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5. Resumen y abstract

Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de hojas
de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad, 2019. Metodologia: El estudio fue de tipo
cuantitativo, experimental, prospectivo, transversal y analitico, de nivel
explicativo y de disefio experimental de grupos en paralelo. La muestra estuvo
conformada por 10 repeticiones para cada grupo experimental como son, copaiba
y matico al 20% y 40%, copaiba + matico al 20% y 40%, grupo de control positivo
Clorhexidina 0,12% y grupo de control negativo Etanol 70°, todos sobre cepas de
Streptococcus mutans. Se utiliz6 la técnica de observacion experimental y como
instrumento una ficha de recoleccion de datos. Resultados: El halo de inhibicion
del extracto para copaiba al 20% fue 14,4mm, copaiba al 40% fue 14,4mm; para
matico al 20% fue 13,52mm, matico al 40% fue 17,02mm; para el extracto mixto
de copaiba + matico al 20% fue 14,4mm, copaiba + matico al 40% fue 14,1mm.
Al comparar, el extracto de copaiba al 40% vy la Clorhexidina al 0,12% (C+)
presentan mayor efectividad en comparacion con los demas extractos (p=0,000);
el control negativo Etanol 70° (C-) no presento algun efecto sobre sobre cepas de
Streptococcus mutans. Conclusién: Los extractos hidroetandlicos de las hojas de
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) tienen efecto

antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Copaifera officinalis, Piper aduncum, Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: Determine the antibacterial effect of the hydroethanolic extract of
Copaifera officinalis (copaiba) and Piper aduncum (matico) leaves against strains
of Streptococcus mutans ATCC 25175, District of Trujillo, Province of Trujillo,
Department of La Libertad, 2019. Methodology: The study was of a quantitative,
experimental, prospective, cross-sectional and analytical type, with an explanatory
level and an experimental design of parallel groups. The sample consisted of 10
repetitions for each experimental group such as copaiba and matico at 20% and
40%, copaiba + matico at 20% and 40%, positive control group Chlorhexidine
0.12% and negative control group Ethanol 70 °, all on strains of Streptococcus
mutans. The experimental observation technique was used and a data collection
form was used as an instrument. Results: The inhibition zone of the extract for
copaiba at 20% was 14.4mm, copaiba at 40% was 14.4mm; for matico at 20% it
was 13.52mm, matico at 40% it was 17.02mm; for the mixed extract of copaiba +
matico at 20% it was 14.4mm, copaiba + matico at 40% was 14.1mm. When
comparing, copaiba extract at 40% and Chlorhexidine at 0.12% (C+) have greater
effectiveness compared to the other extracts (p=0.000); the negative control
Ethanol 70° (C-) did not show any effect on strains of Streptococcus mutans.
Conclusion: Hydroethanolic extracts from the leaves of Copaifera officinalis
(copaiba) and Piper aduncum (matico) have an antibacterial effect against strains
of Streptococcus mutans ATCC 25175.

Keywords: Copaifera officinalis, Piper aduncum, Streptococcus mutan,.
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Introduccion

A lo largo de las ultimas décadas se ha observado un incremento en la frecuencia
de infecciones producidas por bacterias de tipo Gram positivas, dentro de las cuales
estd el Streptococcus mutans, que asume un papel muy importante en las

infecciones nosocomiales de gravedad.!

La caries dental es una enfermedad multifactorial que provoca la destruccién
paulatina de los tejidos del diente. Es originada por los acidos que generan las
bacterias y los microorganismos, y que viven en nuestra boca tras la ingesta de
alimentos. Dentro de las bacterias se encuentra el Streptococcus mutans, el cual es

la principal bacteria en la aparicion de la caries dental.

La cavidad oral es un entorno amplio donde interaccionan diversos tejidos propios
de la boca, donde coexisten diversas variedades de especies microbianas,
encargados de colonizar las mucosas y los dientes logrando habitar ecosistemas
primarios y secundarios creando una biopelicula dental (biofilm dental); siendo el
principal factor responsable de producir diversas enfermedades bucales como la

caries dental, enfermedades periodontales e infecciones pulpares.?

Ultimamente, en el campo de la odontologia se ha evidenciado que las plantas
naturales pueden ser beneficiosas, debido a los principios activos y propiedades
antibacterianas que poseen y que combaten bacterias como el Streptococcus

mutans.3

Segun el Ministerio de Salud (MINSA), en nuestro pais la prevalencia de caries

dental se encuentra en un 95%, es por ello, que diferentes autores establecen



mejoras en las alternativas para el uso de plantas naturales y sus principios activos

de tal manera que disminuya la caries dental.*

Desde la antigiiedad, la medicina natural o tradicional es utilizada de forma
empirica para aliviar diferentes enfermedades o infecciones. Uno de los paises con
mayor diversidad de flora es el Peru, las cuales poseen diversas caracteristicas y
propiedades, siendo el motivo e interés de diversas investigaciones cientificas para

explorar sus principios activos que reflejan su actividad terapéutica.*

Dentro de la gran diversidad de plantas se encuentra la especie de Piper aduncum
(matico) y la Copaifera officinalis (copaiba), las cuales vienen siendo muy
utilizadas para aliviar y curar diversos tipos de enfermedades, tanto en las hojas
como en el tallo se encuentran compuestos como taninos, flavonoides, glucosidos,

alcaloides que son los que le dan su actividad antibacteriana y antifingica.*®

En estudios a nivel internacional, Pieri A, et al.® (Brasil, 2016) evidenciaron que la
Copaifera officinalis (copaiba) mostro inhibicion del crecimiento bacteriano en

todas las concentraciones analizadas.

A nivel nacional, Moromi H, et al.” (Lima, 2018) determinaron el efecto
antibacteriano de la copaiba en sus cuatro concentraciones, hallando mayor halo
de inhibicion en la concentracion al 100%, donde se evidencio un halo de 30,00mm

sobre Streptococcus mutans y un halo de 8,3+0,50mm sobre E. faecalis.

Ante lo sustentado, el enunciado del problema es ¢ Cual es el efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper
aduncum (matico) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito

de Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019?. El objetivo



general fue: Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad, 2019. Y los objetivos especificos fueron:
Determinar el efecto antibacteriano del extracto de Copaifera officinalis (copaiba)
al 20% y 40%, determinar el efecto antibacteriano del extracto de Piper aduncum
(matico) al 20% y 40%, determinar el efecto antibacteriano del extracto mixto de
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico), comparar el efecto
antibacteriano del extracto Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum
(matico) con la Clorhexidina al 0,12% y Etanol 70° frente a cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.

La investigacion se justifica por relevancia social y aporte tedrico, puesto que
beneficia a los pacientes, como tratamiento preventivo frente a Streptococcus
mutans; y del mismo modo beneficia a los profesionales odont6logos con la
actualizacion teorica estadistica de los resultados obtenidos, logrando
generalizarlos a principios més amplios y conociendo el comportamiento de la
variable de estudio. Debido a la limitada cantidad de investigaciones a nivel
nacional sobre las propiedades de la Copaifera officinalis (copaiba) y Piper
aduncum (matico) el presente estudio obtuvo nueva informacion sobre las
propiedades medicinales de las plantas; por lo cual sirve como precedente para
futuros investigadores. De la misma forma, posee utilidad metodoldgica, dado que
el instrumento adaptado fue de gran ayuda para la recoleccion y el analisis los

datos, asimismo, puede utilizarse o adaptarse para futuras investigaciones.



La investigacion se desarrollé en las instalaciones del Laboratorio de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, se establecié un tipo de
investigacion cuantitativo, prospectivo, trasversal y analitico, de nivel explicativo
y de disefio experimental de grupos en paralelo, se evaluaron un total de 80
muestras de Streptococcus mutans ATCC 25175 divididas en 10 repeticiones para
cada uno de los seis grupos experimentales y 2 grupos de control, se aplico el
extracto de Copaifera officinalis (copaiba) en concentraciones al 20% y 40%,
Piper aduncum (matico) al 20% y 40% y el extracto mixto; los resultados
demostrando mayor efectividad en la concentracion de Copaiba al 40%, seguido
del control positivo Clorhexidina, luego la concentracién de Matico al 40%.
Concluyendo que, los extractos hidroetandlicos de las hojas de Copaifera
officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) tienen efecto antibacteriano frente

a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La investigacion consta de seis apartados, se inicié con la introduccion, revision
de la literatura, hipétesis, metodologia (tipo, nivel y disefio de investigacion;
poblacion y muestra, operacionalizacién de variables; técnica e instrumento, plan
de analisis, matriz de consistencia y principios éticos), resultados, conclusiones y

recomendaciones.



Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

Internacionales

Pieri A, et al.® (Brasil, 2016). Efecto bacteriostatico del aceite de copaiba
(Copaifera officinalis) contra Streptococcus mutans. Objetivo: Evaluar la
actividad inhibitoria del aceite de copaiba (Copaifera officinalis) contra el
microorganismo cariogénico Streptococcus mutans. Metodologia: Se realiz6
un estudio experimental, in vitro, prospectivo, transversal. La muestra se
conform6é por 8 placas para S. mutans. Se desarrollaron pruebas de
sensibilidad activando primero las cepas bacterias a enfrentar. Las
concentraciones a probar de 100%, 50%, 25%, y 12,5%. Resultados: La
copaiba determind un efecto antibacteriano en sus cuatro concentraciones,
siendo los mayores halos de inhibicidn a la concentracion del 100%, la copaiba
generé mayores halos promedios para Streptococcus mutans de 30,00mm y
para E. faecalis de 8,3+0,50mm. Conclusion: El aceite de copaiba mostrd
actividad  bacteriostatica contra  Streptococcus mutans a bajas

concentraciones.

