenteria (hirviendo una rama
con tres limones partidos durante 15 minutos y luego tomar el agua), para aliviar los
dolores e irregularidad menstrual (en infusién), para aliviar el dolor de oidos y cabeza
(en infusion), para aumentar la produccion de leche (en infusion), combatir la irritacion
de la piel (en forma de cataplasma) y contra las neuralgias faciales (realizando

decoccion y tomando dos tazas cada 8 horas) (14,26).

El extracto de la planta posee efecto estiptico. Los taninos del extracto poseen
capacidad de ser astringentes y antisépticos; los flavonoides le brindan propiedades

antiinflamatorias y las sesquiterpenlactonas le confieren su poder antibacteriano.
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Ademas, se ha comprobado que el uso de extracto de Tradescantia zebrina en forma
de gel facilita la cicatrizacion de la herida postexodoncia, facilitando la formacion de
tejido de granulacion en un tiempo menor y disminuyendo procesos tales como

hemorragia y dolor (26).

Se utiliza para tratar desdrdenes gastrointestinales y cancer gastrico; tiene la
capacidad de inhibir la via de la 15-lipoxigenasa, que esta involucrada en los ataques

de asma, también, se emplea por sus propiedades antioxidantes (32).

2.2.9 Evidencia cientifica de actividad antimicrobiana

En un estudio realizado por Tan et al. se compard la actividad antimicrobiana del
extracto metandlico a concentraciones de 5-10 mg/mL obtenido a partir de las hojas de
cinco plantas de la familia Commelinaceae (Rhoeo spathacea (Swartz) Stearn, Rhoeo
bermudensis, Tradescantia pallida (Rose) D. R. Hunt., Tradescantia zebrina Bosse y
Callisia fragrans Wood) sobre seis especies de bacterias Gram-positivas (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus meticilino resistente y Staphylococcus epidermidis) y seis especies de bacterias
Gram-negativas (Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris (clinica) y Salmonella typhimurium) (32).

De las cinco plantas analizadas, la Tradescantia zebrina mostrO una mejor

actividad antibacteriana, pues fue efectiva contra las seis especies de bacterias Gram-
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positivas y dos especies Gram-negativas (Aeromonas hydrophila y Proteus vulgaris)
requiriendo una concentracion minima inhibitoria menor en la mayoria de los casos.
Esta actividad antimicrobiana superior se atribuye a su alto contenido de taninos y

fenoles (32).

2.3 Generalidades del digluconato declorhexidina

2.3.1 Propiedades

El digluconato de clorhexidina es un compuesto sintético que posee un amplio
espectro antibacteriano contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, por lo que
se emplea ampliamente como agente antiséptico, pues ademas presenta una alta

solubilidad en agua (33,34).

Es una molécula bicatidénica (se encuentra cargada positivamente), lo que le
permite incorporarse a las proteinas salivales y la pelicula adherida, asi como también
penetrar en la dentina y el esmalte dental al unirse a la hidroxiapatita, para luego

liberarse lentamente hasta por 24 horas (actividad antimicrobiana residual) (34)

Dependiendo de la concentracion a la que se utiliza presentara un efecto
bacteriostatico o bactericida. A concentraciones inferiores al 1 % presenta una
actividad bacteriostatica, alterando la membrana bacteriana, mientras que a

concentraciones superiores al 2 % presenta actividad bactericida (34).
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Por otro lado, el digluconato de la clorhexidina inhibe la adherencia bacteriana a

las superficies por medio de la competicion de calcio (35).

2.3.2 Utilizacion como parte de la Odontologia Restauradora

El digluconato de clorhexidina, debido a sus propiedades antibacterianas,
inicialmente se utiliz6 como desinfectante de las cavidades dentarias antes de colocar
la restauracion, para asi prevenir caries recidiva y la sensibilidad posoperatoria

(provocada por la irritacion que generan las bacterias) (33).

Gendron et al., 1999 (citado en Pamacondor, 2010) descubrieron que el
digluconato de clorhexidina posee la propiedad de inhibir la actividad de las enzimas
proteoliticas enddgenas presentes en la dentina: las metaloproteinasas de la matriz
(MMPs), encargadas de la degradacion de la matriz colagena extracelular tanto durante
la morfogénesis dental como en el proceso de caries dental, ya que se ha encontrado
qgue los acidos producidos por las bacterias cariogénicas provocan la activacion de las
MMPs. Adicionalmente, Pashley et al., 2004 (citado en Pamacoéndor, 2010) encontraron
evidencia que las fibras colagenas desmineralizadas son degradadas por las MMPs,
liberadas paulatinamente a lo largo del tiempo aln en ausencia de colonizacion

bacteriana (33).

Lo anterior cobra importancia en las restauraciones de resina cuya adhesion a la

dentina se basa en fendmenos micromecanicos, pues al realizar el grabado acido se
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desmineraliza la dentina exponiendo sus fibras colagenas, las cuales, posteriormente,
formaran la capa hibrida como resultado de infiltrar y polimerizar monémeros resinosos
sobre ellas. No obstante, los mondémeros resinosos no tienen la capacidad de penetrar
en todas las fibras colagenas, por lo que las desprotegidas se degradan con el tiempo
por la accion de las MMPs, de modo que el digluconato de clorhexidina permitira
prevenir o retardar dicho proceso proporcionando una mayor longevidad de la capa

hibrida (33,35).

