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6. Resumen

El presente estudio tiene como objetivo comparar, in vitro, el efecto antifungico entre
el extracto hidroalcoholico de hoja y tallo de Piper aduncum “matico” sobre Candida
albicans. La muestra estuvo conformada por 32 placas, inoculadas por cepas de
candida albicans ATCC 10231 que fueron activadas para ser sembradas en agar TSA.
Se recolectaron hojas y tallo de matico, y se prepararon dos concentraciones
hidroalcohdlicas de matico al 50% y 75% de cada uno. Posteriormente se colocaron
discos empapados con los extractos de las diferentes concentraciones. Los resultados
mostraron mediante el diametro (mm) de los halos de inhibiciéon del crecimiento,
encontrandose que en el extracto de la hoja al 50% presenta un halo de inhibicion de
14.94 mm y el extracto de la hoja al 75% presenta un halo de inhibicién de 19.06 mm.,
mientras que en extracto de tallo al 50 % presenta un halo de inhibicién de 0.00 mmy
en el extracto del tallo al 75% presenta un halo de inhibicion de 10.63 mm. Mediante
este estudio se concluyd que el extracto hidroalcoholico en hoja, presenta mayor efecto
antifingico en comparacion al tallo, en las concentraciones al 50% y 75%, asi como
que el extracto hidroalcoholico al 75% en hoja como en tallo, presenta mayor

efectividad antifingica, en comparacion a la concentracion al 50%.

Palabras clave: Candida albicans, efecto antifngico, Piper aduncum.
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7. Abstract

The present study aims to compare, in vitro, the antifungal effect between the
hydroalcoholic extract of the leaf and the stem of Piper aduncum "matico™ on Candida
albicans. The sample consisted of 32 plates, inoculated by strains of candida albicans
ATCC 10231 that were activated to be seeded on TSA agar. Leaves and stems of
matter were collected, and two hydroalcoholic options of matter were prepared at 50%
and 75% of each. Subsequently discotheques were placed with the extracts of the
different components. The results are obtained through the diameter (mm) of the halos
of growth inhibition, are found in the extract of the leaf at 50% presents a halo of
inhibition of 14.94 mm and the extract of the leaf at 75% presents a halo of inhibition
of 19.06 mm., while in stem extract at 50% it has a halo of inhibition of 0.00 mm and
in the stem extract at 75% it has a halo of inhibition of 10.63 mm. Through this study
it was concluded that the hydroalcoholic extract in the leaf, presents the antifungal
effect in the comparison with the stem, 50% and 75%, as well as the hydroalcoholic
extract 75% in the leaf as in the stem, presents higher antifungal, compared to the 50%

concentration.

Key words: Candida albicans, antifungal effect, Piper aduncum.
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I. Introduccion

La cavidad oral humana es un complejo ambiente ecoldgico donde los
microorganismos, entre bacterias y hongos ! estan bafiados en un medio liquido como
la saliva y tienen acceso a adherirse a superficies de tejido blando y duro.? En la
actualidad la candidiasis oral es considerada una de las enfermedades mas
prevalentes,® encontrandose en la ubicacion cuatro de los nosocomios a nivel mundial,
debido a que es considerada una infeccion causada por un hongo oportunista Illamado

Candida albicans la cual no distingue ni edad, sexo o raza.>*

La Candidiasis Oral es una infeccion causada por las especies comensales de un
hongo saprofitico del género Candida.® Mientras que méas del 50% los individuos
aparentemente saludables hospedan a las cepas de Candida como componente normal
de la microflora oral,® s6lo un grupo selecto desarrolla evidencia clinica de su
patogenicidad.® La cepa predominante y con mayor potencial de patogenicidad en el
desarrollo de las infecciones orales es la Candida albicans, y se encuentra aislada en el

80% de las lesiones por Candida.®’

En los ultimos afios hay un incremento en la incidencia de enfermedades
infecciosas, destacando las fingicas.*® debido al aumento considerable de pacientes
inmunocomprometidos,® con quimioterapia, con nutricién parenteral, sometidos a
cirugia de trasplante y el uso de agentes antimicrobianos de amplio espectro,®®
agregados a la presencia de sida,® lo que da lugar a verdaderas “placas Petri vivientes”
individuales, quienes son altamente susceptibles a las infecciones oportunistas.® Las
infecciones fngicas sistémicas y dérmicas son causas de alta morbi-mortalidad en este

tipo de pacientes,® siendo las dermatomicosis problemas serios para nifios de las



naciones del tercer mundo como consecuencia del deficiente cuidado sanitario.l%!! La
medicina tradicional viene desde tiempos antiguos en el cual de manera empirica se
utilizaban para calmar diversos tipos de enfermedades e infecciones.! El Pert es uno
de los paises con mayor diversidad de flora que poseen diversas propiedades, > motivo
por el cual ha captado la investigacion de diversos cientificos para el reconocimiento

de los principios activos que dan como reflejo su actividad terapéutica.'>*?

Dentro de la gran diversidad de plantas se encuentra la especie de Piper aduncum
“Matico”, el cual viene siendo muy utilizado para aliviar y curar diversos tipos de
enfermedades tanto las hojas como el tallo encontrandose compuestos como taninos,
flavonoides, glucosidos, alcaloides que son los que le dan su actividad antibacteriana

y antifingica.*?

Existen reportes en la literatura de que numerosas investigaciones estan
encaminadas a la busqueda de nuevos compuestos con actividades bioldgicas a partir
de fuentes naturales, mientras otras estan destinadas a verificar las propiedades que se
les atribuyen. 2 Motivo por lo cual el presente estudio tuvo como proposito principal
determinar el efecto antifungico del extracto hidroalcohodlico de las hojas en
comparacion con el tallo de Piper aduncum “matico” sobre Candida albicans ATCC
10231. Los efectos secundarios ante la administracion de los antifingicos aumentan
significativamente la resistencia microbiana ante el farmaco y compromete la calidad
de vida del paciente, razon por la cual se han dirigido investigaciones en la busqueda y
utilizacion de sustancias puras o extractos de plantas naturales para el tratamiento de

enfermedades.

Teniendo en consideracion que contamos con recursos humanos y material

disponible para elaborar el extracto de Piper aduncum “matico” resulta fundamental



que alternativas como estas que resulten benéficas, de bajo costo y de facil acceso para
la sociedad y puedan incluirse en productos que puedan disminuir y controlar este
microorganismo Yy evitar molestias a la poblacion susceptible. Por lo tanto el objetivo
general de la presente investigacion es comparar, in vitro, el efecto antifungico, entre
el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallo de Piper aduncum “matico” sobre cepas de

Candida albicans ATCC 10231.

La muestra estuvo conformada por 20 placas, inoculadas por cepas de Candida
albicans ATCC 10231 que fueron activadas para ser sembradas en agar TSA. Se
recolectaron hojas y tallo de matico, y se prepararon dos concentraciones
hidroalcohdlicas de matico al 50% y 75% de cada uno. Posteriormente se colocaron
discos empapados con los extractos de las diferentes concentraciones. Los resultados
mostraron mediante el diametro (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento,
encontrandose que en el extracto de la hoja al 50% presenta un halo de inhibicion de
14.94 mm y el extracto de la hoja al 75% presenta un halo de inhibicion de 19.06 mm.,
mientras que en el extracto de tallo al 50 % presenta un halo de inhibicion de 0.00 mm
y en el extracto del tallo al 75% presenta un halo de inhibicion de 10.63 mm. Se
concluyé que el extracto hidroalcoho6lico 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 antifingica,

en comparacion a la concentracion al 50%.



