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5. Resumen

Obijetivo: Determinar el efecto antifingico de un colutorio mixto a base de aceites
esenciales de las hojas de Annona muricata y Mentha spicata al 5%, 10% y 15 % sobre
Candida albicans. Metodologia: Fue de tipo cuantitativa, de nivel explicativo y segln
su disefio es experimental, transversal, prospectivo, analitico. La poblacion estuvo
conformada por placas Petri con cepas de Candida albicans. La muestra fue
conformada por 10 repeticiones para cada grupo, distribuidas en concentraciones al
5%, 10%, 15%, Nistanina 0,02% (control positivo), Etanol 96° (control negativo). Se
utilizo el método de Kirby Bauer de difusion de agar y la lectura se realizd con una
regla milimetrada Vernier Digital teniendo en cuenta los parametros de sensibilidad
determinados por la escala de Duraffourd, los cuales fueron registrados en una ficha de
recoleccion de datos. Resultados: El promedio de halos de inhibicion del colutorio
mixto al 5% fue de 5.5 mm (sensibilidad nula), al 10% fue de 12 mm (sensible ), al
15% fue de 16.1 mm (muy sensible), del control positivo Nistatina 0,02% fue de 24,20
mm (sumamente sensible),  del control negativo Etanol 96° fue de 6.6 mm
(sensibilidad nula). Conclusiones: EI colutorio mixto a base de aceites esenciales de
las hojas de Annona muricata y Mentha spicata al 15%, presentdé mayor efecto
antifangico que las otras concentraciones frente a Candida albicans ATCC 10231,

considerandose muy sensible a la escala de Duraffourd.

Palabras clave: Antifungico, Candida albicans, Extracto, Guanabana, Menta
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Abstract

Objective: To determine the antifungal effect of a mixed mouthwash based on essential oils
from the leaves of Annona muricata and Mentha spicata at 5%, 10% and 15% on Candida
albicans. Methodology: It was of a quantitative type, of an explanatory level and according
to its design it is experimental, transversal, prospective, analytical. The population consisted
of Petric plates with strain of Candida albicans. The sample was made up of 10 repetitions
for each group, distributed in concentrations of 5%, 10%, 15%, 0.02% Nistanine (positive
control), 96° Ethanol (negative control). The Kirby Bauer agar diffusion method was used,
and the reading was performed with a Vernier Digital millimeter rule taking into account the
sensitivity parameters determined by the Duraffourd scale, which were recorded on a data
collection sheet. Results: The average inhibition halos of the mixed mouthwash at 5% was
5.5 mm (null sensitivity), at 10% it was 12 mm (sensitive), at 15% it was 16.1 mm (very
sensitive), at the positive control Nystatin 0 02% was 24.20 mm (extremely sensitive), the
negative control Ethanol 96° was 6.6 mm (null sensitivity). Conclusions: The mixed
mouthwash based on essential oils from the leaves of Annona muricata and Mentha spicata
at 15%, presented a greater antifungal effect than the other concentrations against Candida

albicans ATCC 10231, being considered very sensitive to the Duraffourd scale.

Keywords: Antifungal, Candida albicans, Extract, Mint, Soursop.
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l. Introduccion

Desde la antigliedad la poblacion en todo el mundo, ha reconocido las
propiedades de las plantas con el fin de curar alguna dolencia.! Las plantas
medicinales tienen propiedades reconocidas, que pasan de generacion en
generacion.? En la cavidad bucal encontramos una variedad de bacterias de
diferentes especies y varios microorganismos, uno de ellos es Candida
albicans un hongo, anaerobio facultativo que se encuentra en la cavidad

bucal humana, que produce una enfermedad denominada candidiasis.

El estudio de la menta y guanabana ayuda con la prevencion y el tratamiento
de enfermedades inflamatorias, destacando sus efectos beneficiosos sobre la
candidiasis oral, asi como la prevencion de la gingivitis y la caries dental.
Si tomamos en cuenta el efecto antiinflamatorio y antimicrobiano de la
menta y guanabana en el campo odontologico, la utilidad serd muy amplia
y beneficiosa; no solo para los pacientes sino también para nosotros como

futuros odontdlogos o investigadores de la profesion.*

En el Sur tropical de México, el norte de América del Sur y las Antillas,
Centro América, se encuentra la distribucion natural de la guanabana, hoy
en dia crece en lugares himedas y tropicales a nivel mundial, ya que no es

exigente en cuanto al suelo.®

Candida albicans, es de gran importancia estomatoldgica, por su frecuencia
y variedad clinica, estas infecciones se observan frecuentemente en personas

con distintos tipos de factores predisponentes. Las formas clinicas de



Candida albicans son variables y se han usado diferentes clasificaciones, ya

que la mayoria de las personas lo presenta, pero no esta muy desarrollado. °

A nivel mundial Mgbeahuruike A, etal.” (Nigeria, 2021) realiz6 un estudio
sobre evaluacion del potencial antimicrobiano de extractos de semillas de
Annona muricata sobre patégenos bacterianos y fungicos resistentes de
importancia para la salud publica. Evidenciando que los extractos de plantas
(etanol y éter etilico) mostraron efectos antimicrobianos apreciables a 400
mg / ml y, por lo tanto, podrian actuar como un farmaco potencial para la
terapia antifingica frente a Candida albicans . Asi mismo en Ledn A, et
al.® (México, 2020) realiz6 un estudio sobre efecto antibacterial,
antifngico, antioxidante y toxico de extractos fraccionados de pulpa de
Guanabana, concluyendo que los extractos de pulpa de guandbana pueden
ser una alternativa para el desarrollo de productos organicos antibacteriales,
como pretratamiento para el control biolégico de enfermedades y pueden

ser estudiados, por su toxicidad, desde el punto de vista farmacéutico.®

Rustanti E, Fatmawati Z. ° (Indonesia, 2019) realizd un estudio sobre efecto
antifangico de la fraccion cloroférmica del extracto etandlico de las hojas
de guanabana (Annona muricata), concluyendo que la hoja de Guanabana

tuvo la mayor actividad antiflingica a una concentracion del 30%.°

A nivel local Mamani G.X° (Trujillo, 2015) concluye que el extracto de las
hojas de Annona muricata presenta actividad antimicotica frente a Candida
albicans.’® Por ello se planted la siguiente pregunta (Existe efecto
antifangico del colutorio mixto a base de aceites esenciales de Annona

muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231- Trujillo,



2019? Para dar respuesta a esta pregunta se estableci6 como objetivo
general: Determinar el efecto antifungico del colutorio mixto a base de
aceites esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida
albicans ATCC 10231. Como objetivos especificos: Evaluar el efecto
antifangico del colutorio mixto a base de aceites esenciales de Annona
muricata y Mentha spicata al 5%, 10% y 15% sobre Candida albicans

ATCC 10231.

La investigacion se justifica por la relevancia tedrica, que presenta la
experimentacion de Candida albicans frente las hojas de Annona muricata
y Menta spicata, que aun no tiene mucha frecuencia de estudios realizados.
Asi mismo para evidenciar si el colutorio se puede utilizar para llevar un
tratamiento de medicina natural como el Annona muricata y Menta spicata,
ante una de las enfermedades més prevalentes como la Candidiasis oral.

La metodologia de la investigacion fue de tipo cuantitativa, de nivel
explicativo y segun su disefio es experimental, transversal, prospectivo,
analitico. La poblacién estuvo conformada por placas Petri con cepas de
Candida albicans. La muestra fue conformada por 10 repeticiones para
cada grupo, distribuidas en concentraciones al 5%, 10%, 15%, Nistanina
0,02% (control positivo), Etanol al 96° (control negativo). Se utilizo el
método de Kirby Bauer de difusion de agar.

La investigacion concluye que, el colutorio mixto a base de aceites
esenciales de las hojas de Annona muricata y Mentha spicata al 15%,

presentd mayor efecto antifungico que las otras concentraciones frente a



Candida albicans ATCC 10231, considerdndose muy sensible a la escala

de Duraffourd.

La investigacion sigue las etapas del método cientifico, consta de seis
capitulos, en el primero se formuld el enunciado del problema, el objetivo
general y los objetivos especificos; la justificacion, la revision de la
literatura con los antecedentes y bases teoricas, y la hipotesis. Luego se
desarroll6 la metodologia donde se detalla el tipo, nivel y disefio de
investigacion, la poblacion y muestra, la operacionalizacion de variables e
indicadores, la técnica e instrumento de recoleccion de datos, el plan de
analisis, matriz de consistencia y principios éticos pertinentes. Finalmente
se presento los resultados, mediante tablas y graficos con su respectiva
interpretacion, el analisis o discusion de resultados, para luego elaborar las

conclusiones y recomendaciones pertinentes.