De modo que el digluconato de clorhexidinase puede utilizar inmediatamente
después de remover el tejido carioso simplemente como un gente antimicrobiano o,
posteriormente, al grabado &cido justo antes de la colocacion del adhesivo para
adicionalmente promover la preservacion de la capa hibrida, en este Gltimo caso debe

utilizarse en una concentracion igual o superior al 0.1 % (35).
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CAPITULO Ill METODOS DEL TRABAJO



3.1 Obtencion de los extractos

3.1.1 Obtencion del extracto de ufia de gato

Las muestras de corteza seca de U. tomentosa se obtuvieron durante la segunda

semana de mayo del 2017 en dos puestos del Mercado Central de San José.

Se trasladaron al Centro de Investigacion de Productos Naturales (CIPRONA) de
la Universidad de Costa Rica el dia 16 de mayo del 2017, donde se revisaron y una de

las muestras se descart6 debido a que se observé deteriorada (muy seca y vieja).

La muestra seleccionada se cortd y se pesd, con un resultado de 500 g.
Posteriormente, se colocd en un horno a 40 °C durante una semana para terminar de

secarla (Figura 1).

Concluido el periodo se sacé la muestra del horno y se procedié a molerla
(Figura 2) y pesarla, con ello se obtuvo 381.2 g (Figura 3). Se separaron 200 g para
obtener el extracto, el material se cubriéo con 1500 mL de alcohol etilico (etanol) de 95°,

se protegio con papel aluminio y se dejo en reposo durante 24 horas (Figuras 8, 9y 10).

Seguidamente, se realizaron otras dos extracciones con 800 mL de alcohol
etilico (etanol) de 95°, luego de dejar reposando la muestra durante 24 horas antes de

realizar cada extraccion.
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Al finalizar las tres extracciones, se junto el liquido obtenido y se coloco en el
rotavapor durante 3 horas a 40 °C para evaporar el disolvente (Figuras 11 y 12).
Finalmente, se dej6é secando la muestra en el rotavapor durante un dia y medio y se

obtuvo 7.2659 g de extracto seco y con textura de polvo (Figura 14).

3.1.2 Obtencion del extracto de cucaracha

Se obtuvo una muestra fresca, aportada por dos familiares de la zona de
Guadalupe y Sabanilla que disponian de esta planta en sus jardines, el dia 14 de mayo

del 2017, y se trasladé al CIPRONA, donde se reviso el dia 16 de mayo del 2017.

A las plantas se les removieron las raices, de modo que la muestra final consistia
solamente en las hojas y los tallos, se pes6 y se obtuvo 930 g. Posteriormente se

colocé en un horno a 40 °C durante una semana para secarla (Figura 4).

Una vez culminado el proceso, se sac6 la muestra del horno (Figura 5), se
procedi6 a moler (Figura 6) y pesar, con un resultado de 69.4 g (Figura 7). Para
conseguir el extracto, el material se cubrié con 800 mL de alcohol etilico (etanol) de 95°,

se protegio con papel aluminio y se dejo en reposo durante 24 horas (Figuras 8, 9y 10).

Seguidamente, se realizaron otras dos extracciones con 500 mL de alcohol
etilico (etanol) de 95°, luego de haber dejado reposando la muestra durante 24 horas

antes de realizar cada extraccion.
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Al finalizar las tres extracciones se junto el liquido obtenido y se coloco en el

rotavapor (Figura 11) durante una hora y media a 40 °C.

Se procedi6 a desengrasar el extracto con 50 mL de metanol, se dej6 reposando

en refrigeracion durante 24 horas y luego se procedio a filtrar la muestra (Figura 13).

Finalmente, se dejo secando la muestra en el rotavapor durante un dia y medio y
se obtuvo 1.8598 g de extracto, el cual es de una textura espesa y similar a la miel

(Figura 15).

3.2 Pruebas antibacterianas in vitro contra S. mutans

Se cultivd una cepa S. mutans ATCC 35668 por un periodo de 24 horas en agar
sangre (de 5 mm de espesor constante) para verificar su pureza, y se efectué una

suspension igual a 0.5 McFarland en 3 mL de solucion salina estéril.

El 0.5 Standard de McFarland se consigue al afiadir 0.5 mL de cloruro de bario
anhidrido (BaCly) a 99.5 mL de &cido sulfurico (H,SO,) frio y puro, que luego se mezcla
y se distribuye agregando 5 mL en diferentes tubos de ensayo de diametro similar (se
deben guardar a temperatura ambiente en un lugar oscuro); una vez que se encuentren
en suspensién completa, su turbidez va a ser equivalente a la de un cultivo que

contenga 1.5 x 108 células (36).
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Luego, se procedio a inocular cada agar con la suspension, rayando la placa con

un hisopo de algodon estéril en tres direcciones y se dejé secar por 1 minuto.

Posteriormente se perforaron seis hoyos equidistantes (1.5-2 cm) y de 6mm de

diametro con un sacabocados estéril en cada una de las placas de agar sangre.

Se ajustaron las concentraciones iniciales de los extractos: 500 mg/mL para la
ufia de gato y 250 mg/mL para el caso de la cucaracha, luego se realizaron dilusiones
seriadas de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 y 1/64 y se filtr6 cada una de ellas para asegurar su
esterilidad. También se realizaron dilusiones seriadas a las mismas proporciones a

partir del digluconato de clorhexidina al 2 % (considerada como la concentracion inicial).

Una vez hechas las diluciones se colocé 40 pL de cada una de ellas en cada
hoyo de la respectiva placa control y su duplicado utilizando pipetas automaticas y

luego se procedio a incubarlas durante un periodo de 24 horas a 37 °C.