Simoes C, et al.8 (Brasil, 2016). Antibacterial Activity of Copaiba Oil Gel on
Dental Biofilm. Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del gel
de aceite de copaiba (Copaifera multijuga) frente a cepas de Streptococcus sp
presentes en biofilm dental. Metodologia: Se realiz6 un estudio experimental,
in vitro, transversal. La muestra se conformé por cepas Streptococcus mitis,

Streptococcus constellatus y Streptococcus salivarius aisladas de pacientes.



Los grupos de estudio fueron gel de aceite de copaiba experimental, gel de
clorhexidina al 1% (control positivo) y gel base (control negativo). El efecto
antibacteriano se evalu6é mediante la medicion de los halos de inhibicion a las
12 y 24 horas. Resultados: El gel de aceite de copaiba experimental y el gel
de clorhexidina al 1% mostraron actividad antibacteriana contra los
microorganismos probados. cuyos valores eran superiores a 20mm a las 12 y
24 horas de exposicion a los geles. Conclusion: El gel de aceite de copaiba
demostro actividad antibacteriana contra todas las cepas de Streptococcus sp
probadas, lo que sugiere que se puede utilizar para el control de biopeliculas

dentales.

Froés M, et al.® (Brasil, 2015). Antimicrobial activity of Piper aduncum leaf
extracts against the dental plaque bacteria Streptococcus mutans and
Streptococcus sanguinis. Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del
extracto de matico frente a Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis.
Metodologia: Se realizé un estudio experimental in vitro, prospectivo. La
muestra se conformo por cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus
sanguinis. Se elaboraron extractos de etanol. El efecto antimicrobiano se
determind mediante la concentracion minima inhibitoria (MIC) de los
extractos la cual se determino utilizando el método de microdilucion en caldo.
Resultados: El Streptococcus mutans fue mas susceptible a los extractos
crudos del matico que Streptococcus sanguinis, ademas, la mayor actividad
antibacteriana se obtuvo con el extracto de maceracion (MAC). Para

Streptococcus mutans se obtuvo una MIC de 0.08mg/mL y para Streptococcus



sanguinis tuvo una MIC de 0,62mg/m. Conclusion: El extracto de matico

tuvo una actividad antibacteriana preferencial sobre Streptococcus mutans.

Nacionales

Mendoza M. (Trujillo, 2019). Efecto antibacteriano del aceite esencial de
Piper aduncum (matico) obre Staphylococcus aureus ATCC 25923
comparado con oxacilina, estudio invito. Objetivo: Evaluar el efecto
antibacteriano del aceite esencial del Piper aduncum (matico) comparado con
oxacilina 1 ug sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Metodologia: Se
realizd un estudio experimental, in vitro, prospectivo, transversal. La muestra
se conformo por colonias de Staphylococcus aureus cultivadas en placas Petri.
Se obtuvo 12 repeticiones para cada grupo experimental. Se utilizé el medio
de cultivo agar Muller-Hinton, para el cultivo de la cepa de Stapylococcus
aureus ATCC 25923, en la prueba de susceptibilidad, de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI a través del estandar M02-A12. Resultados: El
aceite esencial de Piper aduncum (matico) mostr6 halos de inhibicion a partir
de la dilucion de 75% con 13,70mm, al 100% el halo de inhibicion fue de
16,50mm; valores considerados como eficaces en relacion al patron CSI
(>12mm), sin embargo, no supera el halo de inhibicion del medicamento
oxacilina con 30,60mm. A las concentraciones de 50% (10,5mm) y 25%
(8,4mm) no se observo efecto antibacteriano. La prueba de Tukey demostro
que los grupos evaluados eran homogéneos y el grupo con mayor halo de
inhibicion fue para oxacilina seguido del aceite esencial al 100% de la planta
en estudio evidencidndose que a mayor concentracion el halo de inhibicion

aumentaba. Conclusion: El aceite esencial del Piper aduncum (matico) si



tiene efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus pero no superando el

halo de inhibicion de la oxacilina (p<0,01).

Tapia V.11 (Trujillo, 2019). Efecto antifingico, in vitro, entre el extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallo de Piper aduncum (matico) sobre Candida
albicans ATCC 10231, Trujillo — 2018. Objetivo: Comparar, in vitro, el
efecto antifingico entre el extracto hidroalcéholico de hoja y tallo de Piper
aduncum (matico) sobre Candida albicans. Metodologia: Se realiz6 un
estudio experimental in vitro, transversal. La muestra se conformo por 32
placas con cepas de Candida albicans ATCC 10231. Se prepararon dos
concentraciones hidroalcohdlicas de Piper aduncum (matico) al 50% y 75%.
Posteriormente se colocaron discos empapados con los extractos de las
diferentes concentraciones. La informacion se registré en una ficha de
recoleccion de datos. Resultados: El extracto de la hoja al 50% presenta un
halo de inhibicion de 14,94mm vy el extracto de la hoja al 75% presenta un
halo de inhibicion de 19,06mm., mientras que en extracto de tallo al 50%
presenta un halo de inhibicién de 0,00mm y en el extracto del tallo al 75%
presenta un halo de inhibicion de 10,63mm. Al comparar los efectos la prueba
de Duncan demuestra que todos los tratamientos se diferencian entre si.
Conclusion: El extracto hidroalcohdlico en hoja, presenta mayor efecto
antifangico en comparacién 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 antifungica, en comparacion a la concentracién al 50%.

Godoy J.12 (Chimbote, 2018). Actividad antimicrobiana In vitro del aceite

esencial de Copaifera officinalis (copaiba) sobre Streptococcus mutans,



Chimbote, 2017. Objetivo: Conocer el efecto antimicrobiano del acetite de
Copaifera officinalis (copaiba) en tres diferentes concentraciones de 15%,
10%, 5% sobre el crecimiento de Streptococcus mutans. Metodologia: Se
realizé un estudio cuantitativo, de nivel explicativo y de disefio experimental
longitudinal. La muestra se conformé por 12 placas Petri que contienen cepas
de Streptococcus mutans extraidas del laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Medicina de la UNT. Se elabord el aceite de Copaifera officinalis
(copaiba) en concentraciones del 5%, 10% y 15%. El efecto antibacteriano se
determiné mediante el método de difusion de Kirby y Bauer utilizando como
control la clorhexidina al 2%; las medidas de los halos de inhibicion se
registraron en una ficha de recoleccion de datos. Resultados: El halo de
inhibicion para la concentracion del 5% fue de 8,08mm, para la concentracién
al 10% fue 9,58mm, para el 15% fue 10,08mm y para el grupo control de
clorhexidina fue 19mm. La prueba post hoc Duncan compard el efecto
microbiano y varia segin la concentracion, siendo la concentracion al 5%
comparado con el 10% hay una diferencia significativa mientras que la
concentracion del 10% y el 15% no tuvieron mucha diferencia significativa.
Demostrando que el mayor efecto lo produjo la clorhexidina 19,00mm.
Conclusion: Existe efecto antimicrobiano del acetite de Copaifera officinalis
(copaiba) en tres diferentes concentraciones de 15%, 10%, 5% sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (p=0,00).

Moromi H, et al.” (Lima, 2018). Estudio in vitro del efecto antibacteriano de
la oleorresina de Copaifera reticulata y el aceite esencial de Origanum

majoricum frente a Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis bacterias



de importancia en patologias orales. Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano in vitro de la oleorresina de Copaifera reticulata (copaiba) y
del aceite esencial de Oreganum majoricum (orégano) frente a Streptococcus
mutans y Enterococcus faecalis. Metodologia: Se realizd un estudio
experimental, in vitro, prospectivo, transversal. La muestra se conformé por 8
placas TSA, cuatro para E. faecalis y cuatro para Streptococcus mutans. Los
discos fueron cargados con las concentraciones de 100%, 50%, 25% y 12,5%.
También se colocaron dos discos uno como control positivo que fue de
clorhexidina y otro de control negativo que fue el dimetilsulfoxido (DMSO)
Resultados: La oleorresina de copaiba frente a Streptococcus mutans mostro
un halo de inhibicion de 30mm en la concentracion al 100%, 25mm al 50%,
24mm al 25% y 23mm al 12,5% la clorhexidina mostr6 un halo de 27,3 y el
control negativo 6mm. La concentracion al 100% tiene mayor accion que las
demas concentraciones, mayor incluso que la clorhexidina, disminuyendo
igualmente su accion en cuanto hay mayor dilucion del producto. Conclusién:
La Copaifera reticulata (copaiba) tiene mayor efecto antibacteriano que el

Oreganum majoricum (orégano) para ambas bacterias (p<0,05).

Zavaleta Y.13 (Trujillo, 2018). Efecto antibacteriano comparado entre el
aceite de Copaifera officinalis (copaiba) y oxacilina sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano comparado entre el aceite de Copaifera officinalis (copaiba) y
oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213. Metodologia:
Se realiz6 un estudio experimental in vitro. La muestra se conformo por placas

Petri con cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, aceite de Copaifera

10



officinalis (copaiba) al 75% y 50% ademas oxacilina. Se aplicé el método
Kirby Bauer en 10 placas Petri. El grupo experimental fue tratado con aceite
esencial de Copaifera officinalis (copaiba) y el control fue la oxacilina,
realizandose la medicion de los halos y registrando los datos. Resultados: El
aceite de Copaifera officinalis (copaiba) al 75% tuvo un halo promedio de
13,5mm, al usar la concentracion al 50% el halo promedio fue 10mm y
finalmente la oxacilina obtuvo 28,5mm. El aceite de Copaifera officinalis
(copaiba) tiene menor efecto antibacteriano que la oxacilina sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Conclusion: No existio una diferencia
significativa al comparar las dos concentraciones de aceite de Copaifera
officinalis (copaiba) sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213

(p>0,05).