Revision de la Literatura
Internacionales:

Mgbeahuruike A, et al.” (Nigeria, 2021) Titulo: Evaluacion del
potencial antimicrobiano de extractos de semillas de Annona muricata
sobre patdgenos bacterianos y fingicos resistentes de importancia para
la salud publica. Objetivo: Determinar el efecto antimicrobiano de
Annona muricata sobre Corynebacterium renale resistente a maltiples
farmacos aislado de aves y un patégeno fungico Candida albicans.
Metodologia: Realiz6 un trabajo de investigacion de disefio
experimental. La poblacion y muestra estuvieron conformadas por discos
en difusion de agar. El perfil de resistencia del aislado de se comparo con
Candida albicans utilizando extractos de semillas (hexano, éter etilico y
etanol) de Annona muricata. a diferentes concentraciones. Resultados:
Los extractos de hexano y éter etilico mostraron una actividad casi
similar en el aislado de C. albicans en todas las concentraciones
ensayadas. El extracto de etanol mostré el mayor ZI de 17,60 + 1,67 mm
en C. albicans a 400 mg / ml y esto fue estadisticamente significativo (P
= 0,05) en comparacion con las otras concentraciones. Conclusion: Los
extractos de plantas (etanol y éter etilico) mostraron efectos
antimicrobianos apreciables a 400 mg / ml y, por lo tanto, podrian actuar
como un farmaco potencial para la terapia antifungica frente a Candida

albicans.



Ledn A, et al.® (México, 2019) Titulo: Efecto antibacterial, antifingico,
antioxidante y toxico de extractos fraccionados de pulpa de Guanédbana.
Obijetivo: Determinar el efecto antibacterial, antifingico, antioxidante y
toxico de extractos fraccionados de pulpa de Guanabana. Metodologia:
Los extractos se obtuvo mediante la técnica de hidrodestilacion. EI hongo
que se cultivé fue Candida albicans en condiciones de anaerobiosis a
37°c por 48 horas, que fueron estandarizados segun el in6culo bacteriano
1x10 6 UFC/MI. La poblacién y muestra estuvieron conformadas por 18
discos de las cepas que fueron reservadas en agar PDA a 28 °C. En este
estudio se evaluo la actividad antifingica, toxica y antioxidante de 15
extractos fraccionados, obtenidos a partir de tres fracciones (F1, F2 y F3)
de cada una de las siguientes muestras: pulpa fresca, pulpa congelada
almacenada durante 3, 6 y 12 meses y pulpa tratada termicamente (70 °C,
30 min) de guandbana (Annona muricata L.). Resultados: La fraccion
F3 fue maés efectivas como antifingicas y antioxidante; sin embargo, la
fraccion F3 de pulpa fresca, tuvo la mayor actividad (18 y 20 mm de halo
de inhibicidn, respectivamente); asi mismo un 59 %y 38 % de inhibicion,
ademas presentd la mas alta actividad antioxidante (79 %). Conclusion:
Los extractos de pulpa de guandbana pueden ser una alternativa para el
desarrollo de productos organicos antibacteriales, como pre-tratamiento
para el control bioldgico de enfermedades y pueden ser estudiados, por

su toxicidad, desde el punto de vista farmacéutico.



Rustanti E, Fatmawati Z.° (Indonesia, 2019) Titulo: Efecto
antifungico de la fraccion cloroférmica del etanol extraer hojas de
guanabana (Annona muricata, L.). Objetivo: Determinar la actividad
antifungica del extracto etanélico de guanabana sobre Candida albicans.
Metodologia: El disefio del estudio fue experimental, el cual se llevo a
cabo en una muestra de cepas de Annona muricata, los cuales fueron
activados y sembrados en un medio de cultivo, para luego ser expuestos
a extractos de infusion y decoccién de las hojas de pampa orégano. Se
siguio la légica del porcentaje de inhibicion (PI), un PI> 90% se
considerdé como muy fuerte 10 (+++); 90%> PI> 1% se consider¢ fuerte
(+), PI. La poblacion y muestra estuvieron conformadas por discos en
difusion de agar. Mediante el método de difusion con una variacion de
concentracion del 10%, 20% y 30%, luego identificados por
espectrofotometria UV-VIS y FTIR para determinar compuestos activos
como antifungicos. Resultados: La fraccion cloroférmica de la hoja de
Guanabana tuvo la mayor actividad antifangica a una concentracion del
30% con un diametro inhibidor de 25,4 mm que se clasificé como fuerte.
Conclusion: La hoja de Guanabana tuvo la mayor actividad antifungica

a una concentracién del 30%.



Wahyuningsih R, Wiryosoendjoyo K.° (Indonesia, 2019) Titulo:
Prueba de actividad antifungica del extracto de infusion de hojas de
sirsak contra Candida albicans. Objetivo: Determinar la actividad de
la infusion de hojas de guanabana para inhibir o matar el crecimiento
del hongo Candida albicans. Metodologia: Realiz6 un trabajo de
investigacion de disefio experimental. La poblacion y muestra
estuvieron conformadas por discos en difusion de agar. EI método
utilizado es el método de dilucion. Se observo actividad antifungica al
observar la claridad y la turbidez en un 50%; 25%; 12,5%; 6,25%;
3,13%; 1,56%; 0,79%; 0,40%; 0,20% y 0,10%. EI medio utilizado fue
medio SGA (Sabouraud Glucose Agar) afiadido con 75 ppm de
antibidticos cloranfenicol y medio SGC (Sabouraud Glucose Liquid).
Resultados: La infusion de hojas de guanabana tiene actividad
inhibidora y mata el crecimiento del hongo Candida albicans. La
infusion de hojas de guandbana mostré mejor efecto antifingico a una
concentracion del 12,5%. Conclusion: La hoja de Guanabana tiene

actividad antifangica frente Candida Albicans.



Fisabilillah M. 1 (Indonesia, 2019) Titulo: Efecto del extracto de hoja
de guanabana (Annona muricata) contra la sepas de Candida albicans.
Objetivo: Examinar el efecto del extracto de hoja de guandbana
(Annona muricata) sobre el crecimiento de los hongos Candida
albicans. Metodologia: Se realizo el extracto de Annona muricata por
el método de hidrodestilacién y lo diluy6 en dimetilsufloxido para
obtener las siguientes concentraciones; 20%, 40%, 601%, 80% vy al
100%. Las cepas de Candida albicans se sembraron en caldo BHI y se
incubd a 37°C por 48 horas para su posterior estandarizacion con el tubo
Mc Farland 1.5x108 bc.ml, luego realizo la prueba de sensibilidad
antibidtica Kirby Bauer. El extracto etandlico de hoja de guanabana se
obtuvo mediante el método de maceracion utilizando disolvente etanol
al 70%. Ensayo de actividad antifungica mediante el método de difusion
con la concentracion de extracto de hoja de guanabana 20%, 40%, 60%,
80% y 100%. Resultados: El extracto etanolico de la hoja de
guandbana no puede inhibir el crecimiento de hongos Candida
albicans. Conclusion: El contenido antifungico en el extracto de hoja
de guanabana no es lo suficientemente fuerte como para inhibir el

crecimiento de hongos Candida albicans.