1. Revision de la literatura

2.1. Antecedentes:

Tipula M 13 (Trujillo, 2016). Efecto antifiingico del extracto hidroalcéholico de
hojas de Piper angustifolium “Matico” sobre cepas de Candida albicans
comparada con la nistatina, estudio in vitro. El objetivo del estudio fue evaluar el
efecto antifangico del extracto hidroalcoholico de hojas del Piper angustifolium
“matico” sobre cepas de Candida albicans en comparacion con la Nistatina 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. Se encontrd
como resultados que la nistatina en un total de 24 horas mostr6 en promedio un halo
de inhibicion de 22.6 + 1.1 mm. En cuanto al extracto hidroalcéholico de hojas Piper
angustifolium en un porcentaje de 12 % dentro de las 24 horas obtuvo un halode
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. Concluyendo 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.

Valle B 2 (Otuzco, 2016) Cuantificacion de flavonoides totales en los extractos

hidroalcoholicos de las hojas de Piper aduncum “matico” procedentes del



distrito de Chota, departamento de Cajamarca y del jardin botanico “Rosa
Elena de los Rios Martinez” de la Universidad Nacional de Trujillo. El
propdsito de la presente investigacion fue la cuantificacion de flavonoides totales
expresados como quercetina en los extractos hidroalcoholicos de las hojas de Piper
aduncum “matico”. La identificacion preliminar de flavonoides se realizd mediante
la reaccion de Shinoda y la reaccion con Acido sulfdrico g.p; en la reaccion de
Shinoda se obtuvo una coloracion rojiza y en la reaccion con Acido sulfdrico g.p.
se obtuvo una coloracion amarilla intensa; ambas coloraciones indican la presencia
de flavonas y flavonoles en los extractos hidroalcohdlicos preparados.
Posteriormente se realizé la cuantificacion de flavonoides utilizando la técnica
espectrofotométrica, obteniéndose que la cantidad de flavonoides totales
expresados como quercetina en el extracto hidroalcohélico de las hojas de Piper
aduncum “matico” fue 0,0201 mg/mL en comparacion con 0,0097 mg/mL, cantidad
de flavonoides totales expresados como quercetina obtenida en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Piper aduncum “matico”, por lo tanto se concluye
que las hojas de matico tienen un alto porcentaje de flavonoides lo cual demuestra

su alto potencial antimicrobiano y antifangico.

Vega L 14 (Trujillo, 2014) Cuantificacion espectrofotométrica de taninos en
hojas de Piper aduncum procedentes de la provincia de Otuzco, departamento
La Libertad. El propdsito de la presente investigacion fue la cuantificacion de
taninos en el extracto hidroalcoholico de las hojas de Piper aduncum “matico”. Las
muestras de las hojas fueron recolectadas en la Provincia de Otuzco, departamento

de La Libertad, en el mes de Marzo-2013. EIl extracto se preparé usando como



solvente etanol al 50% v/v. La cuantificacion de taninos en el extracto
hidroalcoholico se realizé mediante el método espectrofotométrico para lo cual se
prepar6 una curva de calibracion usando como estandar acido tanico, obteniéndose
la siguiente ecuacion y = 47.6x + 0.0024, la absorbancia de las muestras del extracto
fueron leidas a una longitud de onda de 700 nm, obteniéndose como promedio
27,7814 % de taninos expresados como acido tanico. Se concluye que las hojas de
matico tienen altos indices de taninos, convirtiendo a esta planta como gran

potencial antimicrobiano y antiflngico.

Soto M 1 (Amazonas, 2015) Estudio fotoquimico y cuantificacion de flavonoides
totales de las hojas de Piper peltatum L. y Piper aduncum L. procedentes de la
region de amazonas. 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. Con respecto al
tamizaje fitoquimico se desarrollé mediante el empleo de reactivos de coloracion y
precipitacion y en el caso de los flavonoides totales se cuantificaron mediante el
método Kostennikova. Se encontr6 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; Se considerd al Piper aduncum L.
como la especie de mayor concentracién de flavonoides expresados como

quercetina con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).



Valle B, Yanac A 2 (Otuzco, 2014) Efecto del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Piper aduncum “Matico” sobre el crecimiento de Candida albicans in
vitro, procedentes del distrito de Otuzco-La Libertad. El objetivo del estudio fue
determinar el efecto del extracto hidroalcéholico de las hojas de Piper aduncum
“Matico” frente a Candida albicans, éste se desarroll6 in vitro en comparacion con
el Fluconazol. Se utilizé discos que se impregnaron con diferentes concentraciones
del extracto los cuales se colocaron en placas Petri conteniendo cultivos de Candida
albicans y se incubaron a 37° centigrados durante 24 horas. 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. 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.

Braga FG et al 17 (Brasil, 2007) Actividad antifingica de plantas utilizadas en
medicina tradicional en Brasil. Se realiz6 24 extractos de metanol de 20 plantas,
todos ellos utilizados en la medicina tradicional brasilefia para el tratamiento de
varios desérdenes infecciosos e inflamatorios, se evaluaron contra bacterias y
hongos entre ellas Candida albicans. Entre los 20 extractos metandlicos probados,
en cuanto a la actividad antifungica, Schinus terebintifolius, O. gratissimum,
Cajanus cajan y Piper aduncum fueron los extractos mas activos contra

C. albicans. (MIC de 1.25 mg/ ml). Se concluye que el extracto metanolico de Piper

aduncum tiene un potencial efecto antifungico.



Vasquez S 8 (Lima, 2003) Efecto fungicida del aceite esencial de Piper
angustifolium en el tratamiento de candidiasis bucal subprotésica. El propésito
del presente estudio fue utilizar el aceite esencial de Piper angustifolium para poder
comprobar el efecto fungicida sobre la cepa de Candida albicans en protesis
dentales. Se establecio la observacion mediante el nimero de colonias que se
formaron antes y después de 5 dias y 15 dias de tratamiento. Al comienzo de la
evaluacion se encontré un promedio de 29 colonias totales aisladas en el paladar y
318 colonias totales a partir de la evaluacion de la prétesis. A los 5dias posteriores
a la aplicacién del aceite esencial se encontro Unicamente 14 colonias de Candida a
nivel del paladar y 54 colonias a nivel de la prétesis y con una reduccion de colonias
mas notorias a los 15 dias. Concluyendo finalmente que la utilizacion de 15 dias del

aceite esencial constituye un tratamiento para la candidiasis subprotésica.



2.2.Marco teorico

2.2.1. Candidaalbicans

Céandida albicans es una levadura que habita de manera normal en la cavidad
oral junto con otras bacterias saprofitas.'® Las enfermedades causadas por hongo han
incrementado su frecuencia y de esa manera su importancia clinica. La candidiasis es
una de las afecciones micdticas mas comdn en la cavidad oral,?° y su gravedad
dependerd de muchos factores principalmente la falta de higiene oral tras el uso de
protesis dentales, 22?2 teniendo como principales factores etioldgico a la Candida

albicans.?

