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Resumen 'y  Abstract

Resumen

El estudio comparo el efecto antifungico de tres concentraciones de extracto
etanolico de Piper aduncum sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.
Material y metodos: tipo de investigacion fue experimental, prospectivo,
transversal y analitico, formado por 10 repeticiones de placas Petri con las
muestras de concentracion al 50% 75% y 100%. Seleccionados de forma
aleatoria para evaluar la actividad antiflngico se utilizé el método Kirby-Bauer,
se procedio a la activacién de la cepay la preparacion del inoculo a una turbidez
de 0,5 en la escala Mc Farland, la siembra se realiz6 en 10 cajas Petri con el
medio de cultivo Dextrosa Sabouraund a una temperatura de 37°C para luego
proceder a la colocacion de discos estériles impregnados de las diferentes
concentraciones de extracto etanolico al (50%,75%,100%).Resultados: la
media del diametro del halo de inhibiciébn fue de 12,03mm para la
concentracion 50%, de 15.21mm a la concentracion 75%, y una media de
20,14mm a la concentracién 100%.Segun la prueba de ANOVA se determind
que existe diferencia estadisticamente significativa, entre las diferentes
concentraciones. Conclusion: Se concluy6 que el extracto etanolico de Piper
aduncum al 100% presentd el mayor efecto antifingico frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231.

Palabras claves: Candida albicans, Dextrosa Sabouraund, extracto, Piper aduncum.
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Abstract

The study compared the antifungal effect of three concentrations of ethanol
extract of Piper aduncum on strains of Candida albicans ATCC
10231.Methodology: type of research was experimental, prospective, cross-
sectional and analytical, consisting of 10 repetitions of Petri dishes with 50
concentration samples. % 75% and 100%. Randomly selected To evaluate the
antifungal activity the Kirby-Bauer method was used, the strain was activated
and the inoculum was prepared at a turbidity of 0.5 on the Mc Farland scale,
the sowing was done in 10 boxes Petri with the Dextrose Sabouraund culture
medium at a temperature of 37° C and then proceed to the placement of sterile
discs impregnated with the different concentrations of ethanolic extract at 50%,
75%, 100%. Results: the mean diameter of the inhibition halo was 12.03mm for
the 50% concentration, 15.21mm for the 75% concentration, and an average of
20.14mm for the 100% concentration. According to the ANOVA test it was
determined that there is a statistically significant difference between the
Different concentrations. Conclution it was concluded that 100% Piper
aduncum ethanolic extract had the highest antifungal effect against strains of
Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Candida albicans, Dextrose Sabouraund, extract, Piper aduncum.
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l. Introduccion

La candidiasis oral es la infeccién nicética mas comin encontrada en la préctica
dental general. Se manifiestan en variedad de presentaciones clinicas que pueden
imitar enfermedades mas complicadas y pueden ser refractarias al tratamiento que
requiere la atencion de un especialista en medicina oral. (1) EI manejo de la
candidiasis oral siempre debe incluir una investigacion exhaustiva de las condiciones
de predisposicion subyacentes, ya que la enfermedad a menudo se presenta cuando
el paciente estd comprometido sistémicamente. (2)

En los ultimos afios la planta Piper aduncum (matico) tiene propiedades reconocidas
que cada vez pasa de generacion en generacion transmitiendo muchas virtudes y esta
directamente relacionada a la salud. La planta ha tenido gran popularidad y se ha
extendido por casi toda América Latina.

Piper aduncum contiene una amplia gama de beneficio, solo es cuestion de hacer el
uso de esta planta en el momento indicado. En el mercado de la medicina alternativa
no es dificil conseguirla ya que es muy conocida. (3)

El encontrar un efecto antifingico del Piper aduncum (Matico) sobre Candida
albicans nos dara una alternativa basada en principios activos que tienen procedencia
de las plantas naturales medicinales usualmente son faciles de recaudar y son
abundantes en este pais, podria elaborarse antisépticos para microorganismos como
la Candida albicans ATCC 10231.

Existe la necesidad de brindar a la poblacidn alternativas para solucionar la presencia
de enfermedades cuyos microorganismos estan alojados en la cavidad oral de los

individuos, utilizando nuestra riqueza natural pacificamente plantas, podria



elaborarse antisépticos para microorganismos como la Candida albicans ATCC
10231.
Mediante esta investigacion se tiene el objetivo de evaluar el efecto antiflngico del
extracto etandlico de Piper aduncum (Matico) sobre Candida albicans ATCC 10231;
lo cual aportaria en la investigacion para la produccion de farmaco anti fangicos,
permitiendo la erradicacion efectiva de hongos y mejorando a gran cantidad los
grandes beneficios terapéuticos.
Se hizo un estudio transversal experimental para encontrar la sensibilidad del hongo
en las diferentes concentraciones del extracto de Piper aduncum, dicho estudio
consiste en analizar los diferentes grupos de concentraciones en un tiempo
determinado y obtener el grado de sensibilidad frente a cepas de Candida albicans
ATCC 10231.
La investigacion se realizd con la finalidad de responder al enunciado del problema
¢Existe diferencia de efecto antifungico del extracto etandlico de Piper aduncum
(matico) sobre cepa de Candida albicans ATCC 10231, Trujillo- 20197 El
objetivo general es: Evaluar el efecto antifungico del extracto de Piper aduncum en
diferentes concentraciones sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231, Trujillo-
2019. Y los objetivos especificos:  Determinar el efecto antifingico del extracto
etandlico de Piper aduncum al 100% sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231,
Trujillo-2019.”
“Determinar el efecto antifingico del extracto etanolico de Piper aduncum al 75%
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, Trujillo-2019.”
“Determinar el efecto antifingico del extracto etandlico de Piper Aduncum al 50%

sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, Trujillo-20109.



La investigacion se justifica por importancia teérica debido a que la experimentacion
de la reaccion del principal hongo frente a Piper aduncum, tiene frecuentes estudios
realizados.

Tiene importancia ética, para evidenciar el uso de la medicina natural como es el
matico, ante una de las enfermedades mas prevalentes.

Para evaluar la actividad antifingica se us6 el método Kirby-Bauer, la siembra se
realiz6 en 10 cajas Petri, luego se procedio a la colocacion de discos estériles en
diferentes concentraciones de extracto etandlico al (50%, 75%, 100%); El extracto
tuvo una media de 12,03mm para la concentracion 50%, una media de 15.21mm a la
concentracion 75%, una media de 20,14mm a la concentracion 100%, asi mismo una
media de 24.90mm. Se concluy6 que el extracto etanélico de Piper aduncum al 100%
presentd el mayor efecto antifungico frente a cepas de candida albicans ATCC

10231.



1. Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

2.2.1 Internacional

Santos M ,.(Brasil 2014) Titulo: “Actividad antifingico de extractos de hojas de
Piper aduncum preparados por diferentes solventes y técnicas de extraccion contra
los dermatofitos trichophyton rubrum y trichophyton interdigite .Objetivo: El
presente trabajo tuvo como objetivo realizar el estudio fitoquimico y determinar la
concentracion de flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper
aduncum L. procedentes de la regiobn Amazonas. Tipo de estudio: Realizo un
trabajo de investigacion de disefio transversal,prospectivo y observacional.
Poblacion/muestra: La Poblacion del tamizaje fotoquimico se realiz6 usando
reactivos de coloracion y precipitacion. Materiales y métodos: Los flavonoides
totales se cuantificaron con el método de Kostennikova. Se encontré una alta
diversidad de metabolitos en ambas especies, como alcaloides, triterpenos y
esteroides, flavonoides, fenoles y taninos, azcares reductores, quinonas, compuestos
grasos, cumarinas y resinas; solo se evidenci6 la presencia de saponinas en la especie
de Piper aduncum L. Resultados: El contenido de flavonoides totales en las especies
de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fue de 1,8 £ 0,16 y 2,51 £+ 0,15 g equivalentes
a quercetina por cada 100 g de hoja seca, respectivamente. Conclusiones: la especie
de Piper aduncum L. fue la que presentd mayor concentracion de flavonoides

expresados como quercetina con diferencias estadisticamente significativas . (4)



2.1.2Nacionales:

Tapia C.(Perd 2018) Titulo: Efecto antifingico, in vitro, entre el extracto
hidroalcoholico de hojas y tallo de Piper aduncum (MATICO) sobre Candida albicans
ATCC 10231, Trujillo — 2018. Objetivo: El presente estudio su objetivo fue
comparar, in vitro, el efecto antifungico entre el extracto hidroalcoholico de hoja y
tallo de Piper aduncum “matico” sobre Candida albicans. Tipo de estudio: Realizo
un trabajo de disefio transversal, prospectivo y observacional. Poblacion/muestra:
La muestra estuvo conformada por 32 placas, inoculadas por cepas de candida
albicans ATCC 10231. Materiales y método: Fueron activadas para ser sembradas
en agar TSA. Se recolectaron hojas y tallo de matico, y se prepararon dos
concentraciones hidroalcohdlico de matico al 50% y 75% de cada
uno. Resultados: Los resultados mostraron mediante el didmetro (mm) de los halos
de inhibicion del crecimiento, encontrandose que en el extracto de la hoja al 50%
presentd un halo de inhibicion de 14.94 mm y el extracto de la hoja al 75% presento
un halo de inhibicién de 19.06 mm., mientras que en extracto de tallo al 50 % presento
un halo de inhibicion de 0.00 mm y en el extracto del tallo al 75% present6 un halo
de inhibicion de 10.63 mm. Conclusion: Mediante este estudio se concluyd que el
extracto hidroalcohdlico en hoja, presenta mayor efecto antifingico en comparacion
al tallo, en las concentraciones al 50% y 75%, asi como que el extracto
hidroalcohdlico al 75% en hoja como en tallo, presenta mayor efectividad

antifngico, en comparacién a la concentracién al 50%. (5)



Tipula. M .(Perd, 2016). Titulo: Efecto antifangico del extracto hidroalcoholico de
hojas de Piper angustifolium “Matico” sobre cepas de Candida albicans comparada
con lanistatina, estudio in vitro. Objetivo: El objetivo del estudio se evalu6 el efecto
antifungico del extracto hidroalcoholico de hojas del Piper angustifolium “matico”
sobre cepas de Candida albicans en comparacion con la Nistatina. Tipo de
estudio: Realizo un trabajo de investigacion de disefio transversal, prospectivo y
observacional. Poblacion/ muestra: fue un estudio in vitro en el cual se utiliz6 32
placas Petri de las cuales 8 placas fueron empleadas la nistatina y 24 para las 3 dosis
de Piper angustifolium. Materiales y metodo: Se encontr6 como resultados que la
nistatina en un total de 24 horas mostr6é en promedio un halo de inhibicién de 22.6
+1.1 mm. En cuanto al extracto hidroalc6holico de hojas Piper angustifolium en un
porcentaje de 12 % dentro de las 24 horas se obtuvieron un halo de inhibicion en
promedio de 25.8 + 1.4 mm y 11.9 + 0.8 mm (resistente) a las 48 horas. Al 10% el
halo inhibitorio fue 16.8 + 1.3 mm a las 24 horas, y 8.6+ 1.4 mm a las 48
horas. Conclusion: Se concluyé que tanto la nistatina de 300 microgramos como el
extracto al 12% de hojas del Piper angustifolium tienen efecto antifungico en las
primeras 24 horas, mientras que la dosis al 10% tiene un efecto intermedio, para las

demas concentraciones la cepa se mostro resistente. (6)



Gutiérrez Y, et al. (Perd 2016) Titulo: “La quimiodiversidad asociada con la
citotoxicidad y la actividad antimicrobiana de Piper aduncum”. Objetivo: El andlisis
quimico, la actividad antimicrobiana y el efectos citotoxicos de los aceites esenciales
de las hojas de Piper aduncum. Tipo de estudio: Realizo un trabajo de investigacion
de disefio transversal, prospectivo y observacional. Poblacion/ muestra: Se
determinaron ossanum de dos localidades de Bauta (aceite esencial-B) y Ceiba (aceite
esencial-C), provincia de Artemisa, Cuba. Materiales y método: Los aceites
esenciales se obtuvieron por hidrodestilacion y se analizaron por cromatografia de
gases / espectrometria de masas. Aceite esencial-B demostré una mayor actividad
contra S. aureus y L. amazonensis; mientras que se observd una menor citotoxicidad
en células de mamiferos. Resultados: Ambos aceites esenciales mostraron la misma
actividad contra Plasmodium falciparum , Trypanosoma cruzi , Trypanosoma brucei y
Leishmania infantum. Conclusién: Ambos aceites esenciales estaban inactivas contra

Escherichia coli y Candida albicans. (7)

Soto .M. (Amazonas, 2015) Titulo: Estudio fotoquimico y cuantificacion de
flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. procedentes
de la region de amazonas. Objetivo: El objetivo del estudio fue realizar un analisis
fitoquimico y determinar la concentracion de flavonoides totales a partir de las hojas
de Piper peltatum L.y Piper aduncum L. obtenidas de la zona de Amazonas. Tipo de
estudio: Realizo un trabajo d investigacion de disefio transversal, prospectivo y

observacional.