Finalmente, se leyeron los resultados utilizando un compas y regla milimétrica
para determinar la concentracién minima inhibitoria de cada sustancia, la cual se estima
a partir de la ultima dilucidon que produce un halo de inhibicion que sea detectable y

tenga un didmetro mayor a 6 mm.
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CAPITULO IV DESARROLLO



4.1 Resultados

Los datos recolectados corresponden a la medida del diametro del halo de
inhibicion bacteriana formado por las diferentes sustancias alrededor de los pozos de

prueba (Figura2l).

Para el caso del digluconato de clorhexidina al 2 %, se obtuvo un didmetro de
inhibicion promedio de 18.5 mm en estado puro, 17 mm a concentracion del 50 % y

16 mm a un 25 % de concentracion.

En el caso de la cucaracha, se obtuvo un diametro promedio de 6 mm en todas

las concentraciones probadas.

Finalmente, para el caso de la ufia de gato, también se obtuvo un resultado
promedio de 6 mm de didmetro del halo de inhibicion en estado puro, a concentracion

de 50 % y de 25 %.

4.2 Discusién

El método de difusion en agar utilizado para las pruebas de sensibilidad
antibioldgicas in vitro de los extractos etandlicos de cucaracha y uiia de gato utilizando
como control el digluconato de clorhexidina, permite obtener resultados cuantitativos y

facilmente reproducibles del efecto antibacteriano de las diferentes sustancias sobre la
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cepa de interés aislada previamente, en este caso la ATCC 35688 del S. mutans.
Adicionalmente, favorece una clasificacién del patdgeno como resistente, moderado o
sensible a la sustancia probada, a partir de la correlacion entre la medida del halo de

inhibicion obtenido y la concentracion a la cual se aplicé la sustancia (37,38).

Para determinar la susceptibilidad de un patdgeno se utiliza el criterio del NCCLS
(Comité Nacional de Estandares Clinicos y de Laboratorio, ahora llamado Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio o CLSI), el cual clasifica el diametro de inhibicién

obtenido, segun su extension, de la siguiente manera (36):

¢ Resistente: si se obtiene un diametro entre 6—-16 mm (inclusive) con la sustancia de
prueba.

¢ Intermedio: si el didmetro de inhibicién se encuentra en el rango comprendido entre
17-20 mm.

e Susceptible: cuando el didmetro de inhibicion es igual o mayor a 21 mm.

Segun lo anterior, el didmetro de inhibicion obtenido en la prueba con
digluconato de clorhexidina al 2 % indica que el S. mutans es moderadamente
susceptible a €l tanto puro como en concentraciones de 50 % y 25 %, con diametros de

inhibicion de 18.5 mm, 17 mm y 16 mm, respectivamente.

No obstante, en las pruebas llevadas a cabo durante las etapas anteriores del

proyecto se han obtenido diametros de inhibicion entre 18.5-25.5 mm (susceptibilidad
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intermedia-alta) en estado puro, diametro entre 17-24 mm (susceptibilidad intermedia-
alta) a una concentracion de 50 % y entre 17—21 mm (susceptibilidad intermedia-alta) al
realizar la prueba a concentracion del 25 %; con lo que se comprueba la actividad
antibacteriana que presenta el diglunotato de clorhexidina contra el S. mutans

(7,9,10,11).

La diferencia en los resultados puede deberse a que, a pesar de la existencia de
una guia estandarizada para llevar a cabo las pruebas, estas se ven afectadas por los
siguientes factores (algunos mas faciles de controlar que otros): el medio de cultivo
empleado, incluyendo las caracteristicas de pH; la profundidad del agar y su
formulacién, ademas, el total y el tiempo de desarrollo del microorganismo; el proceso
de incubacién (incluyendo la atmdsfera, la temperatura y el tiempo durante el cual se
lleva a cabo); también la capacidad de difundir que presente el compuesto que se esta
probando vy, finalmente, la medicién e interpretacion que se realice de lo que se genere

por parte del operador (37,39).

Los resultados con el extracto de cucaracha y ufia de gato indican que el S.
mutans presenta resistencia a ellos, pues los diametros de inhibicion obtenidos a las

tres concentraciones probadas fue de 6 mm (la medida minima).

Para el caso de la cucaracha, segun la revision bibliografica, se encontré que
posee varios componentes con actividad antimicrobiana, pero no se evidenciaron

pruebas previas con S. mutans. Sin embargo, en el estudio de Tan et al. (32) se obtuvo
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el extracto metandlico de la Tradescantia zebrina, con el cual se encontr6 un mayor
efecto inhibitorio sobre las bacterias Gram-positivas que las Gram-negativas probadas,
por lo que se podria repetir la prueba utilizando el extracto metandlico de la planta para

mejorar la comparacion de los resultados.

En esta investigacion, los resultados del extracto de ufia de gato difieren con los
que reportan Ccahuana et al. (22), ya que si encontraron un efecto antibacteriano
contra el S. mutans. No obstante, esto puede deberse al procesamiento de la muestra,
dado que para el presente estudio esta no era fresca ni se puede autenticar su pureza.
Por otro lado, en el andlisis del 2007 no se especifica el procedimiento utilizado para

obtener el extracto de la Uncaria tomentosa.

4.3 Conclusiones

Los extractos alcohdlicos obtenidos a partir de las plantas de cucaracha y ufia de
gato no poseen actividad antibacteriana contra el S. mutans, por lo que no constituyen

una opcion para desinfectar cavidades dentarias luego de la remocién de caries.

Las plantas uifla de gato y cucaracha presentan propiedades medicinales
aplicables al campo de la odontologia. Segun la informaciéon obtenida durante la
revision bibliografica, se encontré que los extractos acuosos y etandlicos de ufia de
gato poseen propiedades antiinflamatorias, lo cual ofrece la posibilidad de elaborar

farmacos analgésicos a partir de ellos con utilidad para el manejo del dolor luego de
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procedimientos odontoldgicos invasivos. Ademas, las propiedades antiinflamatorias,
antisépticas, astringentes y estripticas de la cucaracha han demostrado ser efectivas

para favorecer el proceso de cicatrizacion en la cavidad bucodental.