Tipula M.** (Trujillo, 2016). Efecto antifingico del extracto hidroalcohélico
de hojas del Piper angustifolium (matico) sobre cepas de Candida albicans
comparada con la nistatina, estudio in vitro. Objetivo: Evaluar el efecto
antifangico del extracto hidroalcohdlico de hojas del Piper angustifolium
(matico) sobre cepas de Candida albicans comparada con la Nistatina in vitro.
Metodologia: Se realizé un estudio experimental, in vitro, prospectivo. La
muestra se conformo por 32 placas Petri; 8 placas para nistatina y 24 para las
3 dosis de Piper angustifolium (matico). EI microorganismo utilizado en el
ensayo fue la Candida albicans, el cual fue proporcionado por el Instituto de
Medicina tropical e Infectologia de la UNT. Resultados: La nistatina a las 24
horas tuvo un halo de inhibicion de 22,6+1,1mm. El extracto hidroalcoholico

de hojas Piper angustifolium (matico) al 12% obtuvo un halo inhibitorio, de
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25,8+1,4mm dentro de las 24 horas, y 11,9+0,8mm (resistente) a las 48 horas.
En la concentracion al 10% el halo inhibitorio fue 16,8+1,3mm a las 24 horas,
y 8,6+1,4mm a las 48 horas. En las primeras 24 horas, existe similitud en el
efecto antifungico de la nistatina y la concentracion al 12% del extracto
hidroalcoholico de hojas del Piper angustifolium (matico), diferenciandose
con el resto de concentraciones. Al comparar la dosis minima inhibitoria
antifangico del extracto hidroalcohdlico de hojas del Piper angustifolium
(matico) y la nistatina sobre las colonias de Candida albicans, solo ambos
tienen el mismo efecto antifungico en las primeras 24 horas. Conclusion: La
dosis de nistatina de 300 microgramos y la dosis al 12% de extracto
hidroalcoholico de hojas del Piper angustifolium (matico) tienen efecto
antifangico en las primeras 24 horas, mientras que la dosis al 10% tiene un

efecto intermedio, para el resto de concentraciones es resistente.

Ramos D, Casto A.'®(Lima, 2015). Actividad antibacteriana de Copaifera
reticulata (copaiba) sobre Phorphyromonas gingivalis aisladas de pacientes
con periodontitis. Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana de
Copaifera reticulata (copaiba) sobre Phorphyromonas gingivalis aisladas.
Metodologia: Se realizo un estudio experimental, prospectivo, transversal. La
muestra se conformo por 20 cepas clinicas de P. gingivalis, Se realizo el test
de difusion en placa, con discos cargados, en las concentraciones de 100%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0.19%, teniendo
como control positivo a la clorhexidina al 0,12 % y como control negativo al
dimetilsulfoxido (DMSO). Resultados: Se evidencio una sensibilidad inicial

y media de la Copaifera reticulata (copaiba) al 100% sobre Phorphyromonas
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gingivalis, siendo su concentracion minima inhibitoria media de 13,43mm.
Indica diferencias significativas (p<0,05), entre las diferentes concentraciones
de la Copaifera reticulata (copaiba) y el control positivo. Conclusion: La
Copaifera reticulata (copaiba) presenta actividad antibacteriana sobre P.
gingivalis, siendo la concentracion del 100% la que presenta mayor actividad,

superando a la clorhexidina al 0,12 %.
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2.2. Bases tedricas de la investigacion
2.2.1. Caries dental

La caries dental es una enfermedad infecciosa de etiologia multifactorial
la cual posee un origen infeccioso y ademas puede ser trasmisible; es un
proceso dinamico de periodos alternados de desmineralizacion y
remineralizacion caracterizada por la destruccion localizada y progresiva

de los tejidos duros del diente.®

La caries dental es una afeccion que se puede prevenir y una forma de

disminuirla es usar un dentifrico que en su composicion contenga fldor.*°

La caries dental, es considerada en la historia como una enfermedad
contagiosa que ataca diente por diente, por eso es importante que se

realice una atencion preventiva, y preservando las piezas dentarias.’
2.2.2. Etiologia
A. Ladieta

La dieta es uno de los factores que hace aparecer a la caries dental,
que al formar el almidon lo que va a generar es la organizacion de
bacterias y afectara las piezas dentarias de las personas, sin embargo,
los que recién nacen al recibir su primera dieta estan libres de
microorganismos. Las piezas dentarias una vez erupcionadas, muchas
veces quedan con restos de almidon de la dieta lo que desarrollara

caries dental en el esmalte dental, esta dieta esta compuesta de
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glicoproteinas de la saliva por lo que cuando la persona tiene una mala

higiene, las superficies de los dientes, acumularan bacterias.*®

B. Factores relacionados con el huésped

Saliva: Es un fluido que contiene fosforo y calcio, ademas de, fllor,
proteinas, inmunoglobulinas, agentes amortiguadores, enzimas,
entre otros. En la saliva, el fldor se muestra en bajas
concentraciones, sin embargo, presenta una gran importancia en el
momento de la remineralizacion, ya que, al combinarse con los
cristales del esmalte dental, forma fluoropatita, el cual es un
compuesto mucho mas resistente al ataque de los acidos generado
por las bacterias. Ademas, el pH salival baja de manera réapida
dentro de los primeros minutos luego de ingerir carbohidratos,

luego de 30 minutos regresa a sus niveles normales.81°

Microflora: Dentro de las grandes cantidades y variedades de
microorganismos que encontramos en la cavidad bucal, se
encuentran bacterias del género Streptococcus, dentro de las cuales
estan los Streptococcus mutans y Streptococcus mitis, también se
encuentran Rothia dentocariosa, los cuales, han sido asociados a la

caries dental.1”18

Flora microbiana: La cavidad bucal, sirve de héabitat para un
aproximado de 700 especies que se encuentran colonizando
mucosas Yy superficies dentarias en donde se forma el biofilm dental,

dentro de los cuales, se encuentran los del género Streptococcus.®
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= Colonizacion bacteriana: Para que se genere una lesion cariosa, es
importante que primero se dé la adhesion inicial de bacterias sobre
la superficie del esmalte dental. Para que la colonizacion se dé,
antes, debe formarse una pelicula muy fina de proteinas salivales

sobre el esmalte dental, cominmente llamada, pelicula adquirida.*®
2.2.3. Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es una de las tantas bacterias que son Gram
positivas, que va a estar estructuralmente compuesta por una cadena larga
y corta, que no tiene movimiento, y que no presentan capsula, dentro de
su interior se encuentra las glucotransferasas con un peso de moléculas
alto como también bajo, esta bacteria lo que va a generar es acido lactico
cambiando asi el pH salival en boca entre un 7 y 4.2, durante las 24

horas.?°

El Streptococcus mutans es la bacteria que esta intimamente relacionada

con la caries dental, es la responsable de iniciarla.*®

La caries dental puede causar bacteremia, asi como también endocarditis
infecciosa. El papel de los Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus, en la aparicion de caries dental ha sido evidenciado.®
= Factores de patogenicidad

Los Streptococcus mutans, presentan un gran poder aciddgeno,
acidofilo y aciddrico, también sintetizan polisacaridos extracelulares

como los glucanos solubles e insolubles, ademas de fructuanos.
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Sintetizan a los polisacaridos extracelulares; presentan una capacidad
adhesiva, sobre todo en proteinas de la saliva que facilitan su adhesion
a las superficies dentarias o superficies de materiales de restauracion,
en ausencia de glucanos, predominando su capacidad agregativa y

coagregativa a través de los mutanos y glucosiltransferasas.®?

Se sub clasifica en los siguientes serotipos:

Streptococcus mutans: c,e,f y k.
« Streptococcus sobrinus: d y g.

- Streptococcus cricetus: a.

- Streptococcus rattus: a

- Streptococcus ferus: c

« Streptococcus macacae: en ¢

« Streptococcus downet: en h.2°
Medios de cultivo

Afortunadamente, muchas de las especies de Streptococcus orales
pueden aislarse usando distintos medios: Medios selectivos para
Streptococcus orales: Agar Mitis Salivarius, su uso ha prevalecido
sobre otros medios de cultivo para el aislamiento de estreptococos
orales, conteniendo al Streptococcus mutans, los Streptococcus orales
pueden distinguir por su habilidad para fermentar algunos azlcares

(especialmente manitol y sorbitol) y por adherirse a superficies lisas
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2.24.

2.2.5.

en presencia de sacarosa.?°

El cultivo en agar es considerado como el estdndar de oro ya que
permite realizar recuentos bacterianos para establecer proporciones

relativas, mediante métodos cuantitativos en medios no selectivos.?

Al presente tenemos 5 medios de cultivo distintos para el aislamiento
de Streptococcus mutans, tales como: Agar glucosa-sacarosa-telurito
bacitracina, Agar tripticasa de soya con sacarosa, Agar mitis
salivarius con bacitracina y kanamicina, Agar mitis salivarius con
bacitracina, bacitracina y Agar triptona extracto de levadura cisteina

con sacarosa Yy bacitracina.?
Plantas medicinales

Hoy en dia, el uso de las plantas naturales se ha vuelto muy importante,
dado que en diversos estudios se demostrd su actividad antimicrobiana en
el tratamiento preventivo de enfermedades, debido a sus propiedades y

principios activos.??