Poblacion/ muestra: Con respecto al tamizaje fitoquimico se desarroll6 mediante el
empleo de reactivos de coloracién y precipitacion y en el caso de los flavonoides
totales se cuantificaron mediante el método Kostennikova. Resultados: Se encontrd
como resultados la presencia de una alta concentracion y diversidad de metabolitos en
ambas especies, entre ellos flavonoides, taninos, alcaloides etc. la presencia de
saponinas en la especie de Piper aduncum L. El contenido de flavonoides totales en
las especies de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. fue de 1,8 £ 0,16 y 2,51 £ 0,15
g equivalentes a quercetina por cada 100 g de hoja seca, respectivamente.
Conclusiones: Se consider6 al Piper aduncum L. como la especie de mayor
concentracion de flavonoides expresados como quercetina con diferencias

estadisticamente significativas. (8)

Valle B,Yanac.A.(Pert, 2014) Titulo: Efecto del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Piper aduncum “Matico” sobre el crecimiento de Candida albicans in vitro,
procedentes del distrito de Otuzco-La Libertad. Objetivos: El objetivo del estudio
fue determinar el efecto del extracto hidroalcéholico de las hojas de Piper aduncum
“Matico” frente a Candida albicans, éste se desarrolld in vitro en comparacion con el
Fluconazol. Tipo de estudio: Realizo un trabajo d investigacion de disefio
transversal, prospectivo y observacional. Poblacion/ muestra: Se utiliz6 discos que
se impregnaron con diferentes concentraciones del extracto. Materiales y
meétodo: Se colocaron en placas Petri conteniendo cultivos de Candida albicans y se
incubaron a 37° centigrados durante 24 horas. Resultados: Encontrando como
resultado 7 mm en promedio para 13,6 mg/dl, 8,4mm para 27,2 mg/dl y 10,2 mm para
40,8 mg/dl y 13,8mm para 54,4 mg/dl respectivamente. Conclusion: Concluyendo que

el extracto de hojas de Piper aduncum tiene poder antifingico frente a Candida



albicans y que es proporcional a la cantidad de concentracion. (9)

Vega Y.(Per(, 2014) Titulo: Cuantificacion espectrofotométrica de taninos en hojas
de Piper aduncum procedentes de la provincia de Otuzco, departamento La
Libertad. Objetivo: El propdsito de la presente investigacion fue la cuantificacion de
taninos en el extracto hidroalcoholico de las hojas de Piper aduncum “matico”. Tipo
de estudio: Realizo un trabajo d investigacion de disefio transversal, prospectivo y
observacional. Poblacion/muestra: Las muestras de hojas fueron recolectadas en la
Provincia de Otuzco, departamento de La Libertad, en el mes de Marzo-2013.
Materiales y método: El extracto se prepar6 usando como 6 solvente etanol al 50%
v/v.La absorbancia de las muestras del extracto fueron leidas a una longitud de onda
de 700 mm. Resultados: Obteniéndose como promedio 27,7814 % de taninos
expresados como acido tanico. Conclusion: Se concluye que las hojas de matico tienen
altos indices de taninos, convirtiendo a esta planta como gran potencial antimicrobiano

y antifungico. (10)



2.2. Bases Tedricas

2.2.1 Candida Albicans

Es un hongo polimorfico debido a que puede presentar morfologia levaduriforme o
bien, crecer como hongo filamentoso formando hifas verdaderas. (11)

Céndida albicans es una levadura comensal normalmente presente en pequefias
cantidades en la flora oral. La colonizacién de la cavidad oral por Candida albicans
implica la adquisicion y el mantenimiento de una poblacion de levadura estable. Los
microorganismos se eliminan continuamente de la cavidad oral mediante mecanismos
de depuracion del huésped, por lo tanto, para sobrevivir y habitar este ecosistema, las
células de Candida albicans deben adherirse y replicarse. Estos incluyen moléculas
epiteliales y bacterianas de la superficie celular, proteinas de la matriz extracelular y
acrilico dental. (12)

2.2.1.1 Caracteristicas:

Candida albicans presentan diferentes manifestaciones clinicas, la formacion de
biopeliculas de la superficie estan asociadas a los biomateriales utilizados en préctica
clinica. Candida albicans es un hongo dimorfico, es decir, crece de diferente manera
en funcién de la T° de crecimiento, como levadura, habitualmente a 37°C en el
huésped, y como hongo de presencia filamentoso, a 25°C en la naturaleza.

Corresponde al filo Ascomycota y procrea de modo asexual por gemacion. (13)

10



2.2.1.2 Candidiasis:

Es una enfermedad provocada por hongos cuya manifestaciones es una
infeccion en la cavidad oral ocasionada por Candida de forma cientifica.

En la actualidad va en aumento sobre todo de paises desarrollados debido a los
métodos odontoldgicos que refiere a uno de proétesis dentales, uso de antibidticos,
inmunosupervisores, etc. Esta enfermedad esté fuertemente asociada en la infancia,
ancianidad, pero ha pasado a ser comun en los pacientes con VIH, o los que son
sometidos a tratamientos inmunomoduladores o antineoplésicos.16 La candidiasis
esta conformada con el 75% de enfermedades por hongos y alcanza hasta a 78%de
mortalidad en pacientes que acuden al servicio hospitalarios Gltimamente a raiz de
estos pasos se a observado que existen cambios y variaciones en la epidemiologia
en la enfermedad sobre todo en la resistencia de antimicdticos segin éarea

geogréfica.(14)

2.2.1.3 La candidiasis bucal se manifiesta en diferentes formas clinicas siguientes:
a)La Candidiasis pseudomembranosa aguda, se manifiesta a través de una placa cuyo
color caracteristico es blanco o un blanco cremoso que se separa facilmente de la
superficie que lo contiene, siendo esta enrojecida , con presencia de llagas y hasta
sangrante , la lesién puede salir en labios , lengua e interior de mucosa. (15)

b) La candidiasis atréfica aguda, se manifiesta a través de una placa eritematosa
atrdfica ,en los laterales y dorso de la lengua en forma de parches como en una
eliminacion de papilas dentarias depapilacion y en forma de escamas

desqueratinizacion con dolor y ardor. (15)

¢) La candidiasis atréfica crénica, se manifiestan en forma de placa gruesa de color

blanco cuya superficie es de contextura lisa o gruesa sobre un fondo rojo o

11



eritema.(15)

d) La candidiasis hiperplasica cronica, se manifiesta en forma de placa gruesa de color
blanco cuya superficie de los bordes de la lengua, es de contextura lisa o rugosa sobre
un fondo rojo o eritema. (15)