Esta levadura tiene diversas moléculas que generan adherencia a los tejidos del
huésped; para que esta levadura se convierta en patdgeno tiene que considerarse
factores sistémicos como locales mencionados anteriormente.?* Esta enfermedad se
puede manifestar en diversas formas que generalmente se diagnostican en una
inspeccion bucal, teniendo con signos clinicos principalmente al eritema y a los
depdsitos blanguecinos en los tejidos blandos y en algunos casos estd asociado a

cuadros de disguesia, ardor o quemazon de variada intensidad.?> 26

2.2.1.2 Infeccion por Candida albicans

. Adhesion y colonizacion: La Candida albicans muestran niveles de
adhesion importante a los epitelios teniendo ventaja competitiva con

otras especies cuando coloniza y causa una infeccion.?’



. Penetracion y produccién de enzimas hidroliticas: Se da cuando se
genera hifas largas lo que facilita la penetracion mediante los espacios
intracelulares. Considerando sus factores de virulencia la produccion
de toxinas asesinas, hidrolasas extracelulares, entre otros, estan
controladas mediante diversos genes lo cuales se presenta mediante
un numero determinado de los siguientes genes: gen de la hexosamida
(HEDA), genes de proteinasa, asparticas (SAP 1, SAP2, SAPS3,
SAP4), gen para producir tubos germinales y favorecer la adhesion

(l NTl).27’28

. Respuesta inflamatoria aguda: Se da a través de la elevacion de
neutréfilos y presencia de IgG, IgA, IgM, factores del complemento,
linfocitos T y macré6fagos. Considerandose a la Candida albicans una

de las levaduras mas patdgenas y con mayor reaccion inflamatoria.?®

2.2.1.3 Candidiasis oral

En la cavidad oral del ser humano pueden influir diversos factores locales
contribuyen a la aparicion de candidiasis como por ejemplo los cambios epiteliales
exogenos y endogenos, factores salivales: cantidad y tipo de saliva; dieta y cambios
cualitativos en relacion al pH, a la concentracion de glucosa y a la temperatura.?
También pueden existir factores sistémicos y externos que favorezcan la candidiasis:
la infancia y la vejez, estados hormonalesalterados; estados nutricionales alterados;

terapia con inmunosupresores; terapia con medicamentos; protesis mal ajustadas,

10



trauma de tejidos blandos, mala higiene, tabaco y alcohol.*

La candidiasis oral, es una enfermedad causada principalmente por una
levadura llamado Candida albicans, al ser proliferado en los tejidos blandos de la
cavidad bucal, desarrolla una serie de caracteristicas propias de la enfermedad,;
actualmente se han ido realizando una serie de investigaciones para descubrir nuevos
tratamientos en base a principios activos naturales, como la especie Piper aduncum,
que viene siendo utilizada desde la época pre-inca, ya sea por sus diversas propiedades
antiinflamatria y antifangica, se han identificado una gran variedad de compuestos
como amidas, alcaloides, dihridrochalconas, pironas, fenilpropanoides, flavonoides,

etc; que se encuentran en diversas partes de la planta.®!

2.2.1.3.1 Taxonomia

Es una levadura caracterizada por tener una division deuteromycota. Su clase
es perteneciente a los Blastomycetes, de la familia de Cryptococcaceae. Su
género es Candida y las especies que es Candida albicans considerandose

como la més frecuente y virulenta.”

2.2.1.3.2 Etiologia

Candida albicans es la especie mas frecuente relacionada con infecciones fangicas

orales en adultos y nifios y es la especie més virulenta del género.” Los hongos o
levaduras se consideran huéspedes normales que habitan en la cavidad oral en una

persona, no obstante cuando el sistema inmune esta comprometido, o los habitos que
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tenga el paciente pueden tener repercusiones, candida albicans se convierte en un

patégeno oportunista.®

Las enfermedades autoinmunes que pueden provocar la accion de dichos
microorganismos son la diabetes, sida, neoplasias, tabaquismo, drogadiccion,

embarazo, vejez.'

2.2.1.3.3 Clasificacion

La candidiasis oral se clasifica por grados segun la severidad y el desarrollo
de esta enfermedad tal como grado 1 en donde en la zona del paladar hay una
aparicion de puntos rojos acompafiado de una inflamacion localizada. El
grado dos el paladar ya se encuentra hiperémica con una textura lisa y atrofia
de la zona. En el grado tres es el estadio mas avanzado porque se forma tejido
granular, la zona del paladar estd mucho mas hiperémica del grado dos con

un aspecto granular.®

e Candidiasis pseudomembranosa

Es un tipo de candidiasis superficial que afecta a la mucosa ya sea labial o
bucal ya sea paladar blando, paladar duro e incluso la lengua. La histologia
que presenta en este tipo de candidiasis es que estdn compuestas por células
epiteliales descamativas y necréticas, y numerosos micelios de C. albicans.’

Las caracteristicas clinicas se presentan como una capa de color blanco y
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crema, removiéndose sencillamente con una gasa, sin embargo, al ser

removidos presenta un fondo con sangre. >/

e Candidiasis eritematosa
También se considera un tipo de candidiasis superficial, mayormente
se localiza en la lengua, en la zona dorsal asi mismo como en el paladar.
Se presenta como una zona eritematosa generalizada por tejido que esta
atrofico.r En el paciente produce una sensacion de quemazon,! mientras
que cuando se localiza en la lengua tiene una textura lisa y eritematosa,
ello se da porque se genera una hipotrofia de papilas filiformes.! Dicha
condicion se asocia con la administracion de antibidticos de amplio

espectro.

e Candidiasis hiperplasica
Este tipo de lesion es poco frecuente, no presenta sintomas, y se
caracteriza por una queilitis angular en las comisuras labiales, teniendo
un efecto negativo en las comisuras labiales. Esto puede provocar la

disminucion de la dimensién vertical.®

2.2.1.3.4 Caracteristicas Clinicas

Se identifica como unas lesiones blanquecinas en la lengua y en el paladar

que al raspado se desprenden facilmente. 3
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2.2.2 Piper aduncum (Matico)

Las plantas medicinales tienen una contribucion importante en el
sistema de salud de comunidades locales, ya que son usadas de manera

frecuente por la mayoria de las poblaciones rurales. 3!

La bdsqueda de nuevas alternativas para la medicina convencional ha
logrado convertirse en algo extremadamente importantes, y las plantas son una
fuente muy rica que proporciona una variedad de sustancias nuevas y
selectivas con una elevada capacidad terapéutica. En la actualidad existen
aproximadamente 250,000 especies de plantas en todo el mundo,*® de entre
las cuales solo una pequefia fraccion ha sido estudiada hasta ahora. 312 Aln
en la actualidad muchas plantas son utilizadas en medicina y constituyen
laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de sustancias
quimicas, considerandolas como la fuente de compuestos quimicos mas

importante que existe.

Un gran porcentaje de los principios activos esta comprendido
dentro de los llamados productos naturales o metabolitos secundarios, que
son compuestos quimicos de estructuras relativamente complejas y de

distribucion restringida. 3
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Entre estos metabolitos son comunes aquellos con funciones
defensivas contra insectos, bacterias y hongos, como son los alcaloides,
aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides, cumarinas,

quinonas, taninos y terpenoides.®2

2.2.2.1 Taxonomia

Esta planta pertenece a la division Tracheophyta por ser de tipo vascular
y de distribucion tropical, el género Piper debe su nombre a la palabra griega
peperi,®® que significa pimienta, por lo cual en paises fuera de Latinoamérica

P. aduncum se conoce como pimienta con picos.3**°

Es un arbusto de hasta 7 m de altura y 10 cm o mas de diametro en el
tallo, con raices de limo cortas y madera quebradiza de dureza media; follaje y
ramas aromaticas. Pueden crecer como plantas individuales o en matorrales.