Los estudios sobre plantas naturales han estado en aumento durante los
anos, y que es por sus compuestos, que brindan muy buenos efectos en la

terapia clinica y son seguros porque no presentan efectos adversos.?
Copaifera officinalis

La copaiba, viene a ser un arbol, que mide unos 40 metros de altitud.
Segun la literatura muestra que existen 72 especies de la llamada copaiba

en todo el mundo. Por lo que de este arbol se va a extraer un aceite
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Ilamado aceite de copaiba, que tiene muchas propiedades que se usa
ultimamente en la medicina ya que presenta efectos antiinflamatorios,
cicatrizantes, antimicrobianas y antisepticos, y que es usado como agente

para prevenir y tratar enfermedades.®
A. Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria que presenta la copaiba es buena, tanto
asi que se ha evidenciado in vitro que puede inhibir las 5
lipoxigenasas, que viene a ser una enzima, por otro lado, también esta
evidenciado gue, no inhibe in vitro la elastasa, que es una proteasa
muy importante en los neutréfilos que es fundamental en la

patogénesis de trastornos de origen inflamatorio.?*
B. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana, viene a ser la propiedad que ultimamente
se ha visto estudiada, porque durante estos estudios en muchas
bacterias diferentes se ha visto su efecto, como por ejemplo el
Streptococcus mutans, etc., también se ha visto su efecto en la

Candida albicans.?
C. Composicion quimica

La oleorresina de copaiba, es un aceite de color transparente y un poco

viscoso, presenta una mezcla de sesquiterpenos y diterpenos.?*

Los sesquiterpenos, son una de las principales sustancias que se

encuentran en el aceite de copaiba, representando en muchas
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ocasiones mas del 90% de su composicion. Ademas, es el responsable
de muchas de sus actividades farmacologicas. Los principales
sesquiterpenos que se encuentran en el aceite de copaiba son los B-
cariofileno, dxido de cariofileno, a-humuleno, -cadineno, a-cadinol,
a-cubebene, a- y p-selineno, PB-elemene, a-copaeno, trans-o -
bergamoteno y B-bisaboleno. Asimismo, otros sesquiterpenos como
el Cad-cadineno, se encarga de inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans, una de las bacterias mas cariogénicas de la

cavidad oral.?*

Los diterpenos mas comunes encontrados en el aceite de copaiba son
los copdlicos, polyalthia, hardwickii, kaurenoico y en &cidos
kaurenoic, junto con sus derivados de 3-hidroxi-copalic, 3-acetoxi-
copalic, y ent agathic. El &cido copalico es el diterpeno mas activo, y
ha demostrado en varios estudios un valor de CIM muy prometedor
contra las Porphyromonas gingivalis, las cuales son responsables de
la enfermedad periodontal. Ademas, no presenta actividad citotoxica
en fibroblastos humanos. También, el &cido copalico es activo contra
las principales bacterias responsables de la caries dental como el
Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis

y Lactobacillus casei.?*
2.2.6. Piper aduncum

La planta Piper, también es llamado matico, que evidencian segun

estudios, que esta especie y su variedad se encuentran sin referencia y que
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también no se encuentra clasificada en su género ni subgénero

naturalmente. Y que se da por una igualdad de morfologia.?>25
A. Descripcion

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.?®

Las hojas de esta planta van a medir un aproximado de 12 cm a 22 cm
de largo y de ancho va a medir 49 cm; del tallo es donde nace la espiga
de esta planta, que va a medir de 6 a 16 cm de largo, con flores
blancas, espiral, bisexual. Su fruto, viene a ser una drupa de forma

ovoide plano color pardo.?
B. Componentes

Las hojas de esta planta presentan terpenoides, monoterpenos, siendo
abundante el llamado el linalol, por otro lado, esta los irinoides que
tienen propiedades antibacterianas. Los sesquiterpenos del aceite

esencial tienen propiedad bactericida.?’

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

alcanfor y viridiflorol fueron los principales componentes.?’
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C. Localizacion

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

Este género ocupa un promedio de 700 especies.?®

En el Perd, en el departamento de Amazonas podemos encontrar a la
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 de la membrana celular.?’
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Hipotesis

Hipotesis de investigacion:

v' Hi: Los extractos hidroetandlicos de hojas de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) tienen efecto antibacteriano frente a

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Truijillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019.

Hipotesis estadisticas

Hipotesis nula:

v' Ho: Los extractos hidroetanolicos de hojas de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) no tienen efecto antibacteriano frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Truijillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019.

Hipotesis alterna:

v' Hi: Los extractos hidroetandlicos de hojas de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) si tienen efecto antibacteriano frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019.
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V.

Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

Tipo de investigacion
Segun el enfoque es cuantitativo

» Herndndez R, Fernandez C, Baptista M. (2014) Utiliz6 la recoleccion de
datos, con base en la medicién numérica y el andlisis estadistico, para

establecer patrones de comportamiento y probar teorias.?®
Segun la intervencion del investigador es experimental.

= Supo J. (2014) Analizé el efecto producido por una o més variables

independientes sobre una o varias dependientes.?®
Segun la planificacion de la toma de datos es prospectivo.

= Supo J. (2014) Los datos necesarios para el estudio fueron recogidos a
propdsito de la investigacion (primarios). Por lo que, posee control del

sesgo de medicion.?
Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable es transversal.

= Supo J. (2014) La variable fue medida en una sola ocasion; por ello de

realizar comparaciones, se trata de muestras independientes.?®
Segun el nimero de variables de interés es analitico.

= Supo J. (2014) EIl analisis estadistico por lo menos es bivariado; porque
plantea y pone a prueba hipoétesis, su nivel mas basico establece la

asociacion entre factores.3°
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Nivel de investigacion
La presente investigacion es de nivel explicativo.

= Supo J. (2014) Explica el comportamiento de una variable en funcion de
otra; por ser estudios de causa-efecto requieren control. EI control
estadistico es multivariado a fin de descartar asociaciones aleatorias,

casuales o espurias entre la variable independiente y dependiente.?®
Disefio de investigacién
La investigacion es de disefio experimental puro de grupos en paralelo.

= Hernandez R, Fernandez C, Baptista M. (2014) se tomaron grupos de
estudio, luego a cada grupo se le dio un estimulo diferente y se hizo un post

test.28

o Esquema de investigacion

E. Donde:

A v B: son muestras que se le aplica

=0 diferente estimulo v se hace post Test.
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4.2 Poblacion y muestra

Poblacion:

Estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusién:

« Cepas de Streptococcus mutans conservadas y en buen estado.

« Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frescas y de

buenas caracteristicas organolépticas.

Criterios de exclusién

« Cepas de Streptococcus mutans sin refrigeracion, en mal estado.

« Medios de cultivos sin algin crecimiento bacteriano.

« Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) en mal estado

con caracteristicas organolépticas inaceptables.

Muestra

Estuvo conformada por 10 repeticiones para cada grupo experimental: 10
repeticiones para Copaifera officinalis (copaiba) al 20% y 40%; 10
repeticiones para Piper aduncum (matico) al 20% y 40%; 10 repeticiones para
el extracto mixto Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) al
20% y 40%; 10 repeticiones para control positivo Clorhexidina 0,12% y 10

repeticiones para control negativo Etanol 70°; todas las repeticiones sobre
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cepas de Streptococcus mutans.

Por ser un estudio in-vitro la poblacion se considera infinita, por lo cual el
tamano de la muestra se determind por la siguiente formula:
e Formula:

n=2(Z+ zg)2 (DE)?/d?

Donde:

n: tamafio de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo .

[3: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucion normal asociada a un tipo de error.
DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

De una confianza al 95% (a=0.05, Z=1.96), y una potencia en la

prueba del 80% ($=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.80).
n = 2(1.96 + 0.84)%(0.8)2
n=10
Muestreo

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia: las unidades de estudio
son seleccionados dada la conveniencia, accesibilidad y proximidad con el

investigador.?®
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

ESCALA DE MEDICION

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL INDICADOR VALORES
TIPO ESCALA
Extracto Resultado del proceso de
hidroetanolico de extraccion del principio activo de | Concentracion del Cuantitativa Raz6n 20%
Copaifera officinalis | los componentes de la resina para extracto 40%
(copaiba) obtener el extracto.?
Extracto Resultado del proceso de
hidroetandlico de extraccion del principio activo de | Concentracion del Cuantitativa Raz6n 20%
Piper aduncum los componentes de las hojas para extracto 40%
(matico) obtener el extracto.?®
Bacilo Gram Negativo anaerobio,
asacarolitico Ampliamente
Efecto .
Antibacteriano recqnomdo como tn fact(_)r_ Medida de Halo de o ,
sobre Streptococeus predominante en I_a perloqlon_tlt_ls en inhibicin Cuantitativa Razon mm.
mutans humanos. Capacidad de inhibir el

crecimiento y desarrollo de las
bacterias o su eliminacion.?
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4.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos
Técnica

Observacion experimental: Esta técnica permitié analizar los resultados

obtenidos en la difusion en discos.
Instrumento

Se utiliz6 un Vernier calibrador micrometro, el cual es un instrumento
calibrado disefiado para medir la unidad de medida de longitud y confiable
porgue es un instrumento calibrado, certificado con el estandar de calidad de
fibra de carbono de 150mm/6 pulgadas LCD Digital eléctrico. Marca:
MODAVELA, Modelo: VF15, calibrado y validado con 1ISO 13385-2:2011.