Handayani P.*2 (Indonesia, 2019) Titulo: Investigacion de extracto de
hojas de sirsak (Annona muricata.) sobre el crecimiento de hongos
Candida albicans. Objetivo: Determinar la inhibicion antifingica del
extracto de hoja de guandbana ( Annona muricata L.) sobre el
crecimiento de Candida albicans. Metodologia: Este estudio utilizé el
método de difusion en placa de agar (Kirby Bauer). El extracto de hoja
de guanabana se dividi6 en 5 tratamientos y 3 repeticiones. El
tratamiento utilizado fue la concentracion de 5% (P1), 15% (P2), 25%
(P3), 35% (P4) y 45% (P5). Resultados: El extracto de hoja de
guanébana tenia un poder inhibidor contra el crecimiento del hongo
Candida albicans a saber, a una concentracion de 5% de 0,85 mm, 15%
de 1,45 mm, una concentracion de 25% de 1,48 mm y un control
positivo de 9,83 mm. Mientras tanto, a concentraciones del 35%, 45%
y control negativo, no se formé ninguna zona de inhibicion en el medio
SDA. Conclusién: El extracto de hoja de guandbana puede inhibir el

crecimiento del hongo Candida albicans.
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Mithun B, et al.®® (India, 2019) Titulo: Eficacia antimicrobiana del
extracto de hoja de guanabana (Annona muricata) sobre patdgenos
orales: un estudio in vitro. Objetivo: Evaluar la eficacia antimicrobiana
del extracto de hoja de guanabana (Annona muricata) en Streptococcus
mutans , Streptococcus mitis , Porphyromonas gingivalis , Prevotella
intermedia y Candida albicans mediante el método de difusién por
disco. Metodologia: Se prepararon extractos de hojas de Annona
muricata de concentraciones de 1%, 5%, 10%, 15% y 20%. La eficacia
antimicrobiana se evalu6 mediante el método de difusion en disco
contra Streptococcus mutans , Streptococcus mitis , Porphyromonas
gingivalis , Prevotella intermedia y Candida albicans en placas de agar.
Resultados: Todas las concentraciones de extractos fueron efectivas
sobre el microbiota excepto P. Intermedia. El extracto de Guanabana
fue altamente efectivo en especies de Candida, con todas las
concentraciones exhibiendo propiedades bactericidas y fungicidas.
Conclusion: El extracto de guandbana cuando se usa contra el
microbiota oral, tiene suficientes propiedades antimicrobianas y

fungicidas.
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Nacionales:

Huaman E.}* (Huancayo, 2018) Titulo: Analisis de la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Annona muricata frente a
microorganismos patdgenos - Huancayo 2018. Objetivo: Determinar
la actividad antimicrobiana de la Annona muricata, una especie de
guanabana, frente a microorganismos patogenos durante el afio 2018.
Metodologia: La determinacion de la actividad antimicrobiana se
realizé a través de la comparacion de tres muestras, en las que bajo la
técnica de incorporacion se depositaron las cepas bacterianas, el
extracto etandlico y un marcador antibiotico que sirvio de comparacion
y que fueron los discos de Amikacina. Resultados: Se encontré que dos
de las tres cepas bacterianas fueron sensibles al extracto etandlico de la
Annona muricata, presentando en promedio 13mm de halo inhibitorio
para E. coli y 12.6 mm para Candida albicans. Conclusion: El extracto
etanolico de Annona muricata tiene actividad antifungica frente

Candida albicans.
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Ruiz J. ¥ (Lima, 2019) Titulo: Determinacion de la actividad
antifungica contra Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas
medicinales de 3 departamentos del Peru. Objetivo: Determinar la
actividad antifangica in vitro de doce extractos etanolicos
correspondientes a diez plantas medicinales peruanas. Metodologia: La
actividad antifingica se evalué mediante los métodos de difusion en
agar y dilucion en agar para la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria (CMI). Los microorganismos de prueba utilizados
fueron las levaduras Candida albicans ATCC 10231 cepa clinica, asi
como, el hongo filamentoso Aspergillus niger ATCC 16404.
Resultados: De doce extractos investigados, seis presentaron actividad
antifiingica consistente con un didmetro de halos de inhibicién >18mm
(Prueba de Difusion en agar) frente a Candida albicans ATCC 10231.
Ningun extracto mostro actividad consistente frente a la cepa clinica de
Candida albicans y Aspergillus niger ATCC 16404. Conclusion: El
extracto de las hojas de Annona muricata Guanabana presenta actividad

antimicotica frente a Candida albicans.
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Locales:

Mamani G.!® (Trujillo, 2019) Titulo: Evaluacion del efecto
antifungico del extracto hidroalcéholico de Annona muricata
(Guanébana) por el método de difusion en placa sobre cepas de Candida
albicans ATCC 10231. Objetivo: Determinar la actividad antifungica
del extracto hidroalcohdlico de las hojas Annona muricata Guanabana
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231. Metodologia: Realiz6
un trabajo de investigacion de disefio experimental puro. Se estudié la
actividad antifungica utilizando el método de difusion en placa, sobre
cepas de Candida albicans. Resultados: La concentracion de 60mg/ml
el extracto present6 una actividad antifingica con un halo de inhibicion
de 14mm en promedio a las 24 horas, a la concentracion de 60 mg/ml
el extracto present6 una actividad antifingica con un halo de inhibicion
de 17mm en promedio a las 48 horas. Conclusion: El extracto de las
hojas de Annona muricata presentd actividad antimicotica frente a

Candida albicans.
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2.1 Marco tebrico

2.1.1 Candidiasis.

Candida albicans viene del griego Candidus que significa blanco y
albicare significa blanca, este es un hongo dimorfo asexual y sapréfito,
viene de la familia de los Sacaromicetos. Esta formando células
gemantes subesféricas que llegan a medir alrededor de 3-7 x 2-6 um,
estas celulas tienen una funcion muy importante en la digestion,
asimilando y fermentando los azlcares. Se caracteriza por presentar
crecimiento rapido, sus colonias presentan forma circular de
consistencia pastosa, se caracteriza por su olor a levadura, la
encontramos presente en la cavidad bucal en los tractos digestivo y
respiratorio al igual que la vemos presente en la vagina.'’

Candida albicans presenta levaduras que se encuentran en todos los
seres humanos sanos, ésta se manifiesta como unas placas cremosas,
blanquecinas, que pueden localizarse en el dorso de la lengua, velo del
paladar, mucosa gingival y genital, para su crecimiento suele
presentarse un desequilibrio al bajar las defensas del sistema

inmunoldgico. Y’

A. Epidemiologia:

La candidiasis es una enfermedad cosmopolita, y una de las micosis
mas importantes y de mayor frecuencia en la cavidad bucal, en casos

mas frecuentes afecta a ambos sexos, y cualquier edad. ®

15



Candida es uno de los géneros maés habituales en boca, sistema
gastrointestinal, vagina y piel, por lo que esta considerado como uno de

los agentes mas infecciosos endogenos. 8

. Etiologia

Candida albicans es el agente causal de la candidiasis, aunque otros
hongos de la especie pueden ser también patégenos para el hombre.
Este hongo se convierte en patégeno de la cavidad bucal cuando se
presenta dentro de la boca, hay diferentes factores sistémicos tanto

generales como locales.

Factores generales:

« Diabetes o prediabetes.
o Leucemias.
« Canceres diseminados.

« Obesidad.

Factores locales: 18

e Protesis removibles (estomatitis subplaca).
e  Xerostomia.
e Disminucién de la dimension vertical (comisural).

o Falta de higiene
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2.1.2. Candida albicans:

Candida albicans en la cavidad oral no es indicativo de enfermedad. En
muchos individuos, Candida albicans es un componente menor de su
flora oral, y no tienen sintomas clinicos. En ciertos sectores de la
poblacion, sin embargo, la candidiasis oral ocurre con frecuencia y
requiere terapia antiflngica, las presentaciones orales de la candidiasis
segun sus caracteristicas clinicas, varian desde las grandes placas
blancas pseudomembranosa en la lengua y la mucosa bucal. *°

Generalmente Candida albicans se encuentra presente en el 80% de

todos los hongos, levaduras, de la mucosa oral. *°

A. Cultivos selectivos para Candida albicans

En cuanto a cultivos o agares selectivos para Candida albicans ,
tenemos el agar sabouraud con glucosa. Es un medio con un pH bajo, y
se utiliza mucho porque es selectivo en parcialidad para hongos y
también es de eleccion por su grado muy elevado de glucosa, este agar
sin duda es adecuado para “incubacion” de hongos y la literatura refiere
que se han usado muchos inhibidores bacterianos.?

En el agar sabouraud son fuente de nitrégeno, las peptonas. La dextrosa
o también conocida como glucosa es una fuente de energia para que

estos hongos crezcan. 2°
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B. Antimicoticos a los que presenta sensibilidad
Candida albicans es una bacteria aislada en los casos de candidiasis y
presenta distintos tipos de perfil fingico o microbiano, se debe tomar
consideraciones importantes para el tratamiento de esta enfermedad. 2°
La Candida albicans es sensible a fluconazol. Por lo tanto, el fluconazol
sigue teniendo un papel importante en el tratamiento, para combatir la

candidiasis. %

C. Caracteristicas:

Candida albicans presenta diferentes manifestaciones clinicas, la
formacion de biopeliculas en la superficie de la lengua y mucosa oral.
Candida albicans es un hongo dimérfico, es decir, crece de diferente
manera en funcion 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. 2

En la mayoria de los casos el medio acido del pH favorece la
colonizacién de la mucosa oral, para otras especies de Candida. De
igual forma se ha visto que pacientes con presencia de placa bacteriana

que usan protesis removibles, presentan valores bajos de pH. 22
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D. Adherencia:

2.1.4.