2.2.2.4 La Candida albicans se identifica a traveés de las siguientes pruebas
especificas:

Filamentacion precoz o prueba del tubo germinal: esta prueba consiste en incubar una
levadura en suero a 37°C por un periodo de 2 horas ya que la Candida albicans
solamente ese periodo de tiempo, formara un brote del micelio. (15)

La formacién de clamidosporas, cultivo con harina de maiz o Agar- arroz con Tweer
80. En esta prueba, se observa el desarrollo de un micelio verdadero a lo largo del
cual aparecen esporas redondeadas de pared gruesa lisa. (15)

2.2.2 Fitoterapia

La medicina natural, a partir de las plantas y sus propiedades antimicrobianas,
altimamente ha recibido mucha atencion de los cientificos, ya que presentan
actividad antibacteriana capaz de combatir a agentes patdgenos como el
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Candida albicans siempre que se les
considere como coadyuvantes de un control mecénico de la biopelicula por medios

fisicos (cepillado, uso de hilo dental). (16)

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
mas desarrollados. Aungue no existen dados precisos para evaluar la extension del
uso global de pantas medicinales, la organizacion mundial de la salud (OMS) ha
estimado que mas del 80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la

medicina tradicional para satisfacer sus necesidades. (16)
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Hoy en dia, tanto en medicina general como odontoldgica, se esta investigando
nuevas alternativas de tratamiento antibacterianos, dado el continuo aumento de la
resistencia bacteriana a los antibioticos convencionales y por las reacciones adversas

que estos producen en algunos pacientes.(16)

2.2.2.1 Matico

“El matico es una planta nativa de Chile, Argentinay Peru, aunque en este Gltimo pais
lo Ilamamos o lo conocemos como matico a la especie de (Piper aduncum), un arbol
relacionado con la pimienta, al que se le atribuyen también propiedades
vulnerarias. (17)

Su crecimiento es de forma silvestre en cerros y quebradas, tienen tallos sub lefiosos,

ramificados desde la base; sus hojas son opuestas de 20cm de largo, lanceoladas,

verdes oscuras, rugosas en la superficie y blanco amarillentas muy vellosas en la cara

inferior. (18)
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Las flores son pequefias, hermafroditas, de color amarillas o naranjas agrupadas,
florecen en primavera o verano y presentan un fruto globoso en forma de capsula de
dos valvas y contiene una gran cantidad de semillas muy pequefias que se dispersan de
forma natural. (18)

La planta de matico contribuye a la medicina natural, arbustiva y perennifolia
producida en Sudamérica, corresponde a la descendencia de Buddlejaceae. (17) Logra
entre mas de tres metros de altitud. Planta silvestre que también se encuentra en los
parques. Las hojas de la planta de matico son de gran tamafio (mide hasta catorce
0 quince centimetros) el color es verduzco en la parte delantera se encuentra rugoso y
mas claro en la parte posterior lanceoladas. (17)

En la etapa de primavera y algunos dias de verano produce unas hermosas flores con
bastante olor (aromaticas) amarilla o anaranjada su tamafio es menos de un centimetro,
la flor se forma con cuatro pétalos levemente acampanada y se unen esféricamente, en
los sistemas de reproduccion masculinos son cuatro estambres, el fruto es capsular.
(17)

La produccion de granos y palos se ubica en lugares de arena, preferiblemente en
temperaturas himedas, terrenos hondos y mucha cantidad de masa orgéanica y un riego
constante. Las temperaturas bajas ni muy altas no son aceptable para este tipo de

planta.
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Entre sus componentes principales es su aceite esencial (tanino), que es el que ayuda
cicatrizar es ideal para Ulceras del aparato digestivo y herida externa de complicada
cicatrizacion), asimismo tiene alcaloides y sirven de relajamiento a los musculo
suave, interactuando con analgésico y se hallan en su constitucion también glucosidos
de distintos tipo saponinas y flavonoide. (17)

Puede ingerirse como la disolucion producida de hojas, la que puede ingerir luego de
cada comida la cual ayuda a la expulsion de los gases y exteriormente se coloca el
liguido de su coccion (cocer la planta unos quince o veinte minutos en bastante
liquido) se aplica compresas o se utiliza directamente para el lavado de heridas;
existen pomadas listas que se emplea sobre las heridas. También se emplea en la

industria textil para pintar tejidos, obteniendo un tono marrén claro.(17)

2.2.2.2 Toxicidad

La taxonomia de tipos neotropicales del género Piper esta en estado de caético,
describiéndose muchas especies sin alguna referencia de género o con respecto a otros
tipos relacionados. No existe clasificacion natural del género y no hay subgéneros o
secciones Utiles. Esto se debe por una parte, a la igualdad morfoldgica de las especies
también a las pocas partes florales, lo que llevé a que se describan bastantes especies
sobre las colecciones que tenian escases de flores maduras y de frutos. (18)

2.2.2.3 Fotogquimica

Se han identificado una series de compuestos quimicos en Piper aduncum, que varian
dependiendo del 6rgano de la planta estudiada. En el matico se identificaron
heterosidos feniletanoides, flavonoides y terpenoides.

Las hojas, tallos y partes lefiosas contienen gran cantidad de los iridiodes aucubina.En

las flores se han identificado los triperpenoides lupeol. (18)
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2.2.2.4 Nombres comunes

Cabe aclarar que en Per también se le dice matico a Piper aduncum, un arbol con
aroma a pimienta y usado como condimento, ademas de ser otra planta medicinal a
la que se le atribuyen propiedades cicatrizantes, llamada popularmente “matico

peruano”, «hierba del soldado» o “matico” a secas. (18)

2.2.2.5 Descripcion

Hojas: alternas, a veces opuestas, simples, sésiles, con tamafio, forma y venacion
variables

Inflorescencia: son temporales, opuestas a las hojas, cominmente solitarias, colgantes
0 recurvadas, de tamafio variable.

Flores: son muy pequefias y numerosas, generalmente monoicas, de forma variable.
Fruta: es una baya pequefia, de forma variada, con un pericardio delgado y endocardio
a veces endurecido.

Semillas: pequefias, solitarias. (18)

2.2.2.6 Composicion Quimica

Piper aduncum poseen actividad antibacteriana, antifungica, antiviral, citotoxica y
parasiticida. Los diversos estudios fitoquimicos reportan que el P. aduncum contiene
una gran variedad de metabolitos secundarios que se pueden agrupar en

fenilpropanoides, derivados de acido benzoico, cromenos y flavonoides. (19)
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111 Hipotesis

Hipétesis de investigacion:
Hi: Existe efecto antifingico de las tres concentraciones del extracto etandlico de
Piper aduncum (Matico) sobre cepa de Candida albican (ATCC 10231), Trujillo-

2019.