(Anexo 01)

La ficha de recoleccion de datos fue adaptada de la investigacion de Godoy J.*2
Actividad antimicrobiana In vitro del aceite esencial de Copaifera officinalis
(Copaiba) sobre Streptococcus mutans, Chimbote, 2017; su aplicacion fue de

facil uso.
Procedimiento

Inicialmente se gestiono una carta de presentacion ante el Director de la
Escuela de Odontologia de la Universidad Los Angeles de Chimbote —

ULADECH, para poder ejecutar la investigacion. (Anexo 02)
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Obtencion de los extractos hidroetandlicos

El arbol de Copaifera officinalis procedié de la provincia de Tarapoto,
Departamento de San Martin; y Piper aduncum procedid del herbario de la
Universidad Nacional de Trujillo, certificandose que no recibié ningun tipo de

pesticida.

De la obtencién e identificacion taxondmica de las especies vegetales

Se recolectd 2 kg de las hojas de de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper

aduncum (matico).

Luego, un ejemplar completo (arbol) de cada una de las especies vegetales se
Ilevé al Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo para su

identificacion taxonémica.

De la preparacion de la muestra vegetal

Seleccién: Cada una de las muestras vegetales recolectadas fueron
transportadas al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

Lavado: Luego se procedid a lavar cada una de las hojas con agua destilada

y luego se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0,5%.

Secado: Las hojas de ambas muestras vegetales fueron colocadas en papeles

Kraft, y se llevé a secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion

forzada (40°C) por 48 horas.

Pulverizacion: Las hojas de ambas muestras vegetales fueron pulverizadas
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con ayuda de un mortero.

Tamizaje: Luego las hojas de ambas muestras vegetales, fueron tamizadas a

través del tamiz de malla N° 20.

Almacenamiento: El polvo de las hojas de ambas muestras vegetales fueron

guardado en sus respectivos frascos de vidrio de color ambar de boca ancha.

Preparacion de los extractos etanolico de las hojas de Copaifera officinalis

y Piper aduncum

Se colocd 100gr de hojas secas, pulverizadas y tamizadas de cada especie
vegetal, en sus respectivos recipientes de vidrio de boca ancha color ambar.
Luego, se afiadio etanol de 70° G.L. cantidad suficiente hasta cubrir la muestra
por sobre 2 cm de altura. Se mezclé bien, teniendo en cuenta que la mezcla
debe ocupar como méximo las ¥ partes del recipiente. Se taparon los

recipientes y se maceraran por 7 dias, agitdndose 15 minutos, dos veces al dia.

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtré el macerado usando una
bomba de vacio, con papel de filtro Whatman N° 1. Al liquido filtrado se le

denomind extracto etandlico.

A continuacion, cada extracto etandlico se concentrd en un rotavapor hasta
obtener una masa siruposa. Esta se llevo a secar a la estufa a 40°C. Al producto

resultante se le denomind extracto seco.

De estos, se prepard las concentraciones de 20%, 40 de copaiba ,20%, 40% de
matico y mixta de 20%, 40% disueltas en agua destilada estéril. Finalmente,

los extractos etandlicos de cada muestra vegetal fueron guardados en frascos
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de vidrio de color ambar y en refrigeracion (4-8°C) hasta su utilizacion.®

Evaluacion del efecto del extracto hidroetandlico de las hojas de Copaifera

officinalis y Piper aduncum frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175. La reactivacion se realizd6 sembrando el cultivo
liofilizado en tubo con 5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro
Corazon Infusion, luego se incubd a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones

de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembré por estria en Agar TSYB e incubd a 37°C por
24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligioé una

colonia compatible con Streptococcus mutans para realizar coloracion gram.

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

(TSA), y se conservo hasta su posterior empleo.
Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realizd mediante el método Kirby

Bauer, de difusion en agar.3!
Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
Estandarizacién del inéculo de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se

sembré en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C
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durante 24 horas. Luego de 24 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans
ATCC 25175 se diluyo en caldo BHI o solucion salina fisioldgica estéril hasta
obtener una turbidez semejante al tubo nimero 0,5 del Nefelometro de Mac

Farland (1,5 x 108 ufc/mL).
Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo (1,5
x108 ufc/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se colocod en cada una de las
placas con Agar Mieller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la
suspension se distribuyd la suspension bacteriana en tres direcciones para
asegurar una distribucion uniforme del indculo en la placa. Se dejo secar la
placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso

de humedad superficial sea absorbido.3!

Preparacioén de los discos con los extractos hidroetandlico de las hojas de

Copaifera officinalis y Piper aduncum

Se prepar6 discos de papel filtro whatman ndmero 6 estériles, los cuales
fueron embebidos con 50ul de cada una de las concentraciones de 20, y 40%
del extracto hidroetandlico Copaifera officinalis y 20 y 40% de extracto
hidroetandlico de Piper aduncum. Y al 20% y 40% de extracto hidroetanolico
mixto. Luego, con una pinza estéril, fueron colocados los discos sobre las
placas de Miueller Hinton inoculadas con la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.%

Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0,12% y como

control negativo alcohol 70°.
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Incubacion:

Se incubo las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores
a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 24 y 48 horas en

microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela.
Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examind cada placa se
medio los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor
de cada disco. para lo cual se utilizo regla milimetrada, abarcando el diametro

del halo.*
Se realiz6 10 repeticiones de cada ensayo.

Evaluacion de la accion antibacteriana de la preparacion mixta de los
extractos hidroetandlicos de Copaifera officinalis y Piper aduncum frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para evaluar la accion mixta o sinérgica del extracto hidroetandlico de laq
copaiba y de matico se empled combinaciones de varias concentraciones de
cada uno de los extractos hidroetanolicos, mediante el método de Kirby Bauer.
Estas mezclas se probaron frente a Streptococcus mutans teniendo en cuenta
la metodologia de Al Walli et al.®> De acuerdo a los resultados obtenidos al

evaluarlos por separado.

Se realizé 10 repeticiones de cada una de las concentraciones.
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4.5 Plan de analisis

La informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue ingresada a
una base de datos en MS Excel 2016, donde se ordend y organizé los datos.
Luego se exporto6 al software estadistico IBM SPSS v.24 donde se realizo el

tratamiento estadistico univariado y bivariado.

Se verifico que los datos cuentan con distribucion normal, mediante la prueba
de Shapiro-Wilk al ser una muestra pequefia de 10 repeticiones por grupo; en

base a ello se aplico la prueba estadistica no paramétrica.

Analisis univariado: Se utilizo la estadistica descriptiva para presentar las
medidas de tendencia central (media,) y las medidas de dispersion (desviacion
estandar); asimismo permitié elaborar las tablas y gréficos; para la

comparacion entre dos variables se utiliz6 la prueba t-Student.

Anaélisis bivariado: Se utilizo la estadistica inferencial, para el andlisis entre
las variables se utiliz6 la prueba paramétrica ANOVA, con un nivel de
confianza del 95% y una significancia del 5% (p<0,05); para la comparacion

maultiple se utilizé la prueba post hoc de Duncan.

El anélisis de resultados se realizd acorde a los objetivos planteados,
realizando la contrastacion con los antecedentes; luego se formularon las

conclusiones y recomendaciones.
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4.6 Matriz de consistencia

TITULO: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJAS DE Copaifera officinalis (COPAIBA)
Y Piper aduncum (MATICO) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175, DISTRITO DE TRUJILLO, PROVINCIA
DE TRUJILLO, DEPARTAMENTO DE LA LIBERTAD, 2019

PLANTEAMIENTO

DEL PROBLEMA OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION VARIABLE HIPOTESIS METODOLOGIA
Objetivo General:
1. Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Hipotesis de Investigacion:
hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) Hi: Los extractos Ti ivel
N : 1 : poy nivel de
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de hidroetandlicos de hojas de Investigacion
Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019. Copaifera officinalis (copaiba) El tino de |a investioacion es
- jeti ificos: Piper aduncum (matico) po de g
. Cual es el efecto Objetivos Especificos: y ! ) cuantitativa, experimental,
. . tienen efecto antibacteriano .
antibacteriano del Efecto prospectivo, transversal y

Extracto
hidroetanolico de
hojas de Copaifera
officinalis (copaiba)
y Piper aduncum
(matico) frente a
cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175,
Distrito de Trujillo,
Provincia de
Trujillo,
Departamento de La
Libertad, 2019?

1. Determinar el efecto antibacteriano del extracto de Copaifera

officinalis (copaiba) al 20% y 40% frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Truijillo,
Departamento de La Libertad, 2019.

2. Determinar el efecto antibacteriano del extracto de Piper

aduncum (matico) al 20% y 40% frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad, 2019.

3. Determinar el efecto antibacteriano del extracto mixto de

Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de
Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad,
2019.

4. Comparar el efecto antibacteriano del extracto Copaifera

officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente con la
Clorhexidina al 0,12% vy Etanol 70° frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo,
Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019.

antibacteriano.

Copaifera
officinalis
(copaiba)

Piper aduncum
(matico)

Streptococcus
mutans ATCC
25175

frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC
25175, Distrito de Trujillo,
Provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad,
2019.

Hipotesis Nula:

Ho: Los extractos
hidroetanélicos de hojas de
Copaifera officinalis (copaiba)
y Piper aduncum (matico) no
tienen efecto antibacteriano
frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC
25175, Distrito de Trujillo,
Provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad,
2019.

analitico.
De nivel explicativo.

Disefio de investigacion
Experimental puro (grupos en
paralelo).

Poblacion y muestra
La poblacidon y la muestra
estuvo conformada por 10
repeticiones para cada grupo
sobre Streptococcus mutans.
Muestreo no probabilistico
por conveniencia

Técnica: Observacién
experimental.
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4.7 Principios éticos

La investigacion siguid los principios bioseguridad, en todo momento hubo

supervision de un especialista en microbiologia.