Candida albicans, presenta mayor adherencia a las células de la mucosa
bucal y a las protesis hechas de acrilico, favorecido por la falta de
higiene, iniciando la fase exponencial de crecimiento de hongos en la

cavidad oral. %

Hifas:

Existe un acuerdo entre la mayoria de los investigadores con respecto a
que las hifas de Candia albicans estan asociadas con su capacidad
invasiva. Se ha demostrado que existe una estrecha correlacion entre la
formacion del tubo germinal y el incremento de la adherencia de
Candida albicans a las células epiteliales bucales, por lo que se ha
sugerido ser uno de los mecanismos relacionados con la virulencia por

parte de las especies de Candida albicans. 2*

Guanabana : Annona muricata

La guandbana pertenece a la familia Annonaceae y es originaria de
América. Su etimologia procede del arawak wanaban (Tierra Americana,
1999). EIl éarbol frutal crece proyectandose para la industria de la

farmacologia, ya que son utilizadas las hojas y las semillas de la planta.?®

Es un arbol pequefio de aproximadamente 6 hasta 10 metros de altura.

Presenta un tronco recto, corteza lisa y ramas delgadas. %
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A. Hojas

Las hojas presentan forma ovalada, mayormente elipticas, de
aproximadamente 5 a 15 cm de largo por 2-6 cm de ancho, de color

verde oscuro, mayormente cortas y poco redondeadas en su base: 28

B. Flores

Las flores, presentan formas de ramitas cortas pegadas al tronco.

Presentan 3 sépalos verdes y 6 pétalos de color cremoso.?’

C. Frutosy Semillas

La guandbana presenta el fruto mas grande de su género. Mide
aproximadamente de 14 a 40 cm de largo y 12 a 18 cm de ancho, es
asimeétrico, elipsoidal u ovoide, esta protegido por una capa delgada de
color verde oscuro, también presenta pequefias espinas sobre la cascara
de 0,3 a 0,5. La fruta es considerada como tropical que es exotica,
climatérica, presenta caracteristicas que se utilizan como potencial de
un producto fresco o transformado.?®
D. Composicion quimica
Las hojas de guandbana contienen flavonoides, polifenoles y proteinas.

Asociados a sus efectos terapéuticos encontramos:

- Vitaminas
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2.15.

- Taninos

- Aceites esenciales

- Alcoholes

Por un lado, se debe recalcar su alto contenido de taninos (tanto de la
familia de los catecoles como de los pirogaloles), en una proporcion
muy elevada que puede llegar a 30% en la corteza y que en las hojas
alcanza a 8-15%, con una concentracién similar en los frutos verdes,

que pierden su tanino al madurar. 2

Menta

La Menta proveniente del cruzamiento de Mentha aquatica y Mentha
spicata, es una planta hibrida y esteril. El género Mentha pertenece a la
familia Lamiaceae (Labiadas) y esta compuesto por unas 25 especies,
que se pueden hibridar con suma facilidad; ademas presenta morfoldgia
y genetica, lo que hace, en numerosos casos, que no se pueda conocer
con precision los limites de cada especie; por todo ello existen notables
discordancias entre los autores del género-2°

Dicha morfologia y genética hace posible la existencia de multiples
"tipos" locales, posteriormente fijados, que dan lugar a numerosas
variedades de cultivo. Son especies herbaceas con aceites esenciales, 1o
que ha hecho gque hayan sido cultivadas desde hace mucho tiempo como
saborizantes. 2°

La podemos encontrar normalmente en Europa Central y del Sur, pero
fue utilizada por primera vez en Inglaterra. Siendo el dia de hoy EEUU

el pais productor de Mentha spicata en el mundo. 2
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A. Composicion Fitoquimica
En épocas primitivas la Mentha spicata fue utilizada para el tratamiento
de muchas enfermedades, de las que provocaba efectos fisioldgicos
multiples, debido a que la planta presenta mas de un principio activo y
ayudaba a que el dolor disminuyera. '
El principal componente en el aceite esencial es el aceite mentol, de 45
— 70%, ya que este elemento da olor caracteristico que se presenta en

las propiedades farmacoldgicas. 28

B. Propiedades medicinales

Esta planta posee cualidades astringentes ayudando a superar la diarrea
y aliviar los cuadros intestinales como la gastroenteritis, debido que al
gran nimero de flavonoides y taninos. 2

La gran cantidad de flavonoides y taninos que presenta ayuda a tonificar
y preservar firme la piel y no grasosa. Siendo abundante en vitaminas
A, B, Cy potasio otorga antioxidantes y desintoxicantes que mantiene
la piel saludable. 2 Igualmente controla la presion arterial , colesterol
en sangre, previene la diabetes y previene enfermedades degenerativas

por el contenido de cido ascorbico.?
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2.1. 6 Colutorios

Los colutorios son una solucién liquida que se utiliza para realizar
enjuagues que acttan alrededor de dientes, encias y lengua. La accién
del colutorio favorece la higiene bucodental diaria, evitando la
formacion de placa bacteriana que se origina por la acumulacion de
restos de comida entre dientes y encias. Varios compuestos han sido
evaluados para determinar su eficacia en la placa supragingival y la
gingivitis, fenol, aceites esenciales, triclosan y extracto de hierbas. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que estos productos podrian asociarse
a enfermedades tales como cancer oral y de faringe. Debido a su uso, y
a su contenido de alcohol. No obstante, esta apreciacion todavia no ha
sido demostrada, pero seria considerable eliminar el alcohol presente en
los enjuagues bucales para uso diario y realizar la busqueda de nuevas

formulaciones. ¥
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Hipétesis de Investigacion:

Hi: Existe efecto antifungico de un colutorio mixto a base de aceites
esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida

albicans ATCC 10231.

Hipotesis Estadisticas

Ho: No existe efecto antifungico de un colutorio mixto a base de aceites
esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida

albicans ATCC 10231.

H1: Si existe efecto antifingico de un colutorio mixto a base de aceites
esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida

albicans ATCC 10231.
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V.

Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

Tipo de Investigacion:

Segun el enfoque es: cuantitativo.

e Supo J.3 (2014) Usa la recoleccion de datos, con base en la
medicién numérica y el analisis estadistico, para establecer
patrones de comportamiento y probar teorias.

Segun la intervencion del investigador es: experimental.

e Supo J. ®(2014) Analiza el efecto producido por una o mas
variables independientes sobre una o varias dependientas.

Segun la planificacion de la toma de datos es: prospectivo.

e Supo J.3! (2014) Los datos necesarios para el estudio son
recogidos a proposito de la investigacion (primarios). Por lo
que, posee control del sesgo de medicion.

Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable de estudio es:

transversal.

e Supo J. 3 (2014) Todas las variables son medidas en una sola
ocasion; por ello de realizar comparaciones, se trata de muestras
independientes.

Segun el nimero de variables de interés es: analitico.

e Supo J.3' (2014) El analisis estadistico por lo menos es
bivariado; porque plantea y pone a prueba hipétesis, su nivel

mas basico establece la asociacion entre factores.

25



Nivel de investigacion

= La presente investigacion es de nivel: explicativo.

e Supo J.3! (2014) Explica el comportamiento de una variable en
funcion de otra(s); por ser estudios de causa-efecto requieren
control y debe cumplir otros criterios de causalidad. El control
estadistico es multivariado a fin de descartar asociaciones
aleatorias, casuales o espurias entre la variable independiente y

dependiente.

Disefio de investigacion

= Lainvestigacion es de disefio: experimental de grupos en paralelo.
e Supo J.% (2014) Se toman grupos, luego a cada grupo se le da

un estimulo diferente y se hace un post test.

» Esquema de investigacion

M = Muestra

O1 O: = Medicion experimental de la variable
/ dependiente.

M
\O X = Variable independiente
2

O2 = Medicion experimental de la variable

independiente.
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4.2 Poblacion y muestra

4.2.1 Poblacién:

Estuvo conformada por el conjunto de placas Petri con siembra
adecuada de Candida albicans con diferentes concentraciones del
extracto etandlico de las hojas de Annona muricata y Mentha spicata
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional de

Trujillo.