El método con etanol es Util para obtener extractos de las plantas en estudio, no
obstante, no se puede asegurar que los compuestos con actividad antibacteriana

reportados se encuentren contenidos en esos extractos.

Las pruebas in vitro realizadas con los extractos etandlicos de la ufia de gato y la

cucaracha no mostraron un halo de inhibicién contra la cepa autoctona ATCC 35688 del

S. mutans.

El efecto antibacteriano de los extractos de cucaracha y ufia de gato contra el S.

mutans ATCC 35688 fue inferior al obtenido con el digluconato de clorhexidina al 2 %.

4.4 Recomendaciones

Analizar los componentes de los extractos obtenidos para verificar la presencia

de las sustancias que se asocian con las propiedades antibacterianas de las plantas en

estudio.
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Realizar extractos metandlicos de Tradescantia zebrina, tal y como lo realizaron
Tan et al., en conjunto con el equipo de CIPRONA para realizar otras pruebas de

inhibicién bacteriana y comparar los resultados.

Utilizar otro método de extraccion o disolvente para obtener extractos de Uncaria

tomentosa a partir de una muestra fresca, con el fin de validar y comparar los

resultados del presente estudio.

Realizar pruebas antibacterianas contra Actinomyces naeslundii y Lactobacillus,

debido a su papel secundario en el desarrollo de la caries dental.
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CAPITULO V PARTE FINAL



5.1 Cronograma de actividades del seminario

NUmero de

sesion

Fecha

Temas por desarrollar

Semana

13 al 17 marzo

Entrega y lectura del programa de curso. Motivacién
para la investigacion. Objetivos del Seminario de
Graduacion. Asignacion de deberes. Induccion al uso de
Mediacién Virtual. El cuaderno de bitacora como registro
de la experiencia de investigacién: agendas de trabajo,
avances en reuniones, ficheros bibliograficos,
anotaciones, los obstaculos, las dificultades y los
factores facilitadores de las actividades. El resguardo de
las copias de informacion: el disco duro externo, la llave
maya y la red internet (correos electronicos vy
contenedores). Word y Excel: trucos y secretos en el
procesador de texto y la base de datos. Esquema para
el plan de trabajo de la investigacién: resultados
esperados-actividades-aspectos que se deben
considerar-duracion-fecha de inicio-fecha de
terminacion-responsable-recursos. Importancia de la
planificaciébn del trabajo investigativo: lo previsto e
imprevisto. El diagrama de Gantt en la planificacion de
proyectos: tareas (predecesora, sucesora, resumen),
trabajo, duracion, hito, calendario, simbologia (tarea,
division, progreso, hito, resumen, tarea resumida,
division resumida, hito resumido, progreso resumido,
resumen del proyecto). Herramientas para la elaboracién
del diagrama de Gantt: Excel y Open Project. Tareas 1.
Creacién del diagrama de Gantt para el Seminario de
Graduacion (2 dias). 2. Elaboracibn de un
documento/folleto/triptico explicando como se
construyen las referencias bibliograficas siguiendo el
formato Vancouver. Incluir: generalidades, libros (con un
autor, dos 0 mas autores, autor corporativo, sin autor,
edicion revisada), revistas (con un autor, dos 0 mas

autores, autor corporativo, sin autor, sin volumen, en
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prensa), periédicos (con autor, sin autor, periédico
mensual), entrevista personal, enciclopedia o
diccionario, articulo de enciclopedia, tesis 'y
disertaciones, filme, medio (cintas de video, cintas de
audio, diapositivas, gréaficas, trabajos artisticos,
grabacion de casete), informacion en la red, medios
electrénicos (correspondencia electrénica, mensajes
electrénicos, listas de discusion, CD-ROM, cinta de
datos electrénica, cinta en cartucho y programa de
computadora). 3. Elaboracion de un folleto o triptico con
las reglas para insertar referencias bibliograficas en un
documento y el uso correcto de las abreviaturas
relacionadas con la técnica de referencia. 4. Realizar las
lecturas: * ¢Qué es la Odontologia basada en
evidencia? * Cuestionamientos bioéticos en odontologia.
* Bioética e investigacion en odontologia. * Equipo de
salud: el trabajo multidisciplinario en investigaciones del

area de la salud

Semana

20 al 24 marzo

Titulo de la investigaciéon: 1. Parte introductoria,
justificacion de la  investigacion (propdsitos,
aplicabilidad). Planteamiento del problema (justificacion
cientifica). Uso de los resultados de la investigacion
(propésitos, aplicabilidad). Tareas 1. Entrega del
diagrama de Gantt para el Seminario de Graduacion a
las profesoras (3 dias) 2. Elaboracion del titulo, la
justificacion, el planteamiento del problema y uso de los

resultados de la investigacion (3 dias).