La investigacion tomd en cuenta los principios del Codigo de Etica para la

Investigacion v.004, aprobado con Resolucion N° 0037-2021-CU-

ULADECH de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.

Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: Toda
investigacion debe respetar la dignidad de los animales, el cuidado del
medio ambiente y las plantas, por encima de los fines cientificos; y se
deben tomar medidas para evitar dafios y planificar acciones para

disminuir los efectos adversos y tomar medidas para evitar dafios.®

Justicia: El investigador debe anteponer la justicia y el bien comun antes que
el interés personal. Asi como, ejercer un juicio razonable y asegurarse que las
limitaciones de su conocimiento o capacidades, o sesgos, no den lugar a
précticas injustas. El investigador trata equitativamente a quienes participan en
los procesos, procedimientos y servicios asociados a la investigacion, y pueden

acceder a los resultados del proyecto de investigacion.

Integridad cientifica: El investigador evita el engafio en todos los aspectos de la
investigacion; evalla y declara los darios, riesgos y beneficios potenciales que
puedan afectar a quienes participan en la investigacion. Asimismo, el investigador
procede con rigor cientifico, asegurando la validez de sus métodos, fuentes y
datos. Ademas, garantiza la veracidad en todo el proceso de investigacion, desde

la formulacion, desarrollo, analisis, y comunicacion de los resultados.®



V. Resultados
5.1. Resultados:

Tabla 1.- Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Diametro (mm)

Tratamientos N Media Desviacion tipica Sig. (p)*

Copaiba 20% 10 14,40 1,40

Copaiba 40% 10 18,97 2,30

Matico 20% 10 13,52 1,82

Matico 40% 10 17,02 h 128,5 0,000
Copaiba + Matico 20% 10 14,40 1,69

Copaiba + Matico 40% 10 14,10 1,34

Control Negativo (Etanol 70°) 10 0 0

Clorhexidina 0.12% 10 18,95 1,92

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

p*: prueba ANOVA, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

25
M Copaiba 20%

20
B Copaiba 405
= * E *. B Matico 20%

10 Matico 0%
Il Copaiba + Matico 20%

M Copaiba + Matico 40%

Fuente: Datos de la tabla 01.

Gréfico 1.- Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera
officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad,

2019
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Interpretacion: Se observd que el control positivo Clorhexidina 0,12% produjo el
mayor halo de inhibicion con 18,95mm; seguido de la concentracion copaiba al 40%
con un halo de 18,97mm; luego el matico al 40% con una media de halo de 17,02mm,
el extracto mixto de copaiba + matico al 20% con un halo de 14,40mm; de igual forma,
la copaiba al 20% con un halo de 14,40mm; luego el extracto mixto de copaiba +
matico al 40% con una halo promedio de 14,10mm; el matico al 20% con una media

de 13,52mm y el etanol 70° (C-) no registré una media halo de inhibicién 0,00mm.

La prueba paramétrica ANOVA mostrd una significancia estadistica p = 0,000 < 0,05;
por lo cual, como el valor p es menor que 0,05 entonces se rechaza la hipotesis nula y
se acepta la hipdtesis de investigacion, demostrando que si existe efecto inhibitorio y

diferencia estadistica entre los tratamientos experimentales y grupos de control.
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Tabla 2.- Efecto antibacteriano del extracto de Copaifera officinalis (copaiba) al 20%
y 40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Error 95% IC
Halo de inhibicion N Media DS tand - Min  Max
estandar | iminf Limsup
Copaiba 20% 10 14,4 1,40 0,44 13,40 15,41 11,8 16,3
Copaiba 40% 10 18,97 2,30 0,73 17,32 20,62 159 226

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

24
22
20

18 M Copaiba 20%

Il Copziba 40%

14

12

10

Fuente: Datos de la tabla 02.

Gréfico 2.- Efecto antibacteriano del extracto de Copaifera officinalis (copaiba) al
20% y 40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Interpretacion: Se observé que, el extracto de Copaifera officinalis (copaiba) al 20%
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 present6 en promedio un halo
de inhibicidn de 14,4mm; asimismo, el extracto de Copaifera officinalis (copaiba) al
40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 presenté en promedio un

halo de inhibicion de 18,97mm.
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Tabla 3.- Efecto antibacteriano del extracto de Piper aduncum (matico) al 20% y 40%
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia

de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Error 95% IC
Halo de inhibicion N Media DS tand - Min  Max
estandar | iminf Limsup
Matico 20% 10 1352 1,83 0,58 12,21 14,83 109 16
Matico 40% 10 17,02 1,91 0,61 15,65 18,39 14,1 20,9

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

24
22
20

18 W Matico 20%

W Matico 40%

14

12

10

Fuente: Datos de la tabla 03.

Gréfico 3.- Efecto antibacteriano del extracto de Piper aduncum (matico) al 20% vy
40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Truijillo,

Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Interpretacion: Se observé que, el extracto de Piper aduncum (matico) al 20% frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 presentd en promedio un halo de
inhibicién de 13,52mm. El extracto de Piper aduncum (matico) al 40% frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 presentd una media del halo de inhibicién de

17,02 mm.
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Tabla 4.- Efecto antibacteriano del extracto mixto de Copaifera officinalis (copaiba)
y Piper aduncum (matico) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Error 95%IC
Halo de inhibicion N Media DS tand - Min Max
estandar | iminf Limsup

Copaiba + Matico 20% 10 144 1,70 0,54 13,19 1561 116 173
Copaiba + Matico40% 19 141 134 043 13,14 1506 126 16,3

Fuente: Ficha de recoleccién de datos

18

17

15
B Copaiba + Matico 20%
14
Il Copaiba + Matico 40%

13

12

10

Fuente: Datos de la tabla 04.

Gréfico 4.- Efecto antibacteriano del extracto mixto de Copaifera officinalis (copaiba)
y Piper aduncum (matico) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Interpretacion: Se observo que, el extracto mixto del extracto hidroetanolico de las
hojas de Copaifera officinalis y Piper aduncum al 20% frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 presentd un halo de inhibicion promedio de 14,4mm. Y el
extracto mixto del extracto hidroetanolico de las hojas de Copaifera officinalis y Piper
aduncum al 40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 presentd un

halo de inhibicion promedio de 14,1mm.

42



Tabla 5.- Comparacion del efecto antibacteriano del extracto Copaifera officinalis

copalba) y FIper aauncum matico) frente con la Clorhexidina al O, oy tano
(copaiba) y Piper ad (matico) f la Clorhexidina al 0,12% y Etanol 70°

frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia

de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Subconjunto para alfa = 0.05 - (Test Duncan)

Tratamientos N
1 2 3 4

Control Negativo (Etanol 70) 10 0
Matico 20% 10 13,52
Copaiba + Matico 40% 10 141
Copaiba 20% 10 14,4
Copaiba + Matico 20% 10 14,4
Matico 40% 10 17,02
Clorhexidina 0.12% 10 18,95
Copaiba 40% 10 18,97

Sig. 1,000 0,294 1,000 9,790

Fuente: Prueba Post Hoc Duncan.

20

15

10

Halo de inhibicion

Fuente: Datos de la tabla 05.
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Gréfico 5.- Comparacion el efecto antibacteriano del extracto Copaifera officinalis

copalba) y FIper aauncum matico) frente con la Clorhexidina al O, oy tano
(copaiba) y Piper ad (matico) f la Clorhexidina al 0,12% y Etanol 70°

frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia

de Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019
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Interpretacion:

La prueba estadistica Post Hoc Duncan permitio comparar el efecto antibacteriano del
extracto Copaifera officinalis y Piper aduncum con la Clorhexidina al 0,12% y etanol
70° frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; demostrando los
tratamientos Matico 20%, Copaiba + Matico 40%, Copaiba 20%, Copaiba + Matico
20%, presentan similitud en sus halos de inhibicion. Asimismo, el tratamiento de
Matico al 40%, no presenta similitud con tratamiento alguno. Mientras que, los
tratamientos Clorhexidina 0.12% y Copaiba 40% presentan similitud y son quienes

presentan mayor halo de inhibicion.
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5.2. Analisis de resultados

Los resultados de la investigacion lograron determinar mediante la prueba
estadistica ANOVA (p=0,000) que el extracto de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) al 20% y 40% tienen efecto
antibacteriano sobre el crecimiento de cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Nuestros resultados coinciden con los estudios realizados
por Pieri A, et al.® (Brasil, 2016), Simoes C, et al.8 (Brasil, 2016), Froés M,
et al.® (Brasil, 2015), Mendoza M. (Trujillo, 2019), Tapia V.1 (Trujillo,
2019), Godoy J.*2 (Chimbote, 2018), Moromi H., et al.” (Lima, 2018) y
Zavaleta Y. (Trujillo, 2018) quienes concuerdan que los extractos
presentan efecto antibacteriano sobre las cepas. Por lo que se puede asumir
que, a mayor concentracion del extracto, mayor es el efecto antibacteriano
que demuestran sobre cepas Streptococcus mutans. Por ello corroboramos
la evidencia cientifica que indica que tanto el extracto de Copaifera
officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) ayudan combatir el
Streptococcus mutans, el cual es el principal cariogénico de la cavidad
bucal, dado que coloniza el nicho de fosas y fisuras, produciendo gran
diversidad de factores de virulencia y esta asociado a una dieta cariogénica
que condiciona su infecciosidad. Debido a las propiedades medicinales y
sus efectos atribuidos de la copaiba y del matico en la medicina popular
que incluyen actividades antiinflamatorias, antitetanicas, antitumorales,