Las ramas principales son firmes y nédulos inflamados y puptreos. 3

Presenta hojas alternas, disticas, elipticas, de 12-22 cm de largo, poco
pecioladas con nervios hundidos, suavemente peluda debajo. Inflorescencia en
forma de espiga curvada opuesta a la hoja en un pedunculo de 12 a 17 cm, de
color blanco a amarillo palido, que se vuelve verde con la madurez. Flores
abarrotadas en las filas transversales regulares.®® Peritecio ausente; por lo

general 4 estambres.

Produce como frutos una baya de 1 semilla, comprimida en espigas de
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color grisiceo. Semillas de color marron a negro, 0.7 -1.25 mm de largo

comprimidas, con una superficie reticulada.®®

2.2.2.2. Componentes fitoquimicos

Es una planta conocida comuUnmente como: matico; cordoncillo,
moho-moho, hierba de soldado. Sus hojas y ramas contienen aceites
esenciales, acido artanico, resinas, sustancias amargas, taninos, alcaloides,

saponinas, flavonoides triterpenoides. ¥

Se ha podido aislar diversos compuestos como: esteroides,
alcaloides, amidas, propenilfenoles, terpenos, neolignanos, lignanos,
kawapironas, chalconas, piperolidos, hidrochalconas, flavonones, flavonas y
entre otros.*®%° En P. tuberculatum, P. hispidum y P. arboreum, se logrd
aislar las amidas, piplartina, piperamina, piperina, arboreumina, 5,6-
hidropiperlonguminina, fagaramida y en P. crassinervium,*® también se
hallaron varias hidroquinonas preniladas y flavononas, todas con actividad
antidermatofitica, también se obtuvo del extracto crudo de la hoja de la Piper
sp, a las neolignanas eupomatenoide-3 y eupomatenoide-5 que mostraron
gran actividad sobre M. canis , T. rubrum, M. gypseum vy T.
mentagrophytes.®®* Estudios quimicos en especies de la familia Piperaceae
revelan la existencia de productos naturales fisiologicamente activos como

amidas, alcaloides, dihidrochalconas, pironas, fenilpropanoides, flavonoides,
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neolignanos y lignanos. Tambien amidas pirrolidina, dihidroxipiridona,

piperidina y isobutilicas, fueron aisladas.334°

Estudios previos detallan efectos antiprotozoarios, antihelminticos,
antioxidantes e insecticidas ademas de antimicrobianos debido a la presencia
monoterpenicos y sesquiterpenicos, en concreto piperitona, alcanfor y

viridiflorol fueron los principales componentes.*!

5.2.3.3. Localizacién

La familia Piperaceae se distribuye en regiones tropicales y
subtropicales en el norte y hemisferios del sur y comprende alrededor de 3600
especies. El género Piper constituye el mas representado, con alrededor de

2000 especies.*

Piper aduncum se encuentra de manera silvestre en varios sitios del
pais, abarca tanto especies herbaceas y lefiosas de areas tropicales. Este

género ocupa un promedio de 700 especies.*?

En el Peru en el departamento de Amazonas podemos encontrar ala
gran mayoria de variedades del género Piper encontrandose 210 especies, 2
subespecies, y 33 variedades que crecen entre 1500 msnm a 2 000 msnm,
en bosques con neblina. Los taninos contribuyen a su actividad

cicatrizante; los flavonoides tienen propiedades antioxidantes y protectoras
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de la membrana celular.*?

La Familia piperdceas ultimamente estd siendo estudiada por las
propiedades aromaticas, antimicéticas y antibacterianas de sus aceites.
Plantas del género Piper, son ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de vaginitis, desdrdenes intestinales, y como
antimicrobiano y citotoxico. La evaluacion in vitro de extractos de estas
plantas, muestran propiedades antifingica y antibacteriana. Los aceites
esenciales de Piper spp inhiben el crecimiento de un amplio grupo de
microorganismos que causan infecciones importantes en humanos como
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, E.coli, y los hongos

Trichophyton mentagrophytes, C. albicans, A. flavus y A. fumigatus .*34

Se escogieron las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de
Piper aduncum al 50% y 75% por los excelentes resultados de actividad
antifungica en hojas de Piper aduncum a mayor concentracién y por no existir
evidencias suficientes donde se determine que el extracto hidroalcohdlico de
tallo de Piper aduncum tenga niveles altos de actividad antifingica entre sus

componentes; por ello se busca de medianas a altas concentraciones.

18



I1l1.  Hipotesis

El extracto hidroalcoholico de hoja de Piper aduncum (matico) presenta
mayor efecto antifngico que el extracto hidroalcohdlico de tallo, frente a

Céandida albicans.ATCC 10231.

IV.  Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion:

. Analitico: Hay asociacion entre las variables y en el presente estudio se
comprueba la hipétesis. 3’

e Prospectivo: El estudio se aplica hasta determinar o no la aparicion del efecto®.

En el presente estudio se comprobo el efecto antifdngico.

e Experimental: La presente investigacion ha planteado una hipétesis 3. En el
presente estudio el investigador manipula el factor de estudio.
e Transversal: cuando la variable se mide una vez sola. ¥ En este estudio los

halos de inhibicion se midieron después de la aplicacién del extracto.

4.2 Poblacion y muestra

a. Poblacion

Cepas de Candida albicans ATCC 10231.
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b. Criterios de inclusién

Placas Petri sembradas con cepas de Candida albicans ATCC 10231 identificado
mediante las siguientes pruebas: coloracion gram, formacion de tubo germinal, formacion

de clamidosporas, y fermentacion de carbohidratos.

c. Criterios de exclusion
Placas Petri con halos de inhibicion no muy claros o con signos de

contaminacion.

d. Muestra

100 uL de una suspensidn obtenida a partir de la cepa de Candida albicans ATCC
10231, esta suspension es equivalente a tubo N° 0.5 (1,5x108 UFC/mL) del

nefeldmetro de MacFarland.

La muestra estuvo conformada por 16 discos por grupo, empleando la férmula para

comparar promedios, dada por:

_ 2 * (Za/Z +ZB)2 * 52

(X1 — X3)?
n Numero placas petri por grupo
Z42=1.96 Valor normal al 5 % de error tipo |
Z3=0.842 Valor normal al 20% de error tipo Il
X, Efecto antigingico medio del extracto etandlico de hojas de Piper
aduncum.
X, Efecto antigingico medio del extracto etandlico de tallo de Piper
aduncum.
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S Desviacion estandar del efecto antifungico del extracto etandlico de
hojas y tallo de Piper aduncum.
Seasume: S= (X; — X,)

Reemplazando se tiene:
n=2x(1.96 + 0.842)% x 12

n = 16 discos

En total se requirio 16 discos para el extracto de hojas al 50% y al 75%, y 16
discos para el extracto del tallo al 50% y 75%.

En cada placa Petri, se coloco 4 discos de cada grupo experimental. En total:

4 placas Petri para el extracto de hoja al 50 %

- 4 placas Petri para el extracto de hoja al 75 %

- 4 placas Petri para el extracto de tallo al 50 %

- 4 placas Petri para el extracto de tallo al 75%

- 4 placas Petri para el control positivo (fluconazol).
- 4 placas Petri para el control negativo (etanol).