Semana

24 al 28 marzo

Exposicion de la informacion relacionada con las
indicaciones para la construccion e insercion de
referencias bibliogréficas y uso de abreviaturas.
Discusion de las lecturas asignadas el 09 de marzo.
Tareas 1. Correcciones al diagrama de Gantt para el
Seminario de Graduacién (2 dias). 2. Entrega de la
elaboracién del titulo, la justificacion, el planteamiento

del problema y uso de los resultados de la investigacion
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a las profesoras. (2 dias)

Semana

27 al 31 de marzo

Fundamento tedrico/antecedentes sobre el tema
(argumentacion, respuestas posibles, hipétesis).
Detalles por considerar durante la revision bibliogréfica:
reconocimiento de fuentes confiables, uso de los
servicios del sistema de bibliotecas y manejo correcto de
los motores de blsqueda por internet. Objetivos de la
investigacion (general y especificos) Cémo se
estructuran los objetivos de investigacion: el qué, el
como y el para qué. Tareas 1. Correccion al titulo, la
justificacion, el planteamiento del problema y uso de los
resultados de la investigacion (2 dias). 2. Elaboracién
del fundamento tedrico/antecedentes sobre el tema y de

los objetivos de la investigacion (2 semanas)

Semana

03 al 07 de abril

Importancia del registro fotografico y de video en el
proceso de investigacion. Manejo de las herramientas,
creacién y gestion de carpetas: .doc., .img., .sonido,
.video: numeracién, orden, omisiébn de caracteres
especiales. Tarea Entrega del fundamento
tedrico/antecedentes sobre el tema (I parte) y de los

objetivos de la investigacion a las profesoras (2 dias).

Semana

10 al 21 de abril

Tareas 1. Correcciones al fundamento
tedrico/antecedentes sobre el tema (I parte) y de los
objetivos de la investigacion (2 dias). 2. Entrega del
fundamento tedrico/antecedentes sobre el tema (Il parte)

a las profesoras (2 dias).

Semana

24 al 28 de abril

Elementos de la Guia OPS para escribir un
protocolo/una propuesta de investigacion. Il. Métodos
del trabajo: definicion operacional de las variables:
objetivo especifico-temas por desarrolla variable-
definicién conceptual-definicibn operacional-definicion
instrumental escala de medicién-variable por tipo de
categoria-tipo de variable. Tipo de estudio. Disefio
general del estudio. Universo de estudio. Seleccién y

tamafio de la muestra: técnicas de muestreo. Unidad de
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andlisis. Unidad de observacidn. Criterios de inclusion.
Criterios de exclusion. Procedimientos para la
recoleccion de informacién. Instrumentos por utilizar en
la recoleccién de la informacion: definicion y disefio.
Métodos para el control y la calidad de los datos.
Establecimiento de protocolos para procedimientos con
las sustancias naturales 'y los cultivos de
microorganismos. Calibracién practica. Materiales
usados en el levantamiento de los datos.

Procedimientos para garantizar aspectos éticos en la
investigacién. Tareas 1. Correcciones al fundamento
tedrico/antecedentes sobre el tema (Il parte) (2 dias). 2.
Lectura tipos de estudio y disefio de las investigacion en
salud Buscar y escanear en la parte de estadistica y
epidemiologia: 3. Elaboracion de la Il parte Métodos de
trabajo de la Memoria del Seminario de Investigacion (1

semana).

Semana

28 de abril al 2 de

mayo

Tarea Entrega de la Il parte Métodos de trabajo de la
Memoria del Seminario de Investigacion a las profesoras
(3 dias).

Semana

5 al 9 de mayo

Importancia, utilidad y caracteristicas de los gréaficos y
las tablas: tipos, usos y formatos apropiados. Plan de
andlisis de los resultados: Métodos de analisis de los
datos segun tipo de variable. Modelos de analisis de los
datos segun tipo de variable. Tareas 1. Correcciones a
la Il parte Métodos de trabajo de la Memoria del
Seminario de Investigacién (2 dias). 2. Definiciéon de los
métodos y modelos estadisticos para el andlisis de datos
segun el tipo de variable, disefio de tablas y gréficos

para la presentacion de la informacion (2 dias).

Semana

12 al 16 de mayo

Tarea Entrega de la definicion de los métodos y modelos
estadisticos para el analisis de datos segun el tipo de
variable, disefio de tablas y graficos para la presentacion

de la informacion a las profesoras (3 dias).

Semana

19 al 23 de mayo

Herramientas para la creacion de bases de datos y
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analisis de las herramientas: Epi Info 7, Excel, FileMaker
u otros. El manejo correcto de la base de datos: la
importancia en la definicion de las caracteristicas de
cada grupo de datos para la codificacion y el valor de
cada registro. Tareas 1. Correcciones al disefio de
tablas y graficos para el andlisis de la informacion (2
dias) 2. Construccién de la matriz para base de datos

(1.5 semanas).

Semana

26 al 30 de mayo

Tarea Entrega de la matriz para base de datos a las

profesoras (3 dias).

Semana

2 al 6 de junio

Tarea Correcciones a la matriz para la base de datos (2

dias).

Semana

9 al 13 de junio

Levantamiento de datos Tareas (4 semanas).r
Obtencién de las sustancias naturales. Traslado de las
sustancias naturales. Obtencibn de las muestras

microbiolégicas. Preparacion de cultivos microbioldgicos.

Semana

16 al 20 de junio

Tarea Aplicacién de las sustancias naturales en los

cultivos microbioldgicos (1 semana).

Semana

23 al 26 junio

Tarea Obtencién de datos (4 semanas).

Semana

30 de junio al 4 de

julio

Tareas (1 semana) 1. Codificacion de datos 2.

Tabulacién de datos.

Semana

7 al 11 de julio

Tarea Procesamiento de datos (2 semanas).

Semana

14 al 18 de julio

lll. Desarrollo de analisis de resultados conclusiones
(deben ser concordantes con lo planteado en el objetivo
general y los objetivos especificos de la investigacion).
Recomendaciones Tarea Elaboracién de la Il parte
Desarrollo de la Memoria del Seminario de Investigacion

(8 semanas).