antiblenorréagicas y antisépticas urinarias.?*

Asimismo, los resultados permitieron observar que el extracto de

Copaifera officinalis (copaiba) en concentracién al 20% y 40% presento
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mayor halo de inhibicion en comparacién de la concentracion al 40%,
ambos frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; ademas
presentaron efecto antibacteriano (p=0,000). Estos valores se asemejan con
lo evidenciado en los estudios de Pieri A, et al.® (Brasil, 2016), Simoes C,
et al.® (Brasil, 2016), Godoy J.'? (Chimbote, 2018), Moromi H, et al.’
(Lima, 2018), Zavaleta Y. (Trujillo, 2018) y Ramos D, Casto A.*® (Lima,
2015) quienes hallaron que la Copaifera officinalis (copaiba) presento
halos de inhibicion frente a las cepas estudiadas. Nuestros resultados se
asemejan con los hallados por otros autores, demostrando que la Copaifera
officinalis (copaiba) mostro actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans, desde la concentracién mas baja estudiada, por ello es una opcion
fitoterapéutica para ser utilizada contra bacterias cariogénicas en la
prevencion de caries; debido a sus principales propiedades terapéuticas
como actividad antiinflamatoria, cuyos componentes hidrocarburos son los
principales responsables, sesquiterpeno (B -bisaboleno y 3 —cariophileno),
la accion curativa antiséptica, antitumoral, antibacteriano, germicida,
expectorante, diuréticos y analgésicos; por lo tanto, a mayor

concentracion, mayor es el efecto que produce.?*

Del mismo modo, se observo la actividad del extracto de Piper aduncum
(matico) al 20% y 40% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, donde la concentracion al 40% presento mayor halo de inhibicion
que la concentracién al 20%. Datos similares se hallaron en los estudios
de Mendoza M. (Trujillo, 2019), Tapia V.1 (Trujillo, 2019) y Tipula

M. (Trujillo, 2016) quienes concluyeron que el Piper aduncum (matico)
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presentaron halos de inhibicion frente a la cepa estudia. Nuestros
resultados se asemejan con los presentado en los antecedentes analizados,
demostrando que el extracto de Piper aduncum (matico) desde su
concentracion mas baja estudiada presentaron efecto antibacteriano ante
el Streptococcus mutans, debido a sus principios activos que actian como
antibacteriano frente a ciertas especies y patdgenos clinicos,
principalmente por la presencia de tres compuestos mayoritarios como la
piperitona, el alcanfor y el viridiflorol; sin embargo, es necesario incidir

que a mayor concentracion mayor es el efecto producido.?’

De la misma forma, se observo la actividad del extracto mixto de
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, demostrando que el matico +
copaiba al 20% lograron presentar mayor halo de inhibicion. Mientras
que, en los estudios de Tapia V.1 (Trujillo, 2019) y de Tipula M.
(Trujillo, 2016) también se registraron halos de inhibicion de los
extractos mixtos. Nuestros resultados se asemejan a los antecedentes
analizados, donde del extracto mixto de Copaifera officinalis (copaiba) y
Piper aduncum (matico) en todas las concentraciones presentaron efecto
sobre la cepa estudiada. Debido a que muestran propiedades analgésicas,
antirreumaticas, diuréticas, carminativas, antiflogisticas y bactericidas;
sin embargo, el mayor efecto presentd la concentracion mas baja, esto
podria ser porque al combinar se puede bloquear alguna propiedad del

Piper aduncum (matico) o de Copaifera officinalis (copaiba).
De la misma manera, la investigacion logro comparar el efecto
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antibacteriano del extracto Copaifera officinalis (copaiba) y Piper
aduncum (matico) frente con la Clorhexidina al 0,12% y etanol 70° frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, mediante la prueba post-
hoc de Duncan se evidenci6 y corrobor6 que el grupo del control positivo
Clorhexidina 0,12% presenté mayor efecto, seqguido del extracto de
Copaifera officinalis (copaiba) al 40%. Datos semejantes se hallaron en el
estudio de Mendoza M. (Trujillo, 2019), Tapia V. (Trujillo, 2019) y
Godoy J.1? (Chimbote, 2018) quienes concluyeron que el control positivo
presentd mayor halo de inhibicién frente a la cepa en estudio. Nuestro
estudio se asemeja con los antecedentes analizados, donde se observo
variabilidad en el tamafio de los halos de inhibicion, ademas, el control
positivo presentd halos de inhibicion de mayor tamafio, lo que no
necesariamente significa que presentd mejor actividad antibacteriana,
teniendo en cuenta que los estudios han encontrado que el tamafio del halo
de inhibicién, no necesariamente refleja un mayor o menor nivel de
actividad antibacteriano. Mientras que Moromi H, et al.” (Lima, 2018),
Tipula M.** (Trujillo, 2016) y Ramos D, Casto A.'® (Lima, 2015)
concluyeron que el extracto presentd mayor halo de inhibicién comparado
al control positivo. Nuestros resultados se diferencian con los antecedentes
contrastados, esto podria estar influenciado por el tamafio de la molécula,
tamafio del indculo, tiempo de incubacion, grado de contacto entre el
material y el medio de cultivo, dificultad para reproducir el halo de

inhibicién y capacidad de difusion del material en el medio de cultivo.
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V1. Conclusiones

1. Los extractos hidroetandlicos de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y
Piper aduncum (matico) tienen efecto antibacteriano frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de

Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019.

2. Los extractos hidroetandlicos de Copaifera officinalis en concentraciones del
20% y 40% tienen efecto antibacteriano frente al crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. Los extractos hidroetandlicos de Piper aduncum (matico) en concentraciones
del 20% y 40% tienen efecto antibacteriano frente al crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

4. Los extractos hidroetanélicos mixtos de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper
aduncum (matico) tienen efecto antibacteriano frente al crecimiento de cepas

de Streptococcus mutans ATCC 25175.

5. Al comparar el efecto antibacteriano, los extractos hidroetanolico de Matico
20%, Copaiba + Matico 40%, Copaiba 20% y Copaiba + Matico 20% presentan
similitud en su efecto. Los tratamientos Clorhexidina 0,12% y Copaiba 40%
presenta similitud. Mientras que el Matico al 40%, no presenta similitud con

algln otro tratamiento.
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Aspectos complementarios

Recomendaciones

= Se sugiere considerar una linea de investigacion donde se promueva el
tratamiento de las patologias del sistema estomatognatico basadas en plantas
medicinales naturales sobre cepas de bacterias, con la finalidad de elaborar
extractos, aceites y/o pomadas que sean asequibles econémicamente y de facil

uso para la poblacién de bajos recursos econémicos.

e A futuros investigadores, ejecutar estudios donde se evalle el efecto de
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) en diversas
concentraciones como tratamiento frente a patologias del sistema

estomatognatico.
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ANEXO 01:

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJAS DE
Copaifera officinalis (COPAIBA) Y Piper aduncum (MATICO) FRENTE A CEPAS DE
Streptococcus mutans ATCC 25175, DISTRITO DE TRUJILLO, PROVINCIA DE
TRUJILLO, DEPARTAMENTO DE LA LIBERTAD, 2019

Autor: Graus Rios, Reimiria Yudith.

HALOS DE INHIBICION (mm)
8 Extracto hidroetanolico de las hojas de copaiba y matico
c
-g Extracto Extracto Extracto Control Control
= | Hidroetandlico |Hidroetandlico Hidroetanolico negativo -
© . . . Positivo
o de copaiba de matico mixto
4 Copaiba | Copaiba Gluconato
Copaiba | Copaiba | Matico | Matico + + Etanol 70° | Clorhexidina
20% 40% 20% | 40% Matico Matico 0.12%
20% 40% e
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fuente: Adaptado de: Godoy J. Actividad antimicrobiana In vitro del aceite esencial de Copaifera
officinalis (copaiba) sobre Streptococcus mutans, Chimbote, 2017.1?
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ANEXO 02:

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

CARTA DE PRESENTACION

\.boec'“)
)

UNIVERSIDAD CATOLTC A LOS ANGELES
CHIN O
FILIAL TRUJILTO

CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujlllo, 03 de noviembre del 2020

Mgtr. Lic. DAVID ZAVALETA VERDE

MICROSIOLDGO DE LA ESCUELA DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BICLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

Presente
De mi especial consideracion:

Es grato dirigitme a usted para saludarlo muy cordialmente en mi condicién de
Coordinador de Carrera de la Escusla Profesional de Odontologia de la Universidad Catdlica Los
Angeles de Chimbote Filial Trufillo. Siendo el motivo de |a presente manifestarle que, en ¢l marco
del cumplimiento curricuiar de la carrera profesional de odontologia, én el curse de Tesis IV,
nuestra alumna, GRAUS RIOS, Reimiria Yudith; debe llevar a cabo el desarrollo de su proyecto
de tesss titulado; EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJAS DE
Caopoifera officinalis (copaiba) Y Piper aduncum (matico] FRENTE A CEPAS DE Streptococcus
mutans ATCC 25175 TRUJILLO, 2019. Asi mismo para realizar el presénte trabajo se ha
seleccionado a su digna institucion motivo por e cual se solicita dar las facilidades a nuestra

alumna y pueda ejecutar con teda normalidad su proyecto de tesis.

Es propicia la oportunidad, para rejterarie las muestras de mi especial consideracion y
estima personal.