Hipotesis estadistica:

Hipotesis Nula

.Ho: No Existe efecto antifingico de las tres concentraciones del extracto etanélico
de Piper aduncum (Matico) sobre cepa de Candida albican (ATCC 10231), Trijillo-

2019.

Hipotesis alternativa

Hi: Si Existe efecto de las tres concentraciones del extracto etandlico de Piper

aduncum (Matico) sobre cepa de Candida albican (ATCC 10231), Trujillo-2019.
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4 Metodologia:
4.1 Disefio de la investigacion

4.1.1 Tipo de investigacion

-Experimental, el investigador ha registrado los resultados después de realizar una
intervencion que se aplica a uno 0 méas grupos (30). En este estudio se manipuld las
concentraciones del extracto etandlico de hoja de Piper aduncum.

-Prospectivo, el investigador registra los eventos a partir de los hechos ocurridos (30).
Este estudio se midid los resultados segun los objetivos y se coloco en la ficha de
recoleccion de datos.

-Transversal, los datos fueron tomados en un momento en el tiempo (30). En este
estudio los efectos antifungicos fueron medidos a las 48 horas de ser expuestos a los
extractos.

-Analitico, se analizaron los resultados para verificar si causa el efecto.
412 Nivel de investigacion:

La presente investigacion es de nivel: explicativo.
Explica el comportamiento de las diferentes concentraciones en una variable; por ser

estudios de causa-efecto requieren control y debe cumplir otros criterios de

casualidad, entre la variable independiente y dependiente .(30)
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4.2 Poblacion y Muestra
Poblacion
Estuvo conformada por el conjunto de placas Petri con siembra adecuada de Candida
albicans ATCC 10231.
Criterios de Seleccion
Criterios de inclusion
Placa Petri inoculada con Candida albicans ATCC 10231 en medio de cultivo.
Criterios de exclusion
Placa Petri con signos de contaminacion.
Muestra
Tamafio de muestra
El tamafio de muestra para el presente estudio fue:
(Zar +

n= Zp)? 252
(P1 - p2)?

Donde:
Zq/2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un a =0.05

Zp=0.84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20
S = 0.8 (p1- p2) el cual es un valor asumido por no estar bien definidos los valores
paramétricos en estudios similares.
Luego Reemplazando obtenemos: n = 10 placas
Es decir, se necesitaron 10 placas seleccionadas para cada grupo de tratamiento. En
total fueron 5 grupos: 10 para cada concentracion de 50%, 75% Yy 100%, 10 placas

para el control positivo y 10 para el control negativo.
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4.3 Poblacion y muestra

Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABL | DEFINICION |Tipo DE | E°CALA [INDICAD [VALOR
E CONCEPTUAL MARIABLE!| DE OR
MEDI
CION
El extracto Concentraci
Indepen Etanolico de Piper .
diente aduncum og|Cualitativa i Concentr s o1 50%
Extracto obtenido mediante aciones
etandlico la mescla de e del (500mg/ml)
46 Pi etanol-agua luego
CFIPEr e filro y se extracto 75%
aduncum lohtyyo el extracto (%) (750mg/ml)
(matico) fen distintas
concentraciones 100%
50%,75% y (1000mg/ml)
100%. @2
1.Nula(-)para un
Dependien [Tiene una gran azon Halos -d,e diametro inferior
te Efecto |extension para o inhibicié 3
Antiflngic disminuir Cuantitativa nseggn | SMM
0 agente Esca'a 2. Sensibilidad
antif(ngico.(5) € limite
Duraffour
d (mm) (entre 8a
1914mm?.
3.Medio(muy
sensible++)

4.Sumamente
sensible(diametr
0

superior a
20mm)




4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica

Observacion directa; se realizd la observacion y medicion de los halos de
inhibicidn generados, se realizé con la ayuda de elementos técnicos tales como

instrumentos de recoleccion de datos.
Instrumento

Ficha de recoleccidn de datos: sirvid para el registro de la informacion

necesaria para la investigacion.

Para medir los halos de inhibicion se utiliz6 un Vernier digital calibrado 1SO
(Anexo 7)

Procedimiento

Se recolectaron 5 Kg de hoja de Piper aduncum en el distrito de Otuzco, ya que
esta planta crece en la serrania y el clima favorece su crecimiento. Para una
precisa identificacion de la especie un ejemplar fue llevado al Herbario de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y determinacion de la
taxonomia. (Anexo 4)

“Preparacion de la muestra vegetal”

Seleccidn: Se selecciond las hojas que estén en buenas condiciones, que no
tengan ataque de hongos, ni estén marchitadas o decoloradas.

Lavado: Se procedi6 a lavar la muestra vegetal con agua destilada, seguido
de una desinfeccidn, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5 %. Posteriormente
se realizo un enjuague con agua destilada esteéril, esto es para retirar los residuos

de hipoclorito.
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Secado: Las hojas fueron colocadas en papeles Kraft, y se llevaran a secar a

una estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40C°) por 48 horas.

Pulverizacidn: Las hojas una vez secadas fueron pulverizadas con ayuda de un

molino.

Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a través del tamiz
N°0.75.

Almacenamiento: El polvo de las hojas de cada variedad de matico fue
guardado en frascos de vidrio de color ambar de boca ancha.

Preparacion de los extractos etandlico de Piper aduncum.

Para la obtencion del extracto etanolico, se pesé por separado 500 g de polvo
de hojas de la especie y luego se colocd en sus respectivos recipientes de vidrio
de boca ancha color ambar. Luego, se afiadio etanol-agua (7:3) 2 litros. Se
mezclé bien, teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como maximo las
%, partes del recipiente. Se tapd los recipientes y se maceraron por 7 dias,
agitandose 15 minutos, dos veces al dia. (22)

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtr6 los macerados usando una
bomba de vacio, con papel de filtro Whatman N° 1. Al liquido filtrado se le
denomino extracto etandlico.

A continuacion, cada extracto etandlico se concentrd en una rota vapor hasta
obtener una masa siruposa. Esta se llevo a secar a la estufa a 40°C. Al producto
resultante se le denominard extracto seco. De estos, se preparé las
concentraciones de 50%(500mg/mL), 75%(750mg/mL) y 100%(1000mg/mL)
disueltas en etanol-agua (7:3).