Semana

21 al 25 de julio

IV Parte final cronograma de actividades del seminario:
fecha-actividad-recursos-responsables-evaluacion  del
director(a)-evaluacion del grupo. Factores
facilitadores/obstaculos y dificultades bitacora
(experiencia personal de acuerdo con el Seminario).
Glosario (optativo). Bibliografia (igual que la revista

Odovtos). Anexos/apéndices (protocolos, instrumentos
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de recoleccion de la informaciéon, ampliacion de métodos
y procedimientos, disefio de tablas y graficos, etc.).
Anexos y apéndices ¢cudl es realmente la diferencia?
Resumen de la investigacion: Buenas practicas para la:
* Elaboracién de indices (general, de ilustraciones, de
cuadros, de abreviaturas). * Redaccion de derechos de
propiedad intelectual de la Memoria del Seminario de
Graduacion. * Redaccion de los reconocimientos.

Tareas 1. Elaboracién de la IV Parte final de la Memoria
del Seminario de Investigacion (1 semana). 2.
Elaboracion del primer borrador de la Memoria del
Seminario (segun el Formato Memoria de Seminarios

2012 del Programa Macro de Investigacion) (1 semana).

28 de julio al 1 de

Tarea Entrega del primer borrador de la Memoria del

Semana o .
agosto Seminarioa las profesoras (3 dias).
Tarea Correccion al primer borrador de la Memoria del
Semana 4 al 8 de agosto o i
Seminario (2 dias).
Revision del segundo borrador (impreso) de la Memoria
Semana 11 al 15 de agosto o o
del Seminario por un/a filblogo/a (2 semanas).
Tarea Correcciones al segundo borrador de la Memoria
Semana 18 al 22 de agosto o L
del Seminario de Graduacién (1 semana).
Tarea Entrega del tercer borrador (impreso) de la
Memoria del Seminario a la Comision del Programa
Semana 25 al 29 de agosto L ) ) )
Macro de Investigacion (debe incluir carta con el visto
bueno del fil6logo) (2 semanas).
_ Correcciones al tercer borrador de la Memoria del
Semana 1 al 5 de setiembre o y i
Seminario de Graduacion (3 dias).
8al 12 de Tarea impresion definitiva, copias y empastes de la
Semana ) ) o y
setiembre Memoria del Seminario de Graduacion (1 semana).
Normas para el respeto a la identidad grafica de la
Universidad de Costa Rica: lo que debemos considerar
15al 19 de en el disefio de los maquetadores. Elaboracion del
Semana ] . }
setiembre borrador del afiche (seguir el formato del Programa

Macro de Investigacion). Uso de herramientas de

maquetacion para afiches: Publisher, Scribus e
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llustrator. Tarea Elaboracion del borrador del afiche (6

dias).

Semana

22 al 26 de
setiembre

Elaboracion del borrador para la presentacién a la
Facultad de Odontologia (segun formato del Programa
Macro de Investigacion) Herramientas para la captura de
sonidos y videos: 4shared.com,  jimmyr.com,
aTubeCatcher.com Uso de herramientas para el
procesamiento de imagenes: Paint, PhotoShop,
textanim.com Uso de herramientas para la edicién de
sonido: Audacity. Tareas (5 dias) 1. Obtencion de
materiales para la presentacion a la Facultad de
Odontologia. 2. Elaboracion de materiales para la

presentacion a la Facultad de Odontologia.

Semana

29 de setiembre 3

de octubre

Tarea entrega del borrador del afiche a las profesoras (2

dias).

Semana

6 al 10 de octubre

Uso de herramientas para la creacion de videos: Movie
Maker, Photo Story (Fotos Narradas). Uso de
herramientas para la creacion de presentaciones: Power
Point y Prezi. Tareas 1. Correccion del borrador del
afiche (1 dia). 2. Elaboraciéon del borrador para la

presentacion a la Facultad de Odontologia (2 dias).

Semana

13 al 17 de

octubre

Tareas 1. Impresion definitiva del afiche (3 dias). 2.
Entrega del borrador para la presentacion a la Facultad

de Odontologia a las profesoras (2 dias).

Semana

27 de octubre

Tareas 1. Correccion del borrador para la presentacion a
la Facultad de Odontologia (1 dia). 2. Elaboraciéon de
CDs o DVDs debidamente etiquetados e identificados
con copias digitales de: la Memoria del Seminario de
Graduacion, el registro fotografico, el afiche y la
presentacion a la Facultad (también incluir videos y otros

recursos). Guardar en subcarpetas (1 dia).

Semana

17 de noviembre

Tarea Entrega de la Memoria del Seminario de
Graduacion, el Afiche, la Presentacion a la Facultad
(versiones impresas). Entrega de la Memoria del

Seminario de Graduacion, el Afiche, la Presentacion a la
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Facultad, el registro fotografico, videos y otros recursos
(versiones digitales en subcarpetas)
Elaboracion de los articulos para publicaciéon (seguir el

formato Odovtos) (2 semanas).

Presentacion oral de los resultados a la Facultad de

Semana 6 al 8 de diciembre i . .
Odontologia (méaximo 10 minutos).
10 al 14 de Entrega de los articulos para publicacion a las
Semana .
noviembre profesoras.
_ Participacion en la actividad de presentacion de afiches
Semana 10 de noviembre

del Programa Macro de Investigacion 2017.

5.2 Factores facilitadores / obstaculos y dificultades

Un gran facilitador fue la colaboracion y guia que brinddé el personal de
CIPRONA vy de la Seccion de Bacteriologia Médica de la Facultad de Microbiologia de

la Universidad de Costa Rica.

Otro facilitador fue la posibilidad de encontrar muestra fresca de la planta de
cucaracha en jardines de familiares; no obstante, a nivel comercial puede ser una
planta costosa, ya que, se conoce principalmente como una planta ornamental, pero su

rapida y facil reproduccion permite obtener cantidades considerables en poco tiempo.