4.2.2 Criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion
Placa Petri inoculada con Candida albicans ATCC 10231 en medio de
cultivo.
Placa Petri con colutorio a base de aceites esenciales.
Criterios de exclusion
Placas Petri que después del proceso de incubacion, presentaron

contaminacion por otros microorganismos (bacterias u hongos)

4.2.3 Tamano de Muestra
El tamafio de muestra para el presente estudio se calcul6 utilizando la

férmula de comparacion de medias, aplicada a una poblacion finita.

n= (Zan + Zp)? 28

(X1-X2)?
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Zq 2 = 1.96; coeficiente de la distribucién normal para un o =0.05

Zp = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20

S =0.8 (X1 - x2) el cual es un valor asumido por no estar bien definidos
los valores paramétricos en estudios similares. 2

Luego Reemplazando obtenemos: n = 10 placas

Es decir, se necesitaron 10 placas seleccionadas aleatoriamente para
cada grupo de tratamiento. En total fueron 5 grupos: 10 placas para cada
concentracion del 5%. 10%, del 15%, 10 placas para el control negativo

y 10 placas para el control positivo.

4.2.4 Tipo de Muestreo:

No probabilistico por conveniencia
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4.3 DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Dimension Definicion Tipo de Escala de Indicador Valor final
conceptual operacional | variable medicion
Capacidad ~ para Medicion . -Nula (-) diametro inferior
Efecto detener la Halos de del efecto Diametro de a8 mn(1.)
antifangico reproduccion o Inhibicion antibacte halos de -Bajo (sensible +) entre 8 a
sobre Candida reproducir la riano por e s 14 mm.
. . inhibicion
albicans. muerte de un medio Cualitativa | Ordinal _ _
agente bacteriano del -Medio (muy sensible ++)
Dependiente o flingico en metodo para un didmetro entre 14 y
condiciones de Kirby 20 mm.
experimentales.® Bauer. -Sumamente sensible
(+++) para un didmetro
superior a 20 mm..
Es una
Colutorio a base Son agentes forma
de Aceites quimioterapéuticos farmacéutic
que pueden | Concentracion a tipo 5% (50mg/ml)
Esenciales desemperiar una | del colutorio solucion
de funcién  principal acuosa 10% (100mg/ml)
Annona como complemento viscosa Cuantitativa | Razon Concentracion
muricata oy de ,I(_)s métodos usada para del colutorio 15% (150mg/ml)
Mentha Spicata. mecanicos para la el
prevencion 'y el tratamiento (%)
tratamiento de las topico de
. patologias afecciones
Independiente bucales.® bucales.




4.4 Técnica e instrumentos

Técnica: Observacion

Instrumento: Como instrumento técnico se utilizd la regla milimetrada
Vernier Digital Marca Mitutoyo — Modelo 500-196-20 ABSOLUTE
Digimatic Caliper 0-150 umm / 0-6”, por estar calibrado y validado con

ISO de calidad 17025. (Anexo 09).

Procedimiento:

1. Recoleccion de la muestra
Se recolectd 1 Kg de hojas de Annona muricata y Mentha spicata del
Jardin Botanico de la Universidad Nacional de Trujillo., del distrito de
Trujillo, provincia Trujillo, Region La Libertad.

2. ldentificacion y determinacion taxondémica de la especie
Un ejemplar completo de la planta se llevo al
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo

para su identificacion y determinacion taxondmica. (Anexo 3)

Preparacion de la muestra vegetal

Para este estudio se conto con la colaboracion de docente encargada del
laboratorio de farmacognosia quien guid en el proceso de elaboracion del
extracto etanolico. (Anexo 4)

Seleccion: Se seleccionaron las hojas que estuvieron en buenas
condiciones, que no tuvieron ataque de hongos, ni estuvieron

marchitadas o decoloradas.



Lavado: Se procedio a lavar la muestra vegetal con agua destilada,
seguido de una desinfeccién, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5 %.
Posteriormente se realiz6 un enjuague con agua destilada estéril, esto es
para retirar los residuos de hipoclorito.®?

Secado: Las hojas fueron colocadas en papeles Kraft, y se llevaron a
secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40 °C)
por 48 horas.*?

Pulverizacién: 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 Annona muricata y Mentha

spicata se guardd en frascos de vidrio de color &mbar de boca ancha.

Preparacion de aceites esenciales de Annona muricata y Mentha
spicata.

Se pesaron por separado 200 g de polvo de hojas se colocaron en sus
respectivos recipientes de vidrio de boca ancha color ambar. Se afiadié
etanol-agua (7:3) 2 litros. Se mezcld bien, teniendo en cuenta que la
mezcla debe ocupar como maximo las % partes del recipiente. Se taparon
los recipientes y se maceraron por 7 dias, agitandose 15 minutos, dos
veces al dia.

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 denomind extracto etanélico. 22



A continuacidn, cada extracto etandlico se concentro en un rotavapor hasta
obtener una masa siruposa. Esta se llevd a secar a la estufa a 40 °C. Al
producto resultante se le denomind extracto seco. De estos, se prepararon
las  concentraciones de  5%(50mg/mL), 10%(100mg/mL) vy
15%(150mg/mL) disueltas en etanol-agua (7:3). Finalmente, los extractos
fueron filtrados con filtros Millex (Millipore) de 0,22 mm para esterilizar
el extracto y fueron guardados en frascos de vidrio de color &ambar estéril

en refrigeracion a 4 °C. 2

Preparacion de colutorios compuesto de aceite esencial de Annona
muricata y Mentha spicata frente a Candida albicans ATCC 10231.

Se prepararon colutorios empleando aceite esencial de guanabana y menta,
para lo cual se realizaron tres formulaciones a concentraciones de 5, 10 y

15%.

Obtencidn 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 Pert S.A.C. (Anexo 6)

. Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Se contd con la colaboracion de la microbidloga que me guid en el
procedimiento de reactivaciéon de la cepa de Candida albicans y
enfrentamiento microbiol6gico. (Anexo 6)

Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Candida

albicans ATCC 10231. La reactivacion se realiz6 sembrando el cultivo



liofilizado en balon de 50 mL con 25 mL de Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) o Cerebro Corazén Infusién, luego se incubaron a 37 °C por 48
horas en condiciones de microaerofilia y con el método de la vela.®?

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incub6 a 37 °C
por 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligio
una colonia compatible con Camdida albicans para realizar coloracién
gran. 3

A partir de una colonia se sembraron en caldo BHI y en Agar Tripticasa

Soya (TSA), y se conservaron hasta su posterior empleo.

4.- Medicion del efecto antifungico:
Luego de sembrar la cepa de Candida albicans en las placas Petri se
realizd la técnica de susceptibilidad utilizando el método de difusion de
discos 0 método de kirby-bauer ,se prepararon discos de papel filtro
estériles y se les sumergio dentro de las concentraciones del extracto
etanolico de Annona muricata al 5% (50 mg/ml), 10% (100 mg/ml), 15%
(150 mg/ml) después con una aguja estéril fueron colocados los discos
sobre los cultivos de bacterias en las 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 2016.%°



A. Para medir efecto antifungico:
Se coloco los discos de papel filtro Wattman impregnados con cada
concentracion y combinacion preparada de los aceites esenciales, con la
ayuda de una aguja estéril, las placas se mantuvieron en la misma posicion
por un periodo de 5 minutos luego de este tiempo las placas se voltearon
de posicidon 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. 32

a.- Preparacion de los medios de cultivo

El medio de cultivo Dextrosa Sabouraund se prepar0d siguiendo las
instrucciones e ilustraciones de la casa fabricante, repartiéndose luego el
medio en las 50 placas Petri, hasta llegar a un volumen aproximado de 5
mm por placa.®

Posteriormente se dejé 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 correspondiente para identificar la placa.®

Ademas, se afiadié al proceso el control de esterilidad, dejando una
preparacion del agar sin el proceso de inoculacion, incubando a 37°C por

24 horas.®?



b.- Preparacion del Indculo
Se realizo el ajuste de la turbidez del inoculo fangico, con el estandar de
la escala de Mc Farland. Se usé la suspension estandarizada del agente
micotico (Candida albicans) a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml, se
procedié a tomar 100 pde la suspension bacteriana y con la ayuda de la
micropipeta se transfirieron a las placas Petri con contenido de agar

Dextrosa Sabouraund. 22

B. Lectura de las placas:
Se realiz6 a las 48horas. Mediante la supervision de cada placa. La
actividad antifingica fue determinada por la inhibicion del halo inhibitorio
alrededor de los discos, medida mediante una regla el cual nos determind

la cantidad en milimetros de diametro del halo de inhibicién.3?