En total se utilizd 24 placas Petri para los grupos experimental.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion operacional Dimensiones | Indicador |Valores | Tipode | Escalade
conceptual finales | variable |Medicidn
Extracto Sustancia que, | Sustancia que se obtendra a partir | Extracto de Concentra | 50 % Cualita- | Ordinal
hidroalcoholico | en forma | de los protocolos establecidos a | hojas. -ciones 75 % tivo
de Piper | concentrada, base de las hojas y el tallo de Piper
aduncum se extrae de | aduncum “matico” maceradas en | Extracto de
“matico”. otra y la cual | una sustancia hidroalcohdlica, la | tallo.
conserva sus | cual serd utilizada para
(Variable propiedades comprobar 'y comparar su
independiente) efectividad antifungica frente a
cepas de candida albicans
ATCC10231
Efecto Efectividad Accion antifingica que se Halo de mm Cuantita- | De razon
antifungico inhibitoria del | determinara a partir del extracto inhibicién tivo
crecimiento de | hidroalc6holico, hojas y el tallo lo
] levadura cual se determinara mediante los
(Variable halos de inhibicion frente a las

dependiente)

cepas de candida albicanas
ATCC 10231
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

4.4.1 Técnica: Observacion microbioldgica

4.4.2 Instrumento: Para medir los halos de inhibicion se utilizé un calibrador Vernier
digital marca Mitutoyo, Modelo 500-196-20, por estar calibrado y validado con el ISO

de calidad 17025. (Anexo 1)

4.4.3 Recoleccion e identificacién taxondmica de la especie vegetal

Se presentd un ejemplar completo de la especie vegetal se llevd al Herbarium

Truxillense para su identificacion taxondmica. (Anexo 2)

Se recolect6 1 kg de las hojas y 1 kg de tallos de Piper aduncum (matico) del Jardin
Botéanico de la Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 3), del distrito de Trujillo,

provincia de Trujillo, region La Libertad, ubicado a 34 m.s.n.m.

4.4.4. Preparacion de la muestra vegetal**4°

Seleccion:

Una vez recolectadas las hojas y tallos de Piper aduncum, estas fueron
transportadas al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se seleccionaron
las hojas y tallos en buenas condiciones, sin ataques de hongos, ni decoloradas

0 marchitadas.
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Lavado y desinfeccion:

Se lavé cada una de las hojas y los tallos con agua destilada y luego
se desinfect6 con hipoclorito de sodio al 0.5%.

Secado:

Las hojas y tallos fueron colocados en papeles Kraft, y se llevd a secar a una

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

Pulverizacion:

Las hojas y tallos una vez secadas se pulverizaron con ayuda de un mortero.*®
Tamizaje:

Luego las hojas y tallos pulverizadas, fueron tamizadas a través del tamiz de
malla N° 20.

Almacenamiento:

El polvo de las hojas y tallos de Piper aduncum se guardaron en sus

respectivos frascos de vidrio de color &ambar de boca ancha.

4.4.5 Preparacion de los extractos hidroalcohdlico de las hojas y tallos de

Piper aduncum, (matico)*

Se pesaron por separado 100 g de polvo de hojas y 100 g de polvo de tallos
de Piper aduncum y luego se colocaron en sus respectivos recipientes de
vidrio de boca ancha color ambar. Se le afiadio etanol de 70° G.L. cantidad
suficiente hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura. Se mezclo bien,

teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como méximo las % partes del
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recipiente. Se taparon los recipientes y se maceraron por 7 dias, agitdndose
15 minutos, dos veces al dia.

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

A continuacion, cada extracto hidroalcoholico se concentrd en un rota vapor
hasta obtener una masa siruposa. Esta se llevé a secar a la estufa a 40 °C. Al
producto resultante se le denomind extracto seco. De estos, se preparé las
concentraciones de 50% y 75% disueltas en etanol de 70 ° G.L. tanto de hoja
como de tallo. Finalmente, los extractos etandlico de hojas y tallos fueron

guardados en frascos de vidrio de color ambar y en refrigeracion (4-8°C) hasta

su utilizacion34%

4.4.6 Evaluacion del efecto del extracto hidroalcohélico de hojas y tallos de Piper

aduncum, (matico) sobre Candida albicans ATCC 10231.

a. Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

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

10231.
La reactivacion se realizdé sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL

de Caldo Sabouraud, luego se incub6 a 37°C por 24 horas.

Para evaluar su pureza se sembr por estria en Agar Sabouraud e incub6 a37°C

por 24 horas. Posteriormente se realizo coloracion gram.
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b. Identificacién de C. albicans.

Después de reactivar la levadura, esta fue identificada mediante las siguientes
pruebas Coloracion Gram, formacién de tubo germinal, formaciéon de

clamidosporas, y fermentacion de carbohidratos.®

La cepa se mantuvo en caldo BHI y en Agar Sabouraud, hasta su posterior

utilizacion*®

c. Preparacion de las concentraciones del extracto hidroalcoholico de

hoja y tallo de P.aduncum

A Partir del extracto etandlico hoja y tallo obtenido se procedié a preparar la

concentracion que fueron empleados en la investigacion, como sigue:

- Extracto hidroalcohdlico de hoja 50% y 75%

- Extracto hidroalcohélico de tallo 50% y 75%

d. Método de difusion en agar.

La evaluacion del efecto de los extractos hidroalcohdlico de hoja y tallo de
P.aduncum se realiz6 mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar?’.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

e. Estandarizacion del inoculo de C. albicans ATCC 10231.

Las cepa de C. albicans ATCC 10231 mantenidos en Caldo BHI y Agar
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Sabouraud se sembraron en Agar Sabouraud, e incub6 a 37°C durante 24

horas, con el fin de obtener colonias jovenes.

Luego, de 24 horas cada colonia de C. albicans ATCC 10231 se coloco en
solucion salina fisioldgica estéril y se hizo suspensiones con una turbidez
semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5x 108

bact./mL).*

f. Inoculacién

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo (1.5x108
bact/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se colocaron en cada una de las placas
con Agar Muieller Hinton suplementado con 2 % de glucosa (AMHG), con un
hisopo estéril sumergido en la suspensién se distribuyé la suspension de la
levadura en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del
in6culo en la placa. Se dejé secar la placa a temperatura ambiente durante 3

a5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.*’

g. Preparacion de los discos con el extracto hidroalcoholico de hoja y

tallo de P.aduncum

Se preparo discos de papel filtro whatman numero 3 estériles, los cuales
fueron embebidos con 30 ul de cada una de las concentraciones de 50% y 75%
de extracto hidroalcoholico de hoja y tallo respectivamente. Luego, con una
pinza esteril, fueron colocados los discos sobre las placas de Mueller Hinton

(AMHG) inoculadas con C. albicans ATCC 10231. 6
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h. Incubacion:
Se incubd las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos

posteriores a la aplicacion de las sustancias a evaluar, a 37°C durante 24

horas.*®

i. Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 horas se examiné cada placa y se midio
los diametros de los halos de inhibicién (mm) del crecimiento alrededor de
cada disco. ®para lo cual se utilizé regla vernier Mitutoyo, abarcando el

didmetro del halo.

Se inocularon 16 discos, por cada grupo experimental, usando 4 discos en
cada placa Petri.
Se empled como control positivo al Fluconazol y como control negativo

etanol.