Finalmente, los extractos fueron filtrados con filtros Millex (Millipore) de 0,22
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mm para esterilizar el extracto y fueron guardados en frascos de vidrio de color

ambar estéril y se guardara en refrigeracion a 4 °C.

Obtencion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Para este estudio se utilizo la cepa de Candida albicans ATCC 10231 obtenida
a través de la compra en GenLab del Perd S.A.C. (Anexo 6)

Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Se utilizé el cultivo liofilizado de las cepas de Candida albicans ATCC
10231,se realiz6 sembrando cada cepa liofilizada en baldén de 50 mL de caldo
Brain Heart Infusion (BHI), luego se incubé a 37°C por 48 horas en
condiciones de microaerofilia.

Se verifico si se tiene cultivo puro, para lo cual se sembré por estria en Agar
TSYB para Candida albicans e incubé por 48 horas en condiciones de
microaerofilia. Posteriormente se eligidé una colonia compatible con Candida
albicans para realizar coloracion gram (23).

A partir de una colonia se sembraron en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya
(TSA), y se conservo hasta su posterior empleo (23).

Medicion del efecto antifingico:

Luego de sembrar la cepa de Candida albicans en las placas Petri se realizo la
técnica de susceptibilidad utilizando el método de difusién de discos o método
de kirby-bauer ,se prepararon discos de papel filtro estériles y se les sumergid
dentro de las concentraciones del extracto etandlico de Annona muricata al
50% (500 mg/ml), 75% (750 mg/ml), 100% (1000 mg/ml) después con una

aguja estéril fueron colocados los discos sobre los cultivos de bacterias en las
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placas Petri preparadas previamente , se colocaron 4 discos por cada placa de
agar posteriormente las placas de incubaron a 37 grados durante 24 horas .
Finalmente, la lectura de los resultados se lleva a cabo a las 24 horas se miden
los halos de inhibicion incluyendo el area de los discos de papel filtro con una
regla milimetrada. Las lecturas de los halos de inhibicion se miden en
milimetros teniendo en cuenta la escala de Duraffourd 20 16 (24).

Para medir el efecto antifungico

Se colocaron los discos de papel filtro Wattman impregnados con cada
concentracion y combinacion preparada de los aceites esenciales, con la ayuda
de una aguja esteéril, las placas se mantuvieron en la misma posicion por un
periodo de 5 minutos luego de este tiempo las placas se voltearon de posicion
y se incubaron a 37 grados centigrados por 48 horas. Todo el procedimiento se
llevo a cabo dentro del didmetro de 10cm de la llama de un mechero.
Finalmente, la lectura de los resultados se lleva a cabo a las 24 horas se miden
los halos de inhibicion incluyendo el area de los discos de papel filtro con una
regla milimetrada. Las lecturas de los halos de inhibicion se miden en

milimetros teniendo en cuenta la escala de Duraffourd (24)

Preparacion de los medios de cultivo

El medio de cultivo Dextrosa Sabouraund se preparé siguiendo las
instrucciones e ilustraciones de la casa fabricante, repartiéndose luego el medio
en las 20 placas Petri, hasta llegar a un volumen aproximado de 5 mm por placa.
Posteriormente se dejo solidificar a temperatura del medio ambiente durante
un corto, periodo de tiempo (15 minutos), inmediatamente las placas fueron

rotuladas con la ayuda de un marcador en la parte ulterior con el nombre
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correspondiente para identificar la placa. Ademas, se afiadio al proceso el
control de esterilidad, dejando una preparacion del agar sin el proceso de
inoculacién, incubando a 37°C por 24 horas.

b.- Preparacion del Inéculo

Se realizo el ajuste de la turbidez del indculo bacteriano, con el estandar de la
escala de Mc Farland. Se usoé la suspensién estandarizada del agente nicético
(Candida albicans) a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml, se procedio a
tomar 100 pde la suspension bacteriana y con la ayuda de la micro pipeta se
transfirieron a las placas Petri con contenido de agar Dextrosa

Sabouraund.(24)

Lectura de las placas:

Después de tiempo de incubacidn 48 horas se examino cada placa y se midieron
los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de
cada disco. Para lo cual se uso el vernier digital calibrado 1SO, abarcando el

diametro del halo. (24)

24



Plan de analisis

Se utilizaron tablas de resumen de una entrada, asi como gréaficos adecuados
para presentar los resultados de la investigacion.

Para comparar el efecto antifingico entre las concentraciones del extracto
etanolico de Piper aduncum sobre Candida albicans ATCC 10231 se utilizo
el analisis de varianza (ANOVA) para un disefio completamente al azar y
luego se realizd la prueba de comparaciones multiples de Duncan. Todas las
pruebas estadisticas tuvieron un nivel de significancia del 5%. Se cont6 con

el apoyo de una hoja de calculo de Microsoft Excel y del programa SPSS.
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4.6 Matriz de consistencia
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4.1  Principios éticos

Este estudio de investigacion se fundamentd en el codigo de ética de la
Universidad Catdlica Los Angeles De Chimbote usando el principio de
Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad.(25)

Los residuos microbioldgicos fueron eliminados asegurandose su
descontaminacién en autoclave. Esto significa una bolsa primaria de color
negro, llenada solo hasta % partes de su capacidad y anudada y sobre ésta una
bolsa color amarillo con logo y pre impreso de residuos especiales, deberan
marcar el tipo de residuos que contendra, el laboratorio o area de generacién
y la fecha. Estas bolsas cerradas anudadas, fueron almacenadas
temporalmente en las areas sucias en contenedores de color amarillo con logo

de Residuo Biologico.(26)
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V  Resultados
5.1 Resultados
Tabla 1: Comparacion del efecto antifingico del extracto etanolico de Piper

aduncum matico frente a candida albicans.

Concentraciones N Medi Desviacion Minimo Maéaximo P* F
a
50% 10 12,03 .50 11,10 12,70
75% 15,21 31 14,80 15,80
10
100% 10 20,14 43 19,30 20,80 ,00 1993,
55
C 10 24,90 ,68 23,60 26,00
+
C 10 6,60 52 6,00 7,00
Total 50 15,78 6,42 6,00 26,00

P*: Prueba ANOVA

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion: En la tabla observamos el promedio de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones de 50%, 75%, 100%, C+, C-, frente a Candida albicans.
Se determind una media de 12,03mm para la concentracion 50%, una media de
15.21mm a la concentracion 75%, una media de 20,14mm a la concentracion 100%,
asi mismo una media de 24.90mm al C+, una media 6,60mm al C- , Se utilizo la
prueba ANOVA y se obtuvo p=0.00, lo cual indica que si existe diferencia

estadistica significativa entre las tres concentraciones y los controles
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Gréfico 1: Comparacion del efecto antifingico de las concentraciones del

extracto etandlico de Piper aduncum frente a Candida albicans ATCC 10231.
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0.0
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Fuente: Datos proporcionados por el investigador Interpretacion:
Todas las concentraciones presentaron un promedio menor al control positivo y mayor al

control negativo.