3.6 Plan de andlisis

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

Para comparar el efecto antifingico entre las concentraciones de un
colutorio mixto a base de aceites esenciales de Annona muricata y
Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231 se utiliz6 el
andlisis de varianza (ANOVA\) para un disefio completamente al azar
y luego se realizé la prueba de comparaciones multiples de Duncan.
Todas las pruebas estadisticas tuvieron un nivel de significancia del
5%. Se contd con el apoyo de una hoja de calculo de Microsoft Excel
SPSS.

Se realizo la prueba de normalidad que verificoO que las muestras
provienen de una poblacion con Distribucion Normal mediante la
prueba de Shapiro-Wilk; en base a ello se utilizé pruebas estadisticas
paramétricas. Analisis bivariado: se realizo el andlisis entre las
variables, que presentaron distribucion normal, se utilizé la prueba
estadistica ANOVA. Para determinar la efectividad del colutorio, la
decision se tomo en base a la significancia mostrada por la prueba
estadistica paramétrica ANOVA con un nivel de confianza del 95% y

una significancia del 5% (p<0,05).



4.6 MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA | OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLE MUESTRA METODOLOGIA
Cuél es el Obijetivo general Hipétesis de Tipo: cuantitativo,
efecto o investigacion: _ experimental,
antifangico de Evaluar el_efec_to antifangico de _ Varlablfe La mues_trg fue de prospectivo,
un colutorio un (_:olutorlo mlxto a base de . H_i: ,EX|_ste efect_o Dependler_wtfe: _ 10 repeticiones transversal,
mixto a base acelFes esenciales de Annona antifingico |n_ vitro del | Efecto antlf_unglco para cada grupo analitico.
de aceites muricata y Mentha spicata sobre | extracto etandlico de las | sobre Candida (5grupos),
esenciales de Candida albicans ATCC 10231. | hojas de Annona albicans. distribuidas en Nivel: explicativo
Annona Objetivos Especificos: murlcata sobre Candida concentraciones al Disefio:
muricata y : albicans ATCC 10231. 5%, 10%, 15% y A
T R Nistanina 0,02% experimental

Mentha - Evaluar el efecto antifingico de e
spicata sobre | un colutorio mixto a base de _ (control positivo), | poBLACION Y
Candida aceites esenciales de Annona Hipotesis Estadisticas Variable _ Etanol al 96° MUESTRA:
albicans.? muricata y Mentha spicata al 5 % _ Independiente: (control egativo). | pjacas Petri que

sobre Candida albicans. * Ho: No existe efecto contienen el

- Evaluar el efecto antiflngico de
un colutorio mixto a base de
aceites esenciales de Annona
muricata y Mentha spicata al 10
% sobre Candida albicans ATCC
10231.

- Evaluar el efecto antiflngico de
un colutorio mixto a base de

antifangico in vitro del
extracto etanolico de las
hojas de Annona
muricata sobre Candida
albicans ATCC 10231.

* Ha: Si existe efecto
antifangico in vitro del
extracto etanolico de las
hojas de Annona

Colutorio mixto de
aceite esencial

microorganismo.
La muestra fue
determinada por
férmula estadistica,
siendo 10
repeticiones

Para cada uno de
los 5 grupos, tanto
paras las
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aceites esenciales de Annona
muricata y Mentha spicata sobre

Candida albicans al 15 % sobre
Candida albicans ATCC 10231.

muricata sobre Candida
albicans ATCC 10231.

concentraciones de
colutorio al 5%,
10% y 15%,
Nistanina 0,02%
(control positivo),
Etanol al 96°
(control negativo).

MATERIALY
METODOS: Se
utilizé el método —
Kirby Bauer
(antibiograma).

Ademas se utilizd
laregla
milimetrada
Vernier Digital.




4.7 Principios éticos:

Este estudio de investigacion se basd en el cddigo de ética de la
Universidad Catolica Los Angeles De Chimbote usando el principio de
Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad. Se informé sin cambiar
ningun dato encontrado en el estudio de investigacion, asegurandose la
validez, fiabilidad y credibilidad en la aplicacion del instrumento. Los
residuos microbioldgicos fueron eliminados de manera permanente por
las Normas de Bioseguridad, las placas Petri con las cepas Candida
albicans, el material de vidrio utilizado, hisopos y puntas de
micropipetas en primer lugar fueron esterilizados en la autoclave a 121°
C por 30 minutos, finalmente se desecharon los restos en una bolsa de
color rojo, de acuerdo al protocolo establecido en el manejo de residuos
peligrosos, biomédicos en los laboratorios de diagnostico bioldgico.
Justicia. - El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y toma
las precauciones necesarias para asegurar que sus sesgos, Yy las
limitaciones de sus capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren
practicas injustas. Se reconoce que la equidad y la justicia otorgan a
todas las personas que participan en la investigacion derecho a acceder
a sus resultados.®*

Integridad cientifica. - La integridad del investigador resulta
especialmente relevante cuando, en funcién de las normas
deontoldgicas de su profesion, se evalGan y declaran dafios, riesgos y
beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan en una

investigacion.3*



V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1: Efecto antifingico de un colutorio mixto a base de aceites esenciales

de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231.

95% del intervalo
de confianza para

la media
Concentracion o*
n Limite  Limite
N Media Desviacion inferior superior
5% 10 5,0010 5,0010 50010 5,0010
10% 10 12,0000 ,67626 9,8962 10,8638
15% 10 16,0100  ,48178 14,9654 15,6546 0.000
C* 10 24,2000 1,06145 23,4407 24,9593
C 10  6,6000 ,51640 6,2306  6,9694

mF*rimviialaa ANIMNVZA

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Grafico 1: Efecto antifungico de un colutorio mixto a base de aceites
esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans
ATCC 10231.
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INTERPRETACION:

Se compar¢ el efecto antifangico in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Annona muricata a las concentraciones de 5%, 10%, 15%, C+, C-, frente
a Candida albicans, se determind para la concentracion 5%, una medida de
5.5 mm (actividad antifungica nulo) a la concentracion 10%, una media de
12 mm (actividad antifunfica sensible), a la concentracion 15%, asimismo
una media de 16,dmm (muy sensible) al C+, una media 24,20mm
(sumamente sensible), al C-, con una medida de 6.60 mm (efecto nulo). Se
utilizé la prueba ANOVA vy se obtuvo p=0.000, lo cual indica que si existe
diferencia estadistica significativa entre las tres concentraciones y los

controles.




Tabla 2. Comparacion multiple del efecto antifngico de un colutorio mixto

a base de aceites esenciales de Annona muricata y Mentha spicata sobre
Candida albicans ATCC 10231.

Halos de inhibicion

Duncan

Subconjunto para alfa = 0.05
concentraciones 1 2 3 4 5
concentracion al 5% 10 5,005
control negativo 10 6,006
concentracion al 10% 10 12,000
concentracion al 15% 10 16,010
control positivo 10 24,200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se comparo el efecto antifingico del colutorio mixto a base de aceites

esenciales de Annona muricata y Mentha spicata a las concentraciones

de 5%, 10%, 15% y también el C+, C-, frente a Candida albicans, se

determind que la concentracion al 5% y el C- tuvieron un efecto nulo, la

concentracion al 10% tuvo una sensibilidad limite, el 15% tuvo un efecto

medio y el C+ tuvo un efecto sumamente sensible.