4.5. Plan de analisis

Los datos experimentales fueron ingresados en bases de datos en IBM SPSS  Statistics
version 23 trabajandose con la prueba estadistica ANOVA. Luego se realizd una
prueba de comparacion multiple utilizando la prueba de Duncan. Ambas pruebas con
un nivel de significancia al 5%. Los datos fueron organizados y presentados en Tablas

y Graficos estadisticos para su analisis e interpretacion.
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4.6 Matriz de consistencia

ENUNCIADO DEL OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA POBLACION Y
PROBLEMA MUESTRA

cCual de los | Objetivo general: El extracto Tipo de Poblacién

extractos Comparar, in vitro, el efecto | hidroalcohdlico de hoja investigacion

hidroalcohdlicos de hoja | antifingico entre el extracto . -Cepa de

y tallo de pipér hidroalcoholico de hoja y de . Piper aduncum Tipo Candida albicans

aduncum tallo de Piper aduncum | (Matico) presentan | - ¢jantitativo ATCC 10231,

“matico”, presenta | “matico” sobre Candida | mayor efecto antifungico

mayor efecto | albicans ATCC 10231. frente a

antifangico sobre Candida Nivel de Muestra

Candida albicans Objetivos especificos: albicans. ATCC 10231 investigacion

ATCC 102312 Comeparar, in vitro el efecto ' ' -Serd 100 uL de una
antifungico, del extracto Nivel suspension obtenida a
hidroalcohdlico de hoja de explicativo. partir de la cepa de

Piper aduncum “matico ”, al
50% y 75% sobre Candida
albicans ATCC 10231.

Comparar, in vitro el efecto
antifungico, del extracto
hidroalcoholico de tallo de
Piper aduncum “matico ”, al
50% y 75% sobre Candida
albicans ATCC 10231.

Disefio de la
investigacion

Analitico,
Prospectivo,
Experimental,
Transversal.

Candida
ATCC 10231.
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4.6 Principios éticos:

Este estudio de investigacion se fundamentd en el codigo de ética de la Universidad
Catolica Los Angeles de Chimbote, ademas al finalizar el estudio las placas Petri
fueron expuestas a 121° C y 1 Bar de presion en autoclave. A fin de desechar el

material biologico contaminado.
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V. Resultados

5.1 Resultados
Tabla 1. Resultado mediante el diametros (mm) de los halos de inhibicién el
efecto antifungico del extracto hidroalcoholico de hojas de Piper aduncum
“matico” en las concentraciones de 50%, 75% y controles frente a Candida

albicans ATCC 10231.

Concentracion
50% 75%  [fluconazol | etanol
Repeticiones
1. 15 20 20 08
2 15 20 21 10
3 16 18 20 10
4 16 18 20 09
5 15 20 22 08
6. 15 20 21 10
7 14 17 22 08
8 15 18 21 08
9 14 20 23 08
10. 14 20 22 10
11. 15 20 20 10
12. 15 18 22 09
13. 15 20 21 09
14. 15 20 23 08
15. 15 18 21 09
16. 15 18 20 10
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Tabla 2: Resumen Descriptivo para el Efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Piper aduncum “matico” en las concentraciones
de 50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante

el Diametro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento.

Tratamientos Ni Promedio Desv. Est.
C- 16 9.00 0.894
C+ 16 21.19 1.047
50% Piper aduncum “matico” 16 14.94 0.574
75% Piper aduncum “matico” 16 19.06 1.124

Se observa los promedios de los diferentes tratamientos, asi el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Piper aduncum (matico), al 75 % tiene un promedio
de halo de inhibicion de 19.06 mm de didmetro y con una desviacién estandar de
1.124, ligeramente menor que el control positivo (fluconazol) que presenta un
halo de inhibicion de 21.19 mm de diametro y con una desviacion estandar de
1.047, siendo mayor que el extracto hidroalcoholico al 50 % que presenta un halo
de inhibicion de 14.94 mm de diametro con una desviacion estandar de 0.574, se
observa que el control negativo (etanol) presenta un promedio de halo de
inhibicién de 9.00 mm de diametro siendo el de menor diametro de todo el grupo,
con una desviacion estandar de 0.894.

Se realiza la Prueba de Normalidad para cada grupo de Tratamientos de hojas de

Piper aduncum “matico”. (Anexo 4)
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Tabla 3: Analisis de Varianza para el Efecto antifingico del extracto
hidroalcoholico de hojas de Piper aduncum “matico” en las concentraciones de
50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el

Diametro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento.

F.v SC Gl cm F P
Entre grupos 1382.55 3 460.85 528.57 0.0000
Dentro de grupos 52.31 60 0.87
Total 1434.86 63

Se observa una diferencia altamente significativa entre los promedios de los

efectos antifungicos frente a cepas de Candida albicans.
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Tabla 4. Prueba de Duncan para el Efecto antifingico del extracto
hidroalcoholico de hojas de Piper aduncum “matico” en las concentraciones de

50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el

Diametro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento.

Tratamientos ni Grupo para alfa= 0.05

G1 G2 G3 G4
C- 16 9.0
C+ 16 21.2
50% Piper aduncum “matico” 16 14.9
75% Piper aduncum “matico” 16 19.1

Segun la prueba de Duncan, todos los tratamientos difieren entre si.
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Tabla 5. Resultado mediante el diametros (mm) de los halos de inhibicion del
efecto antifungico del extracto hidroalcoholico de tallo de Piper aduncum

“matico” en las concentraciones de 50%, 75% y controles frente a Cdndida

albicans ATCC 10231.

Concentracion
\ 50% 75% ffluconazol| Etanol
Repeticiones
1. 0 10 20 08
2. 0 10 21 10
3. 0 12 20 10
4, 0 10 20 09
5. 0 10 22 08
6. 0 10 21 08
7. 0 12 19 09
8. 0 10 20 08
9. 0 12 20 10
10. 0 12 19 09
11. 0 12 21 08
12. 0 10 22 09
13. 0 12 21 09
14. 0 09 21 10
15. 0 09 19 09
16. 0 10 20 10
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Tabla 6. Resumen Descriptivo para el Efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de tallo de Piper aduncum “matico” en las concentraciones de
50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el

Diametro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento.

Tratamientos Ni Promedio Desv. Est.
C- 16 9.00 0.816
C+ 16 20.38 0.957
50% Piper aduncum “matico” 16 0.00 0.000
75% Piper aduncum “matico” 16 10.63 1.147

Se observa los promedios de los diferentes tratamientos, asi el extracto
hidroalcohdlico de tallo de Piper aduncum (matico), al 75 % tiene un promedio
de halo de inhibicion de 10.63 mm de didmetro y con una desviacién estandar de
1.147, menor que el control positivo (fluconazol) que presenta un halo de
inhibicion de 20.38 mm de didmetro y con una desviacion estandar de 0.957,
altamente mayor que el control negativo (etanol) que presenta un halo de
inhibicion de 9.00 mm de didmetro, con una desviacion estandar de 0.816, siendo
mayor que el extracto hidroalcohdlico de tallo al 50 % que presenta un halo de
inhibicion de 0.00 mm de didmetro con una desviacion estandar de 0,00, estando
por debajo de todo el grupo de los tratamientos.

Se realiza la Prueba de Normalidad para cada grupo de Tratamientos de tallo de

Piper aduncum “matico”. (Anexo 5)
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Tabla 7. Andlisis de Varianza para el Efecto antifungico del extracto
hidroalcohdlico de tallo de Piper aduncum “matico” en las concentraciones de
50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el

Diametro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento.