En cuanto a los obstaculos, el mayor de ellos consistié en la imposibilidad de
conseguir muestra de ufia de gato fresca, inclusive en establecimientos especializados

en plantas medicinales, pues solamente se consigue en ciertas zonas boscosas del
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pais y es dificil de extraer. Ademas, existe una amplia gama de plantas (principalmente

ornamentales) que a nivel nacional también se conocen como una de gato.

Otro factor limitante fue la escasez de informacion acerca de pruebas de
sensibilidad antibacteriana realizadas con extractos de cucaracha y ufia de gato,
escasez de estudios para analizar las propiedades de los diferentes compuestos

presentes en los extractos, y del método mas eficiente para obtener dichos extractos.

5.3 Bitacora

Fecha Actividad Participantes

Reunién de induccién al Programa Macro de
Investigacion con la directora del proyecto. Dra. Natalia Ballestero
16 de marzo de 2017 _ .
Se dan las sugerencias de posibles plantas Irene Brenes

por estudiar.

Revision de literatura para confirmar la
16 de marzo de 2017 y _ Irene Brenes
seleccién de las plantas para el estudio.

Actualizacion de los datos en el Centro de
18 de marzo del 2017 Informatica para poder acceder a la pagina Irene Brenes

de Mediacion Virtual.

Recepcion de los documentos )
. . Dra. Natalia Ballestero
22 de marzo del 2017 | correspondientes a las etapas anteriores del
Irene Brenes
proyecto.

Dra. Natalia Ballestero
23 de marzo del 2017 Entrega de avance. Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

Reunion para acordar acerca del sistema )
Dra. Natalia Ballestero
24 de marzo del 2017 | que se va a utlizar para las citas y la
Irene Brenes

bibliografia.

Inscripcién a la Plataforma de Mediaciéon Dra. Eugenia Madrigal
25 de marzo del 2017 ]

Virtual. Irene Brenes
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31 de marzo del 2017

Reunién para instalar el programa

Mendeley y explicar sus propiedades.

Dra. Natalia Ballestero

Irene Brenes

9 de abril del 2017

Entrega de avance.

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

18 de abril del 2017

Se recibe revision del avance.

Dra.Natalia Ballestero
Irene Brenes

24 y 25 de abril del 2017

Discusion acerca de los métodos para
obtener los extractos de las plantas en

estudio.

Dra. Rosaura Romero

Irene Brenes

3 de mayo del 2017

Entrega de avance.

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

3 de mayo del 2017

Se reciben instrucciones para iniciar con el

proceso de obtencién de los extractos.

Dra. Rosaura Romero

Irene Brenes

9 de mayo del 2017

Se recibe revision.

Dra. Natalia Ballestero
Irene Brenes

8-14 de mayo del 2017

Busqueda y obtencién de las muestras

vegetales.

Irene Brenes

16 de mayo del 2017

Revision e inicio de la preparacion de las
muestras para proceder a obtener los

extractos.

Dra. Rosaura Romero
Sr. Juan Carlos Brenes

Irene Brenes

23 de mayo del 2017

Inicio del proceso de extraccion.

Sr. Juan Carlos Brenes

Irene Brenes

25 de mayo del 2017

Visita al CIPRONA para observar el avance

del proceso de obtencidn de los extractos.

Sr. Juan Carlos Brenes

Irene Brenes

30 de mayo del 2017

Visita al CIPRONA para observar el avance

del proceso de obtencion de los extractos.

Sr. Juan Carlos Brenes
Irene Brenes

6 de junio del 2017

Se reciben los extractos de las plantas.

Sr. Juan Carlos Brenes

Irene Brenes

6 de junio del 2017

Se entregan los extractos en la Seccion de
Bacteriologia Médica de la Facultad de
Microbiologia para la realizacion de las

pruebas de actividad antimicrobiana.

Irene Brenes

23 de junio del 2017

Entrega de avance.

Dra. Natalia Ballestero
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Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

11 de julio del 2017

Se reciben los resultados de las pruebas de

actividad antibacteriana.

Dr. Norman Rojas
Dra. Natalia Ballestero

Irene Brenes

12 de julio del 2017

Participacion en una entrevista para Canal
15, UCR.

Dra. Natalia Ballestero
Irene Brenes

Ashley Calderén

17 de julio del 2017

Se visita la Seccion de Bacteriologia Médica
de la Facultad de Microbiologia para tomar
fotografias de las placas Petri, en las cuales
se realizaron las pruebas de actividad

antibacteriana.

Irene Brenes

Stra. Yeimy Ramirez Zufiga

27 de julio del 2017

Se recibe revision.

Dra. Natalia Ballestero

Irene Brenes

6 de setiembre del 2017

Entrega de avance.

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal
Irene Brenes

8 de setiembre del 2017

Se recibe revision.

Dra. Natalia Ballestero

Irene Brenes

9 de setiembre del 2017

Se recibe revision.

Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

14 de setiembre del
2017

Se entrega avance.

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

16 de setiembre del
2017

Se recibe revision.

Dra. Eugenia Madrigal
Irene Brenes

22 de setiembre del
2017

Se recibe informacién acerca del protocolo

utilizado para las pruebas antibacterianas.

Dr. Norman Rojas

Irene Brenes

23 de setiembre del
2017

Se entrega avance.

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

28 de setiembre del
2017

Reunion para aclarar dudas acerca del
formato final de la Memoria del Proyecto

Macro de Investigacion.

Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes
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13 de octubre

Se entrega de borrador del afiche.