5.2 Analisis de Resultados
En el presente estudio se evalud la actividad antifungica del colutorio
mixto a base de aceites esenciales de Annona muricata y Mentha
spicata sobre Candida albicans en primera instancia se evaluaron de
manera grupal encontrando que tanto el colutorio de Annona muricata
y Mentha spicata 15% presentan mayor efecto antifungico, donde se
encontr6 como resultado que la cepa Candida albicans es sensible al
colutorio mixto de Annona muricata y Mentha spicata con 16.1 mm de
crecimiento maximo, los resultados concuerdan con los hallazgos de
Huaman E.** (Huancayo, 2018) y Wahyuningsih R, et al. 1° (Indonesia,
2019) quienes a partir de su estudio lograron encontrar un efecto
antifungico de la planta de la misma especie frente a Candida albicans
sin embargo existen diferencias de inhibicion, por lo que debemos
considerar factores como el método empleado para la realizacion del
extracto, debido a que existen elemento como el tiempo de maceracion,
la dosis de etan6l empleado, el peso en gramos considerados de las
plantas para disolverlos en etanol. Otro punto a considerar es la técnica
empleada para determinar el efecto antifingico, como es el caso de Ruiz
JB (Lima-2019, quien en su estudio utilizo la técnica de micro dilucion
en cultivos de caldos, lo cual también sera representativo para encontrar
los promedios de inhibicidn, considerando que al trabajar con discos se
puede tener una medicién exacta del halo de inhibicion y en el caso de
los cultivos en caldos se utiliza los grados de turbidez. Los estudios de
Mithun B, et al. '3 (India, 2019), Handayani P.'? (Indonesia, 2019),
también presentaron resultados similares, ambos realizando un extracto

de Annona muricata combinado con otras plantas. Estos extractos
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presentan flavonoides, 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 Fisabilillah M.!! (Indonesia, 2019) quien en su
estudio obtuvo resultados diferentes en sus halos de inhibicion 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 valoracion, medio de crecimiento,
microorganismos empleados y la composicién quimica de los extractos.
Esto también se deberia al lugar donde se desarrollo6 la planta, como el
suelo, clima, altura generando alteraciones en su composicion. El
estudio de Huaman E. (Huancayo, 2019)*, también presentd resultados
contradictorios, indicando que el extracto de Annona muricata tuvo un
efecto antibacteriano nulo sobre cepas de Candida albicans ya que no
produjeron halos de inhibicion, pese a que presentd concentraciones
similares a nuestro estudio. Esto indica que el resultado pudo haber sido
alterado debido a la metodologia y material empleado. Existe
diferencias entre las concentraciones del extracto y colutorio de hoja de
Annona muricata al 5%, 15% y 30%. Estos valores se prepararon con
el propdsito de obtener un efecto antifingico diferente para cada

concentracion y evaluar si existe o no efecto frente a la cepa.



VI.

Conclusiones

El colutorio mixto a base de aceite esencial de Annona muricata y
Mentha spicata al 15%, presentd mayor efecto antifungico sobre
Candida albicans ATCC 10231 a comparacion de las concentraciones
del 5% y 10%.

El control positivo Nistatina al 0.02%, presentd mayor efecto antifungico
comparado con el colutorio mixto a base de aceite esencial de Annona
muricata y Mentha spicata a diferentes concentraciones.

El control negativo Etanol 96° y la concentracion al 5%, no presentaron
efecto antifungico.

Segun la escala de Duraffourd, Candida albicans es muy sensible frente
al colutorio a base de aceite esencial de de Annona muricata y Mentha

spicata al 15%.



Aspectos Complementarios
Recomendaciones
- Se recomienda al director de escuela de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, que
implemente la linea de investigacion sobre el uso terapéutico de
las plantas medicinales para promover investigaciones con
respecto ha patologias bucales y hallar alternativa de tratamiento

contra diversas enfermedades.
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ANEXO 1

CARTA DE AUTORIZACION

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE
FLALTRUSUO

CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA
Tnyillo,05 de noviembre del 2010

DR: EDGAR DAVID ZAVALETA VALVERDE

LABORATCORIO DE MICROBIOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
TRUWILLO

Presente:
De mi espea al consideracdn:

Es grato dingrme a usted para saludario muy cordiaimente en me
condicion de coordinador de camrera de la Escuels Profesional de Odontologia de la
Universidad Catlica los Angeles de Chimbote Filial Trujlio. Siendo e motivo de la
presente manifestarie que, en e marco de cumplimiento curicular de la carers
profesional de odonbblogia, en el curso de Taller de Investigacdn I, nuestra alumna,
BARRETO GAVELAN. Mary Lina; debe de levar a cabo el desarrolio de su proyecho
de investigacidn Stulado * EFECTO ANTFUNGICO DE UN COLUTORIO MIXTO A
BASE DE ACEITES ESENCIALES DE ANNONA MURICATA Y MENTHA SPICATA
SOBRE CANDIDA ALBICANS ATCC 10231°, asi mismo para realizer o presente
trabsjo se soliats el permiso respectvo paras que nuestra slumna pueds ejecutar con
toda normalided su proyect de investigacion en las instslaciones del local que
dignamente usted dinge.

Es propicia Is oporlunkiad, pers reterarie las muestras de mi
especial consderacion y esima personal.
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Atentamente




ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

colutorios Diametro de los halos de inhibicion segun
Concentracion concentracion de un colutorio mixto de C+ C-
guanabana y menta (mm) (mm)
(mm) Nistatina | Etanol
0,02% 96°
Repeticiones 5% 10% 15%
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
9.
10.

FUENTE: Ruiz J. Determinacién de la actividad antifingica contra Candida albicans y Aspergillus niger de
10 plantas medicinales de 3 departamentos del Per [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 3
PRUEBA DE NORMALIDAD

El proceso de toma de decisiones para una prueba de hipdtesis se baso en el valor
de probabilidad (valor p) para la prueba especifica.

Si el valor p es menor o igual a un nivel predeterminado de significancia

(niveloo), usted rechaza la hipdtesis nula (Ho) y da crédito a la alternativa (Ha).

Si el valor p es mayor que el niveloo, no se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y no se

puede dar crédito a la hipdtesis alterna (Hy).

Tabla 1: Distribucién de los valores obtenidos de los halos de inhibicion de

crecimiento (mm).

Pruebas de normalidad

Shapiro-wilk

Concentraciones Estadistico Gl Sig.
Halos de concentracion al 5% . 10
inhibicion

concentracion al 10% ,749 10 ,053

concentracion al 15% ,861 10 ,079

control positivo ,900 10 ,218

control negativo ,640 10 ,000

Los datos se encuentran distribuidos normalmente.
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Tabla 2. Efecto antifungico de un colutorio a base de aceites esenciales de las
hojas de Annona muricata y Mentha spicata al 5%, 10% y al 15% sobre Candida

albicans.

Halos de inhibicién

Duncan
Subconjunto para alfa = 0.05

concentraciones N 1 2 3 4 5
concentracion al 5% 10 5,500
control negativo 10 6,600
concentracion al 10% 10 12,000
concentracion al 15% 10 16,100
control positivo 10 24,200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se compar0 el efecto antifungico del colutorio mixto a base de aceites
esenciales de Annona muricata y Mentha spicata a las concentraciones de
5%, 10%, 15% y también el C+, C-, frente a Candida albicans, se determind
que la concentracion al 5% y el C- tuvieron un efecto nulo, la concentracion
al 10% tuvo una sensibilidad limite, el 15% tuvo un efecto sensible y el C+

tuvo un efecto sumamente sensible.
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ANEXO 4
CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Luego de realizar la Prueba de Normalidad y corroborar que los datos se
distribuyen de manera normal o simétrica, se aplicé la prueba estadistica
Paramétrica ANOVA.

1.- Planteamiento de hipotesis:

e Hi: Existe efecto antifingico de un colutorio a base de aceites esenciales de
Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231.

e Ho: No existe efecto antifingico de un colutorio a base de aceites esenciales de
Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231.

e Hj: Si existe efecto antifingico de un colutorio a base de aceites esenciales de
Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231.

2.- Nivel de confianza:
Nivel de confianza= 0.95 (95% )
Nivel de significancia: p =0,05 (5%)
La significancia es el valor estandar y en base a ello se determin0 si se acepta o

se rechaza la hipotesis de investigacion.

3.- Establecimiento de criterios de decision
La “prueba estadistica se realiza en base a la hip6tesis nula”.
e Si “el valor de significancia p > 0,05 se acepta HO; se rechaza Hi.”

e Si “el valor de significancia p < 0,05 se rechaza Ho; se acepta H;.”
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4.- Célculos:

El software SPSS, proyecta los siguientes datos:

Tabla 1: “ANOVA: Efecto antifungico del colutorio mixto a base de aceites
esenciales de las hojas de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida
albicans ATCC 10231.