F.v SC Gl CMm F P
Entre grupos 3344.50 3 1114.83 1537.70 0.0000
Dentro de grupos 43.50 60 0.73
Total 3388.00 63

Se observa una diferencia altamente siginificativa entre los promedios de los
diferentes de los diferentes tratamientos antifungicos, frente a cepas de Candida

albicans.
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Tabla 8. Prueba de Duncan para el Efecto antifingico del extracto

hidroalcohdlico de tallo de Piper aduncum “matico” en las concentraciones de

50% y 75% y Controles frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el

Diametro (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento.

Tratamientos Ni Grupo para alfa= 0.05

G1 G2 G3 G4
C- 16 9.0
C+ 16 20.4
50% Piper aduncum “matico” 16 0.0
75% Piper aduncum “matico” 16 10.6

Segun la prueba de Duncan se observa que los tratamientos antifingicos difieren

entre si.
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5.2 Anélisis de resultados
Los resultados de esta investigacion demostraron que el extracto
hidroalcoholico procedente de las hojas de Piper aduncum presenta un mayor efecto
antifangico en comparacion con el extracto hidroalcohdlico de tallo. Esto se ve
representado por un halo de inhibicion de 14.94 mm para la concentracion al 50% y
19.06 mm para una concentracion al 75%. Resultados que coinciden con el estudio de
Valle B 2 encontrandose que el extracto de la hoja al 54.4% presentd un halo de
inhibicion de 13,8 mm siendo su mayor concentracion, ya que trabajaron con
concentraciones similares del 13,6 %, 27% y 40,8% respectivamente esto podria estar
relacionado a los principios activos presentes en la extraccion. De acuerdo con
investigaciones mencionadas, la aplicacién del aceite esencial obtenido a partir de
hojas de Piper aduncum ademas de actuar como antibacteriano frente a ciertas especies
presentd una marcada actividad antifingica contra patégenos clinicos debido a la
presencia de tres compuestos mayoritarios en la extraccion, piperitona,* alcanfor y
viridiflorol,*® los autores no descartan la posibilidad de que estos compuestos se
mantengan presentes en otro tipo de extracciones, como en el caso de extractos
hidroalcoholicos ,»*¢ de esta manera la presencia de estos tres terpenos actuarian en
conjunto al unirse a proteinas de la membrana celular alterando la permeabilidad de
esta,** lo que ocasiona la liberacion de fluidos vitales para la levadura mientras que en
simultaneo terpenos del exterior ingresan para continuar actuando frente a los sistemas
metabolicos.?4®
Estudios recientes “° se enfocan en la resistencia antifuingica y virulencia de

Candida, en concreto en una ATPasa caracterizada como V-ATPasa ** la cual se
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encarga de la translocacion de protones y consecuentemente mantener un pH acido,*’
cuando los terpenos ingresan luego de romper la membrana celular crean un
desbalance osmotico ademas de atacar membranas vacuolares internas que son puntos
de accién en el recorrido de la V-ATPasa,*®*° de esta manera el principal factor
generador de virulencia se ve afectado facilitando la susceptibilidad de Candida * frente
al extracto de Piper aduncum. Sin embargo, los resultados del estudio de Tipula %3
difieren de los resultados anteriores, demostrando que el 10% del extracto
hidroetandlico de hojas de matico presenta un 16,8 mm de halo de inhibicién, en este
caso el mayor efecto antifingico se explica por la combinacién del extracto con
quercentina comercial, un flavonoide producido de manera natural por Piper aduncum,
con capacidad antifangica la cual sumada a la quercentina natural arrastrada en el
extracto actuarian potenciando y amplificando el efecto,* lo cual explica que de
manera complementaria modificaciones en el pH modelan un ambiente hostil para el
desarrollo de esta levadura, esto se lograria a ciertos flavonoides presentes en Piper
aduncum en concreto la quercentina,*’ la cual con un pH alcalino altera el medio en
donde Céandida habita controlando asi el desarrollo de las levaduras que aun
permanezcan viables y al tener alteraciones a nivel de membrana este flavonoide puede
ingresar actuando en sinergia con los terpenos para alterar las funciones metabdlicas,
potenciado asi el efecto antifingico en conjunto con los principios activos que son

arrastrados en el extracto hidroalcohélico®.

Sin embargo, a diferencia del extracto hidroalcoholico de las hojas, también se
hizo un analisis del efecto antifungico del tallo de Piper aduncum a las concentraciones
de 50% y 75% frente a candida albicans, encontrandose que a la concentracién del

50% no presenta efecto inhibitorio ni actividad antifungica, mientras que al 75%
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presenta un 10,63 mm de halo de inhibicion. Se ha comprobado mediante estudios 32

que el tallo de Piper aduncum presenta menos actividad fitoquimica 32 en donde la
principal diferencia en la mayor accion del extracto de hojas frente a tallo radica en la
capacidad de este ultimo para transportar savia, sales minerales y agua, dejando un
menor espacio y capacidad para concentrar los agentes antimicrobianos en
comparacion con las hojas, que al no cumplir funciones de captacion y transporte de
nutrientes como el tallo quedan libres para realizar un mayor metabolismo y producir

los agentes antimicrobianos®.

Por lo tanto, mediante este estudio se pudo identificar que lo ideal para lograr
un efecto antifungico es la utilizacién del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Piper
aduncum tanto a las concentraciones de 50% y 75%, sin embargo, lo recomendable
seria a la concentracion del 75% para lograr mejores resultados. No obstante, los
resultados respecto a la comparacion del control positivo y negativo, el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Piper aduncum (matico) al 75 % tiene un promedio de halo
de inhibicién de 19.06 mm de diametro, ligeramente menor que el control positivo
(fluconazol) que presenta un halo de inhibicion de 21.19 mm de diametro, siendo
mayor que el extracto hidroalcohdlico al 50 % y que el control negativo (etanol). El
fluconazol es el antifangico por eleccion para el tratamiento de Céandida albicans por
su amplio espectro,*® sin embargo, los estudios demuestran que genera resistencia ante
las cepas de candida,!"161%27% |o que a la larga, el tratamiento sera considerado por
altas concentraciones del farmaco, es por ello que se busca productos naturales que
cumplan con las mismas funciones y no generen esta resistencia bacteriana 323* y
proporcionando mayores beneficios como lo ha demostrado ser el piper aduncum

frente a céandida albicans.'*® Las diferencias entre el control positivo y la
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concentracion de 75% del extracto hidroetandlico de las hojas de matico no son
significativamente estadisticas, por lo tanto se puede considerar que la concentracion
de 75% es la ideal.

Al trabajar con productos naturales como las plantas existen muchos factores
que considerar como: lugar de muestreo, estacion del afio, hora del muestreo, tipo de
extraccion, solvente de extraccion y la metodologia para evaluar la actividad
antifangica; lo que puede influir en la comparacion de los resultados con otras
investigaciones; ademas no se abord6 en profundidad el estudio fitoquimico de las

plantas de estudio porque este se limitd a los objetivos planteados.

VI. Conclusiones

El extracto hidroalcohdlico en hoja, presenta mayor efecto antifungico en comparacion
al tallo, en las concentraciones al 50% Yy 75%.
El control positivo (Fluconazol), presentd mejor mayor efecto antifngico, tanto en

hoja como en tallo.

El control negativo (etanol), presentd menor efecto antifingico, tanto en hoja como
en tallo.