30



TABLA 2: Prueba de Duncan

Concentracione Subconjunto para alfa = 0.05

S N 1 2 3 4 5

C- 10  6,6000

50% 10 12,0300

75% 10 15,2100

100% 10 20,1400

C+ 10 24,9000

Interpretacion: Los halos de inhibicion presentaron mayor medida a medida que
aumentaron las concentraciones.
La tabla muestra que hubo diferencia significativa entre las diferentes

concentraciones y el control positivo.
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5.2 Anélisis de resultados
En la presente investigacion experimental se comparo el efecto antifingico de los
extracto etanolico de Piper aduncum a concentraciones del 50%, 75% y 100%
frente a cepas de Candida albicans. Los resultados demostraron que la Candida
albicans es susceptible a la accion del extracto etandlico de Piper aduncun
obteniéndose mayores halos de inhibicibn a medida que aumentd la
concentracion. Esto se deberia a la presencia dentro de las hojas de Piper aduncun
una composicion de compuestos fendlicos, los cuales tienen un papel importante
en la proteccidn contra agentes patdgenos, estos retrasan el crecimiento bacteriano
debido a que cambian las condiciones del medio y penetran en la membrana
celular de los microorganismos provocando lisis.
Similares resultados son reportados por Tapia C* Tipula®, Valle B,” Soto M°,
Vega Y 1! quienes también han demostrado las propiedades antibacterianas de las
hojas de Piper aduncum present0 efecto antibacteriano como resultado Tal efecto
podria deberse al contenido de flavonoides presentes en la hoja de matico lo cual
tiene la capacidad de matar las células de los microorganismos o dificultar los
efectos de difusion de las toxinas bacterianas.
Ademas de los flavonoides también contienen saponinas y esteroides, los cuales
tienen capacidad de causar filtracion de proteinas y enzimas de las células
bacterianas, ademas, de causar fugas de liposomas.
Hay resultados contradictorios con Gutiérrez Y® quien en su estudio obtuvo
resultados diferentes en sus halos de inhibicién con un efecto minimo casi nulo,
el cual puede deberse a las variaciones metodoldgicas y los materiales

empleados, también puede deberse a diversos factores como la técnica de
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valoracion, medio de crecimiento, microorganismos empleados y la composicion
quimica de los extractos. Esto también se deberia las condiciones del lugar donde
se desarroll6, como el suelo, clima, altura generando alteraciones en su

composicion.
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Conclusiones

1. La concentracion del extracto etanolico de Piper aduncum a al 100%
presentd mayor efecto antifingico que las otras dos concentraciones
frente a Candida albicans.

2. La concentracién del extracto etandlico de Piper aduncum al 75%
presentd efecto antifngico frente a Candida albicans.

3. La concentracién del extracto etandlico de Piper aduncum al 50%

presentdé menor efecto antiflngico frente a Candida albicans.

Aspectos complementarios

Recomendaciones

1. Realizar estudios sobre su efecto antifungico de las diversas especies

de Piper aduncum frente a otras bacteria de la cavidad oral.

2. Elaborar productos a base de plantas medicinales asi como enjuagues

bucales colutorios, etc.
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ANEXOS

Anexo 1

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, 20 de septiembre del 2019

MR: EDGAR DAVID ZAVALETA VALVERDE

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

Presente:
De mi ial ich

P

Es grato dirigirme a usted para saludarla muy cordialmente en mi
condicién de Coordinador de Carrera de la Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catélica Los Angeles de Chimb Filial Trujillo. Siendo el motivo de la
presente manifestarle que, en el marco del cumplimiento curricular de la Carrera
Profesional de Odontologia, nuestra alumna FLORIAN DIAZ, JEIDY JARUMY; debe
llevar a cabo el desarrolio de su proy de in igacion titulada “EFECTO
ANTIFUNGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PIPER ADUNCUM (MATICO) SOBRE
CEPA DE CANDIDA ALBICANS ATCC 10231”. Asi mismo para realizar el presente
trabajo se solicita el permiso respectivo para que nuestra alumna pueda ejecutar

con toda normalidad su proyecto de il g enlasi I del local que
dignamente usted dirige.

Es propicia la oportunidad, para rei le las de mi especial
consideracion y estima personal.
Atentamente
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Anexo 2

CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Luego de realizar la prueba de normalidad y corroborar que los datos que los
datos se distribuye de manera normal o simétrica.
- Hi:“Existe efecto antifungico de las tres concentraciones del extracto etandlico
de Piperaduncum (Matico) sobre cepa de Candida albican (ATCC
10231),Trujilo- 2019.
Hipdtesis estadistica:
- HO: No Existe efecto antifungico de las tres concentraciones del extracto
etanolico de Piper aduncum (Matico)  sobre cepa de Candida albican (ATCC
10231),Trujillo- 2019.
Hipdtesis alternativa
- Hi: Si Existe efecto de las tres concentraciones del extracto etandlico de
Piper aduncum (Matico) sobre cepa de Candida albican (ATCC 10231),
Trujillo-2019.
2.- Nivel De confianza:
Nivel de confianza=0.95 (95%o)
Nivel de significancia= 0.05 (5%)
Se utiliz6 la prueba ANOVA y se obtuvo p=0.00, lo cual indica que si existe

diferencia estadistica significativa entre las tres concentraciones y los controles.
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Gréfico 1: Comparacion del efecto antifingico de las concentraciones del

extracto etandlico de Piper aduncum frente a Candida albicans ATCC 10231.
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Fuente: Datos proporcionados por el investigador Interpretacion:
Todas las concentraciones presentaron un promedio menor al control positivo y

mayor al control negativo.
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PRUEBA DE NORMALIDAD

El proceso de toma de decisiones para una prueba de hipotesis se basé en el valor de
probabilidad

Tabla. Distribucion de los valores obtenidos de los halos de inhibicion de crecimiento

(mm)
Pruebas de normalidad
Shapiro-wilk
concentraciones Estadistico gl Sig.
Halos de inhibicion concentracion al 50% ,949 10 ,660
concentracion al 75% ,958 10 , 759
concentracion al 100% ,953 10 ,706
control + 921 10 ,364
control - ,640 10 ,000

Los datos se encuentran distribuidos normalmente.
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Anexo 3: Ficha de recoleccion de datos

extractos Diametro de los
y halos de
Concentracion inhibicién segdn C+ C-
concentracion del (mm) (mm)
extracto
hidroetanélico de
Piper Aduncum
(mm)
Repeticiones 50 75 100%
% %
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
9.
10.