95% del intervalo de
confianza para la media

p*
Concentracion
n Limite Limite
N Media inferior superior
5% 10 5,500 5,0010 5,0010
10% 10 12,000 9,8962 10,8638
15% 10 16,100 14,9654 15,6546  0.000
c* 10 24,2000 23,4407 24,9593
C 10 6,6000 6,2306 6,9694

p*: prueba ANOVA
Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Se comparo el efecto antifungico de un colutorio a base de aceites esenciales de
las hojas de Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC
10231 a las concentraciones de 5%, 10%, 15%, C+, C-, frente a Candida
albicans, se determin6 una media de 5,5 mm para la concentracién 5%, una
media de 12 mm (actividad antifungica bajo) a la concentracion 10%, una media
de 16,1mm (actividad antifunfica media), a la concentracion 15%, asi mismo una
media de 24,20,mm (sumamente sensible) al C+, una media 6,60mm al C- , Se
utiliz6 la prueba ANOVA y se obtuvo p=0.000, lo cual indica que si existe

diferencia estadistica significativa entre las tres concentraciones y los controles.
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1.

Decision:
La prueba “ANOVA, arroja una significancia p = 0,000 < 0,05”.
Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alterna”.

Ha: Si existe efecto antifungico de un colutorio a base de aceites esenciales de
Annona muricata y Mentha spicata sobre Candida albicans ATCC 10231.

Grafico 1: Comparacion de las medias de halo de inhibicion del efecto
antifangico in vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata sobre
Candida albicans."

30.00

25.00
20.00

15.00
10.00
5.00
0.00

halos de inhibicion (mm)

Media de diametro de los

"5%" "10%" "15%" "C +" "C-"
CONCENTRACIONES

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 2

En el gréafico 1 observamos que hay diferencia entre las concentraciones
donde a medida que aumenta la concentracion, aumenta el didmetro de halo

de inhibicion.
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ANEXO 5:
TAXONOMIA DE HERBARIUM

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUKILLENSE (HUT) DE L& UNIVERSIDAD MACIONAL DE TRUIILLC.

Da constancia de la determinadon takondmica de un {01) espécimen vegetal:

= Clase: Magnoliopsida,
= Subdase: Annonoideas
+ Orden: Magnoliales

= Familia: Annonacede
* Género: Annona,

= Especie: A muricata

+ Nombre comin:  “guanabana®

Muestra alcanzada a este despacho por BARRETO GAVELAN MARY LINA, identificada con DNI:
73026796, con domicilic INT. A ASENT. H. CORAZON DE JESUS MZ 2 LT 2 — Laredo — Trujillo.
Estudiante de la Facultad de ciendias de la Salud, de la Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote {(ULADECH), cuya determinacion taxonomia
servira para la realizacion del taller de investigacion. Efecto gntifiingice de un colutorio mixto 8

base de aceites esendiales de Annong auricata y Mentha Spicata sobre Candida gibicans ATCC
10231, Trujillo- 2019,

Se expide la presente constancia a solicitud de la parte interesada por los fines que hubiera
lugar.
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ANEXO 6:

Constancia de colaboracion de MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ Dra. En
farmacia y bioquimica en la ejecucion del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo, MARTLT ROXANA S0TO VASQUEZ, Docente de la Catadra de
Farmacognoszia del Departamento Acadamico de Fapmacotecmia de la
Facultad de Fammacia v Bioguimica de la Umiversidad Macional de
Trupllo, con mimearo de colegiatura (B952.

Dejo constancia de haber eclaborado 1a preparacidn de la muestra
vegetal ¥ las concentraciones, de un colutono mixto a base de aceites
esenciales de drmena martons v Mepiha spicase, en el laboratorio de
farmacognosia de 1a facultad de Fammacia v Bioquimica de la Uninrersidad
Macional de Tryillo de laalumna BAREETO GAVELAN MARY LINA,
identificado con DI 73026796, con domicilio legal en 1a TNT. & ASENT.
H. CORAZON DE JESUS MZ 21T 2, Laredo — Trupllo, estudiante da 1a
Facultad de Ciencias de 1a Salud, Escuela Profezional de Odontologia de
la Universidad Catolica lo= JiﬂgﬂE! de Chimbote, en la ejecucion de la
tesiz titnlada: EFECTQ ANTIFUNGICO DE UN COLUTORIO MITXTO
A BASE DE ACEITES ESENCIALES DE ANNONA MUBRICATA Y
RENTHA SPICATA S0EBEEE CAMNDIDA ALBICAWE ATCC 10231,
TEUTLLOD- 1012

Se expide esta constancia, a solicitud de la interesada, para los fines que
estime pertinentes,

04 de Mpoembre 2019

e de 1 Faculed de Farmaca y Boquimica

Calecra de Farmacognosla
Univarsidad Nacicnal 36 Truplio
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ANEXO 7:

Constancia de colaboracion de MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ,

Bidlogo — Microbidloga en la ejecucion del proyecto de investigacio

CONSTANCIA

Yo, MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ, Bidloga-hMicrobigloga
Docents da la Ezcuela de Microbiclogia v Parazitelogia, de 1la Facultad de
Cienciaz Bicldgicasz da la Universidad Wacional da Trojille, con registro de
CEFP -7 2132,

Meadianta la prezenta dajo constaneia da haber colaborade con la alumma
BARFETO GAVEL AW MARY ITNA, identificado con DN 73026796, con
domicilio legal en 1a INT. A ASERT. H. CORAZON DE JESUS MZ 21T 2,
Laredo — Trujilln, estudianta da la Facultad de Cieneias de la Salud, Escoela
Profazionzl da Odontologia de la Unmversidad Catolica los Jimgeles de
Chimbote, en la ajacucion de la tesis fitulada EFECTO ANTIFUNGICO DE
TH COLUTORIO MMTETO A BASE DE ACEITES ESENCIALES DE
AWNONA MURICATA Y MEMNTHA SPICATA SOBREE CANDIDA
ATEBICANE ATCC 10231, TEUNLLC- 2012

30 de Qetwhie de 2018
Trujille, 30 de Qtuhre del 2019

= ke

Maruela Natividad Luojan Velizsquez
Docente e La Escuela De Microblslegia ¥ Parasitelogia

Universidad Macional De Trwjills

J— p——"
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ANEXO 8:
Resultados

Efecto antifungico del colutorio mixto a base de aceites esenciales de
Anona muricata y Mentha spicata frente a Candida albicans ATCC
102317, diametro de los halos de inhibicion del crecimiento (mm),

método de Kirby Buer.

COLUTORIO MIXTO “guanédbanay

menta” Control Control
5% 10% 15% + -
5 12.1 16.1 22.0 7
5.5 11.1 15.3 23.9 7
5 10.0 15.2 24.5 7
5 10.5 16.1 25.0 6
5 09.8 15.8 24.5 6
5 10.0 15.0 25.1 6
5.1 10.0 14.9 24.8 7
5 12.0 14.8 25.4 7
5.2 10.1 14.9 23.9 7
5 10.2 16.0 22.9 6

Control + = Nistatina 0.02%
Control - = Etanol 96°
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ANEXO 9:

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-
20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar
calibrado y validado con I1SO de calidad 17025
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ANEXO 10:
Boletas de compra de la cepa Candida albicans.
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ANEXO 11:;
PROCESAMIENTO DEL COLUTORIO MIXTO DE ANNONA MURICATA
Y MENTHA SPICATA REALIZADO EN LA FACULTAD DE FARMACIA
DE LA UNT

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de la Planta Annona muricata (GUANABANA) 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 Annona muricata y Mentha spicata (Guanabana). Pulverizacion, Tamizaje y

se peso 300 gr. de Annona muricata (Guanabana).
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PREPARACION DEL COLUTORIO DE Annona muricata y Mentha spicata

Mezcla de Alcohol 96° con Agua Destilada (etanol al 96°) para Annona muricata

Tiempo de maceracién por 7 dias y se agitara dos veces al dia el frasco.

Se filtraron los macerados usando una bomba de vacio, con papel de filtro Whatman
N° 1. Cada extracto etandlico se concentrd en un rotavapor hasta obtener una masa
siruposa. Esta se llevd a secar a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se le denomino
extracto seco. De estos, se prepararon las concentraciones de 5%(50mg/mL),

10%(100mg/mL) y 15%(150mg/mL)
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INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en
tres direcciones para asegurar una distribucién uniforme del inoculo de la placa.

Preparacion de los discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, embebidos con

50 ul de cada una de las concentraciones de 5% ,10% y 15% del Extracto etandlico
de Annona muricata
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LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los didmetros de los halos de Inhibicion de Annona muricata y Mentha

spicata.

Placas Petri con halos de inhibicion al 5, 10 y 15%

Placas Petri del control positivo Nistatina 0.02% y control negativo Etanol 96°
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