Recomendaciones:

e Se recomienda realizar estudios de nivel aplicativo donde se pueda valorar el
efecto de colutorios, geles, barnices a base de la hoja y tallo de Piper aduncum
(matico).

e Se recomienda realizar estudios comparativos entre extractos que usen

solventes diferentes al etanol.
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Anexo 1

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 2

Constancia Taxondmica de Piper aduncum, por la
Universidad Nacional de Trujillo.

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Truijillo - Perd

Constancia N° 98 — 2017- HUT

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

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Magnolianae

. Orden: Piperales

. Familia: Piperaceae

. Género: Piper

. Especie: P. aduncum L.

Nombre comin:  “matico”

Muestra alcanzada a este despacho por VANESSA LILIANA TAPIA CASTANEDA,
identificado con DNI: 43288378, con domicilio legal en Calle Sucre N° 727- Chicago-
Trujillo. Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote- Sede Trujillo, cuya
determinacién taxondmica servira para la realizacion del Proyecto de Tesis: “Efecto
antifingico, in vitro, entre el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallo de Piper
aduncum “matico” sobre Candida albicans ATCC 10231, Trujillo-2018".

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que

hubiera lugar.
o

Trujillo, 08 de noviembre del .H'l/
d

ol
e

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com
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Anexo 3

Constancia de Piper aduncum cultivada de manera natural en el Campus de la

Universidad Nacional de Trujillo.

EL DIRECTUR DEL INSTITUTO DE LA PAPA Y CULTIVOS

ANDINOS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

Hace constar que:

Las plantas de Piper aduncum (L.) “Matico”, que crecen dentro del 4rea de investigacion
del Instituto, sito en el Campus de la Ciudad Universitaria, Universidad Nacional de
Trujillo, son cultivadas de manera natural sin el uso de fertilizantes quimicds, ni

plaguicidas, catalogandose como un cultivo organico.

L'rujito, 10 de noviembre del 2017,

_, /

. Eloly U859z Medina
R IPACA-UNT.
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Anexo 4

Pruebas de normalidad para el grupo control de hoja de

Piper aduncum “matico”

Prueba de Normalidad para cada Grupo de Tratamientos de hojas de Piper aduncum “matico”.

Shapiro- Wilk

Tratamientos
P
C- 0.053
C+ 0.067
50% Piper aduncum “matico” 0.082
75% Piper aduncum “matico” 0.059

Interpretacion: Se evidencia el incumplimiento del supuesto de normalidad.
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Anexo 5

Pruebas de normalidad para el grupo control de tallo

de Piper aduncum “matico”

Prueba de Normalidad para cada Grupo de Tratamientos de tallo de Piper aduncum “matico”.

Shapiro- Wilk

Tratamientos
P
C- 0.065
C+ 0.051
50% Piper aduncum “matico” 0.072
75% Piper aduncum “matico” 0.083

Interpretacion: Se evidencia el incumplimiento del supuesto de normalidad.
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Media de diametro (mm) de los halos de inhibicién

Anexo 6

Gréfico 1: Medias de los halos de inhibicion de los grupos controles y de

las concentraciones al 50% y 75% de la hoja de Piper aduncum, frente a

Candida albicans
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Media de diametro (mm) de los halos de inhibicién

Anexo 7

Graéfico 2: Medias de los halos de inhibicion de los grupos controles y de

las concentraciones al 50% y 75% del tallo de Piper aduncum, frente a

Candida albicans
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Anexo 8

Constancia de colaboracion de Marilu Roxana Soto Vasquez, Dra en

Farmacia y Bioquimica, en la ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Citedra de Farmacognosia del
Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujpllo, con codigo UNT 5727.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado en la preparacion de la muestra
vegetal y de las concentraciones de los extractos hidroalcoholicos de Piper aduncum, en el
laboratonio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, a la alumna TAPIA CAST ANEDA VANESSA LILIANA,
identificada con DNI 43288378, con domicilio legal en la calle Sucre # 727- Chicago,
estudiante de la Facultad de Ciencias de Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catélica los Angeles de Chimbote .

Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, serdn utilizadas para la ejecucion de
la tesis titulada “EFECTO ANTIFUNGICO. in vitro, ENTRE EL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE HOJAS Y TALLO DE Piper aduncum (MATICO) SOBRE

Candida Albicans. ATCC 10231"

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

Cétedra de Farmacognosia
Universidad Nacional de Trujlic

57



Anexo 9

Constancia de colaboracion de Manuela Natividad Lujan Velasquez,

biol6ga- Microbiologa, en la ejecucion del proyecto.

CONSTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujan Velasquez, Bidlogo - Microbidlogo, docente de la
Escuela de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

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

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna TAPIA
CASTANEDA VANESSA LILIANA, estudiante de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Los Angeles de Chimbote, identificado con DNI 43288378 y con domicilio
en Calle Sucre # 727 ~ Chicago. en la ejecucion de la parte microbiolagica planteada en
el proyecto de investigacion titulado “EFECTO ANTIFUNGICO, in vifro, ENTRE EL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS Y TALLO DE Piper aduncum

(MATICO) SOBRE Candida Albicans. ATCC 10231, Trujillo — 2018™.

T =a

—

T AT
Manuela b}afividad Lujan Velasquez
Docente de la Escucla de Microbiologia v Parasitologia

Universidad Nacienal de Trujillo

Ora Wasuela Netiridad Lijin Vodsqume
CATEDRA DE INMLWOLOGIA
UNNERSIDAD MACIOWAL OF TRUILLO
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Anexo 10

Constancia de colaboracion de Luis Alfredo Angulo Elorreaga,

Ingeniero Estadistico, en la ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA

Yo, Luis Alfredo Angulo Elorreaga, con DNI 47383050, Ingeniero Estadistico de la

Universidad Nacional de Trujillo, con COESPE N° 1159.

Mediante el presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna TAPIA
CASTANEDA VANESSA LILIANA, con DNI 43288378, con domicilio legal en la calle
Sucre # 727, Barrio Chicago - Trujillo, estudiante de la facultad de Ciencias de la Salud,

Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Los Angeles de Chimbote.

Se consta que se colabord con el andlisis estadistico de la tesis titulada “Efecto antifingico,
in vitro, entre el Extracto Hidroalcdholico de Hojas y Tallo de piper aduncum (matico) sobre

candida albicans. ATCC 10231, Trujillo 2018"

Dot
,}L £\ 77
QL

-

Mwm"m""“'

Coethe s 0isTCO FIRMA

Luis Alfredo Angulo Elorreaga
COESPEN° 1159
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Anexo 11

Procedimiento

1. Recoleccion e identificacion taxonomica de la especie vegetal

2. Preparacion de la muestra vegetal
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3. Preparacion de los extractos hidroalcoholico de las hojas y tallos de Piper

aduncum, (matico).

4. Evaluacidn del efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Piper
aduncum, (matico) sobre Candida albicans ATCC 10231.

a. Reactivacion de la cepa
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b. Método de difusion en agar.

c. Estandarizacién del in6culo de C. albicans

d. Preparacion de los discos con el extracto hidroalcohélico de hoja y tallo de

P.aduncum.
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e. Resultados
Halos de inhibicion presentes en los discos de extractos hidroalcohdlico de hoja al
50% vy 75%

Halos de inhibicion presentes en los discos de extractos hidroalcohdlico de tallo al
50% y 75%.
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