FUENTE: Ruiz J. Determinacion de la actividad antifingica contra Candida albicans y
Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3 departamentos del Peru [Internet].
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. [Lima]: Universidad Nacional Mayor de San

Marcos; 2005 [citado 16 de abril de 2021].
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ANEXO 4

CONSTANCIA DE TAXONOMIA

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
TRUJILLO

Da constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliophyta
Orden: Lamiales

Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: Piper aduncum
Nombre comun : Matico

Muestra alcanzada a este despacho por FLORIAN DIAZ JEIDY JARUMY, Identificado con DNI:
70469744 con domicilio legal en Blanco Encalada Mz 20 Lte 29 — La Esperanza — Trujillo
Estudiante de la facultad de Ciencias de la salud, de la Escuela Profesional de Odontologia de
la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacién taxonémica
servird para la realizacion del Taller de Investigacion: Efecto antiflingico del extracto de
Piper aduncum en diferentes concentraciones sobre la cepa de Candida albicans ATCC
10231.

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte Interesada para los fines que
hubiera lugar.

Truijillo, 24 de octubre del 2019
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ANEXO 5

CONSTANCIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, Docente de la Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de
la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de

Trujillo, con numero de colegiatura 06952.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion de la muestra
vegetal y las concentraciones, de los extractos etanélico de Piper
aduncum (matico), en el laboratorio de farmacognosia de la facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo de
la alumna FLORIAN DIAZ JEIDY JARUMY, identificado con DNI:
70469744, con domicilio legal Blanco Encalada Mz 20 Lte 29,La
Esperanza-Truijillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional de odontologia de la Universidad Catélica loa
Angeles de Chimbote, en la ejecucién de la tesis titulada: EFECTO
ANTIFUNGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PIPER ADUNCUM (MATICO)

SOBRE CEPA DE CANDIDA ALBICANS ATCC 10231.

Se expide esta constancia, a solicitud, para los fines que estime pertinentes.

04 de octubre 2019
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ANEXO 6

CONSTANCIA

Yo, MANUELA NATIVIDAD LUJAN VALASQUEZ, Biologa-
Microbidloga Docente de la Escuela de Microbiologia y
Parasitologia, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Nacional de Trujillo, con registro de CBP N° 2132.

Mediante la presencia dejo constancia de haber colaborado con la
alumna FLORIAN DIAZ JEIDY JARUMY, identificado con DNI:
70469744, con domicilio legal Blanco Encalada Mz 20 Lte 29, La
Esperanza-Trujillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de la
Salud, Escuela Profesional de odontologia de la Universidad
Catolica los Angeles de Chimbote, en la ejecucion de la tesis
titulada: EFECTO ANTIFUNGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PIPER ADUNCUM (MATICO) SOBRE CEPA DE CANDIDA

ALBICANS ATCC 10231.

04 de octubre 2019

Manuela Natividad Lujan Velisquez
Docente De La Escuela De Microbiologia y Parasitelogia

Universidad Nacional De Trujillo

sesamssassasasasarasenovsan
Tra Masera Nt ad Lt
m‘:‘“u ALY
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ANEXO 7

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE
Digimatic Caliper 0- 150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de
calidad 17025
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ANEXO 8: COMPRA DE LA CEPA DE Candida albicans.
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ANEXO 9: Resultados

Tabla 01. Efecto antifungico del extracto hidroetandlico de Piper aduncum “matico”
frente a Candida albicans ATCC 102317, determinado mediante los halos de
inhibicion del crecimiento (mm) método de Kirby Buer.

Extracto hidroetandlico
del matico Control Control
Halos de inhibicidon del crecimiento + )
(mm)

50% 75% 100%

12.1 15.3 20.1 25.0 7
115 154 19.8 26.0 7
111 14.8 19.3 25.2 7
125 14.9 20.0 25.4 6
12.4 15.0 20.2 23.6 6
12.0 155 20.8 25.0 6
12.7 15.3 20.7 24.8 7
12.4 15.0 20.0 25.1 7
11.6 15.8 20.4 24.0 7
12.0 15.1 20.1 24.9 6

Control + = Nistatina Control - = buffer
fosfato

Tabla. Distribucion de los valores obtenidos de los halos de inhibicion de
crecimiento (mm)

Pruebas de normalidad

Sh
apiro-wilk
concentraciones Estadistic gl  Sig.
0

Halos de inhibicién concentracion al 50% 949 10 ,660
concentracion al 75% 958 10 ,759

concentracion al 100% 953 10 ,706

control + 921 10 ,364

control - ,640 10 ,000

Los datos se encuentran distribuidos normalmente.
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ANEXO 8: SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

PROCESAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO DE Candida
albicans REALIZADO EN LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNT

Se lavaron las hojas de la Planta Piper aduncum. (MATICO) y se desinfectaron

con Hipoclorito de Sodio al 0,5%
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SECADO

Secado a Temperatura Ambiente por 24 horas y en estufa a 40°C de Hojas de la
Planta Piper aduncum

(matico). Pulverizacion, Tamizaje y se pes6 300 gr. de Piper aduncum (matico)
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE Piper
aduncum

Mezcla de Alcohol 96° con Agua Destilada (etanol al 70°) para Piper aduncum.
Tiempo de maceracion por 7 dias y se agitara dos veces al dia el frasco.

Se filtrararon los macerados usando una bomba de vacio, con papel de filtro Whatman
N° 1. Cada extracto etanolico se concentrd en un rotavapor hasta obtener una masa
siruposa. Esta se llevo a secar a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se le denomind
extracto seco. De estos, se prepararon las concentraciones de 50%(500mg/mL),

75%(750mg/mL) y 100%(1000mg/mL)

54



INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuy6 la suspension bacteriana

en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la

placa.

PREPARACION DE LOS DISCOS DE PAPEL FILTRO WHATMAN
NUMERO 3 ESTERILES

Preparacion de los discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, embebidos
con 50 ul de cada una de las concentraciones de 50% ,75% y 100% del Extracto

etanolico de Piper aduncum.
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LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los didmetros de los halos de Inhibicion de Piper aduncum

Placas Petri con halos de inhibicion al 50, 75y 100%

Placas Petri del control positivo clorhexidina al 2% y control negativo etanol 70°
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