Irene Brenes

18 de octubre

Se reciben correcciones del afiche.

Dra. Natalia Ballestero

Irene Brenes

26 de octubre

Se entrega avance de la Memoria del

Proyecto Macro de Investigacion.

Irene Brenes

27 de octubre

Se recibe revision.

Dra. Eugenia Madrigal
Irene Brenes

27 de octubre

Entrega del borrador de la Memoria a la

Comisibn  del Proyecto Macro de

Investigacion.

Irene Brenes

1 de noviembre

Se reciben correcciones por parte de la

Comisibn  del Proyecto Macro de

Investigacion.

Dra. Gina Murillo

Irene Brenes

2 de noviembre

Se reciben correcciones del afiche.

Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

2 de noviembre

Entrega de la Memoria del Proyecto Macro

para ser revisado por la fil6loga.

Sra. Xinia Segura

Irene Brenes

7 de noviembre

Se recibe la revision de la Memoria del
Proyecto Macro realizada por la filéloga.
Se envia el afiche para ser revisado por la

filbloga.

Sra. Xinia Segura

Irene Brenes

8 de noviembre

Reunién para revisar los cambios indicados
por la fildloga.

Revision del afiche.

Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

10 de noviembre

Impresion del afiche

Irene Brenes

13-17 de noviembre

Exhibicién del afiche en los pasillos de la
Facultad de Odontologia.
Elaboraciéon de la presentacion oral de los

resultados.

Irene Brenes

17 de noviembre

Entrega de la Memoria empastada y los
CD’s.

Irene Brenes

20-24 de noviembre

Practica para la presentacion oral de los

resultados

Dra. Natalia Ballestero
Dra. Eugenia Madrigal

Irene Brenes

6 de diciembre

Presentacion oral de los resultados.

Irene Brenes
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Apéendices



Apéndice 1

@
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Figura 1. Muestra de 500 g de Ufia de gato seleccionada para realizar el extracto.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 2

Figura 2. Molino utilizado para triturar la muestra seca de ufia de gato.

Fuente: Elaboracién propia, 2017.
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Apéndice 3

Figura 3. Peso total de la muestra de ufia de gato luego de molerse (se corrigié el peso de la bolsa).

Fuente: Elaboracion propia, 2017.
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Apéndice 4

Figura 4. Muestra de 930 g de planta de cucaracha fresca antes de ser colocada a secar en el horno.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 5

Figura 5. Muestra de cucaracha luego de secarse en el horno durante una semana a 40 °C.

Fuente: Elaboracidon propia, 2017.
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Apéndice 6

Figura 6. Molino utilizado para triturar la muestra seca de cucaracha.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.

61



Apéndice 7

Figura 7. Peso total de la muestra de cucaracha luego de molerse (se corrigid el peso de la bolsa).

Fuente: Elaboracién propia, 2017.
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Apéndice 8
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Figura8. 69.4 g de muestra de cucaracha y 200 g de muestra de ufia de gato separada para realizar los
extractos con alcohol etilico (etanol) de 95°.

Fuente: Elaboracion propia, 2017.
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Apéndice 9

500 ——3000

Figura 9. Muestras de cucaracha y ufia de gato, cubiertas con alcohol etilico (etanol) de 95° para realizar
la primera extraccion de 24 horas.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 10

Figura 10. Extracto alcohdlico de cucaracha y ufia de gato, obtenidas luego de 24 horas de reposo.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 11

Figura 11. Equipo rotavapor utilizado para evaporar el disolvente de los extractos y secarlos.

Fuente: Elaboracion propia, 2017
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Apéndice 12

Figura 12. Baldn con el extracto de ufia de gato luego de evaporar el disolvente.

Fuente: Elaboracioén propia, 2017.
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Apéndice 13

Figura 13. Filtracién del extracto de cucaracha luego de agregarle 50 mL de metanol para desengrasarlo.

Fuente: elaboracion propia, 2017.
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Apéndice 14

Figura 14. 7.2659 g de extracto de ufia de gato luego de secarse.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 15

Figura 15. 1.8598 g de extracto de cucaracha luego de secarse.

Fuente: Elaboracion propia, 2017.
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Apéndice 16

Figura 16. Preparados de digluconato de clorhexidina, cucaracha y ufia de gato, utilizados para realizar
las pruebas de actividad antibacteriana.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 17

Figura 17. Jeringa con filtro para purificar y esterilizar los preparados de cucaracha y ufia de gato antes
de realizar las pruebas.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 18

Figura 18. Placa de Petri agar sangre con S. mutans cepa ATCC 35688 y su duplicado, a los cuales se
les afiadié el digluconato de clorhexidina como control.

Fuente: Elaboracion propia, 2017.
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Apéndice 19

Figura 19. Placa de Petri agar sangre con S. mutans cepa ATCC 35688 y su duplicado, a los cuales se
les afadié el extracto de ufia de gato.

Fuente: Elaboracidn propia, 2017.
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Apéndice 20

Figura 20. Placa de Petri agar sangre con S. mutans cepa ATCC 35688 y su duplicado, a los cuales se
les afadi6 el extracto de cucaracha.

Fuente: Elaboracion propia, 2017.
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Anexos



Anexo 1
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Figura 21. Diametro del halo inhibitorio en las pruebas antibacterianas in vitro realizadas contra el S.
mutans, utilizando extractos de cucaracha y ufia de gato en comparacion con el digluconato de
clorhexidina al 2 %.

Fuente: Dr. Norman Rojas Campos, elaborado a partir de los datos obtenidos en las pruebas
antibacterianas realizadas en el Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Facultad de Microbiologia de
la UCR en los meses de junio y julio del 2017.
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