Atentamente

/Q”an’c{

l Cale Aguamarning N*151 - 165 - Urh. San inés - Trujllo - Pe:
. Teldlonos: (044) 600 569 /600 586

. e a2
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ANEXO 03:

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

CONSTANCIAS DE LABORATORIO

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

Dsa Consiancia de la determinacion taxonomics de un (01) espacaimen vegatal

. Clase: Equisetopsida
. Subtlase. Magricliidas

. Super Orden Rosanae

. Orden: Fabales

. Familia: Fabaceae

. Género. Copaifera

. Especie C. officinalis L
. Nombre comun * copaipa "

Muestra alcanzada a este despacho por REIMIRIA YUDITH GRAUS RIOS identificada
con DN 45506521, con domicllio legal 8n Los Rubies 295 Santa Inés-Trujillo
Estudiante de ia Facuitad de Ciencias de |a Salud, Escusia Profesional de Cdontologia
de |2 Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya detarminacidn
taxonomica servira para fa realizacion del Trabajo de Investigacion para optar ei Titulo
Profesional de Cirujano Dentista: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROETANGOLICO DE HOJAS DE Copaifera officinalls *copaiba” Y Plper aduncum
‘matico* FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans ATCT 25175, TRUJILLO-

2019
Se expide la peesente Constancia 3 solictud de la parte interesada para Ios fines que
hubsera lugar .
_;z'- 27"5 —“—‘ e
'::;?_x': l@f"!‘ r
04 ubse MOSTACEROLEON
ity

or.dei Herbario HUT
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EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD

NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxendmica de un (01) espécimen vegetal

. Clase: Equisetopsda
. Subclase Magnobidae.

. Super Orden Magnolianae
. Orden Piperales

. Famila Plperaceae

. Género Piper

. Especia P. aduncum L
. Nombea comun: * matico *

Muastra alcanzada a este despacho por REIMIRIA YUDITH GRAUS RIOS identificada
con DNI. 45508521, con domicilio tegal en Los Rubiss 285, Santa Inés-Trujillo
Estudiante de Ia Facultad de Ciencias de la Salud, Escusla Profesional de Odontologia
de ia Universidad Catbiica los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacion
taxonomica servird para Ia realizacion del Trabajo de Investigacion para optar ei Titulo
Profesional de Cirujano Dentistat EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE HOJAS DE Copaifera officinalis “copaiba’ Y Piper aduncum
‘matico’ FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175, TRUJILLO-
2018

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte Interesada para los finas que
hubiera lugar N

E MOSTAGERQLEON
or del Herbarie HUT
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< A
ANEXO 04: o )";

TNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES l& 4
CHIMBOTE . , '~m—;
CONTRASTACION DE HIPOTESIS =

Se aplico la prueba estadistica ANOVA.
1. Planteamiento de hipdtesis

e Hi: El extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y
Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,

Departamento de La Libertad, 2019.

e Ho: El extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y
Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,

Departamento de La Libertad, 2019.
2. Nivel de confianza
Nivel de confianza = 0,95 (95%)
Nivel de significancia: p = 0,05 (5%0)

La significancia es el valor estandar y en base a ello se determind si se acepta o se

rechaza la hipotesis de investigacion.
3. Establecimiento de los criterios de decision
La prueba estadistica se realiza en base a la hipotesis nula.
e Si el valor de significancia p > 0,05 se acepta Ho se rechaza H;.

e Si el valor de significancia p < 0,05 se rechaza Ho; se acepta Hi.
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4. Caélculos

El software SPSS, proyecta los siguientes datos:

Tabla 6.- ANOVA: Efecto del extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera

officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano frente a

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de

Trujillo, Departamento de La Libertad, 2019

Diametro (mm)

Tratamientos N Media De;)giac(;;én F Sig. (p)*

Copaiba 20% 10 14.40 1.40

Copaiba 40% 10 18.97 2.30

Matico 20% 10 13.52 1.82

Matico 40% 10 17.02 Ht 1285  0.000
Copaiba + Matico 20% 10 14.40 1.69

Copaiba + Matico 40% 10 14.10 1.34

Control Negativo (Etanol 70°) 10 0 0

Clorhexidina 0.12% 10 18.95 1.92

Fuente: Analisis ANOVA- SPSS.

5. Decision

La prueba ANOVA, arroja una significancia p = 0,000 < 0,05.

Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis de investigacion.

v" Hi: Los extractos hidroetanélicos de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y

Piper aduncum (matico) tienen efecto antibacteriano frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,

Departamento de La Libertad, 2019.
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Gréfico 6.- Efecto del extracto hidroetandlico de hojas de Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Trujillo,

Departamento de La Libertad, 2019

25
M Copaiba 205
20 B Copaiba 40%
B matico 20%
15
[ Matico 40%
10 M Copaiba = Matico 20%

[ Copaiba + Matico 40%

B Control Negativo (Etanol 70° )

mm Gluconato de Clorhexidina

Fuente: Andlisis SPSS por SPSS.
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UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES \

d l
CHIMBOTE (
PRUEBA DE NORMALIDAD -

Los datos fueron sometieron al tratamiento estadistico mediante el software IBM
SPSS Statistics v.25, para verificar si las muestras provienen de una poblacion con
distribucion normal o no normal, mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov

(n>50) o Shapiro-Wilk (n<=50) e indicar inicialmente:
» Criterio para determinar Normalidad:

v" p>0,05 Acepta Ho = Los datos provienen de una Distribucion Normal.

v" p<0,05 Acepta Hi = Los datos provienen de una Distribucion No normal.

Tabla 7.- Prueba de normalidad para efecto antibacteriano del Extracto hidroetanolico
de hojas de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico) frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Trujillo, Provincia de Truijillo,
Departamento de La Libertad, 2019

Tratamientos - Halos de inhibicion (mm)

Copaiba+ Copaiba + Control  Gluconato

Repeticiones  Copaiba ~ Copaiba  Matico Matico Mafion Matien Negativo de
20% 40% 20% 40% MO ANOL (Etanol Clorhexidina
70°) 0.12%
1 16.1 21.1 10.9 14.1 12.6 12.9 0 21.4
2 16.3 17.6 13.7 20.9 13.3 15.8 0 15.9
3 154 205 121 18.3 16 15.8 0 17.7
4 15 215 15 16.6 145 134 0 22.2
5 132 17 11 16 14.8 138 0 19.1
6 11.8 17.8 15.9 18.4 11.6 12.6 0 16.7
7 14.4 15.9 14.2 15.2 15.8 16.3 0 18.6
8 14.3 18.9 134 16.9 13.7 13.8 0 18.9
9 14.4 16.8 16 17.7 14.4 13.2 0 19.7
10 13.1 22.6 13 16.1 17.3 13.4 0 19.3
Promedio 14.4 18.97 13.52 17.02 14.4 14.1 0 18.95
p (sig.) 0.770 0.468 0.581 0.89 0.998 0.045 * 0.883
Prueba de
Norma!|dad Normalidad Normalidad Normalidad Normalidad Normalidad NO_ Normalidad
(Shapiro- Normalidad
Wilk)

Fuente: Analisis de SPSS. (*) Control negativo (Etanol 70), es una constante y se ha desestimado
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Al tener menos de 50 datos por cada grupo, es recomendable usar la prueba de
normalidad del Shapiro-Wilk, para evaluar la distribucién normal de los datos, de
donde se puede observar que los grupos de datos tiene una significancia mayor a 0,05
(p > 0,05), es decir los datos presentan una distribucion normal, a diferencia de un

grupo que no presenta normalidad (p < 0.05).

Con lo cual podemos concluir, en general los datos (tratamiento) presentan una

distribucién normal.
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— ANEXO 06:

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

EVIDENCIAS

PROCESAMIENTO DE LOS EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE
Copaifera officinalis (copaiba) Y piper aduncum (matico) REALIZADO EN LA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNT

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de la Planta Copaifera officinalis (copaiba), y se desinfectaron

con Hipoclorito de Sodio al 0,5%

Se lavaron las hojas de la planta Piper aduncum (matico) y se desinfectaron con
Hipoclorito de Sodio al 0,5%
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SECADO

Secado a Temperatura Ambiente por 24 horas y en estufa a 40°C de Hojas de la
planta Copaifera officinalis (copaiba) pulverizacion, tamizaje y se pes6 250gr. De
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico).

Secado a Temperatura Ambiente por 24 horas y en estufa a 40°C de Hojas de la Planta
Copaifera officinalis (copaiba), Piper aduncum (matico), Pulverizacion, Tamizaje y

se peso 250gr. De Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico).
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE Copaifera
officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico)

Mezcla de Alcohol 96° con Agua Destilada (etanol al 70°) para Copaifera officinalis
(copaiba) y Piper aduncum (matico) Tiempo de maceraciéon por 7 y se agitara 15

minutos dos veces al dia el frasco.
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Se filtr6 el macerado de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico), al
vacio con papel filtro Whatman N°1. Equipo de rotavapor que se utilizo para eliminar
el solvente y obtener un residuo seco de los extractos hidroetandlicos de Copaifera
officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico). Extractos Hidroetandlicos de
Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico).

Concentraciones:
Copaifera officinalis (copaiba): a las concentraciones de 20% y 40%

Piper aduncum (matico): a las concentraciones de20% y 40% (100 mg/mL.), 50% (500
mg/mL), 75% (750 mg/mL) disueltas en etanol de 70°.

Mixto: las concentraciones de20% Yy 40% (100 mg/mL),
INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo esteril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en

tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la placa.

PREPARACION DE LOS DISCOS DE PAPEL FILTRO WHATMAN
NUMERO 6 ESTERILES

Preparacion de los discos de papel filtro Whatman ndmero 1 estériles, embebidos con
50 ul de cada una de las concentraciones de 20% ,40% de ambas concentraciones del
Extracto Hidroetanolico de Copaifera officinalis (copaiba) y Piper aduncum (matico)
y mixto al 20% y 40%.
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LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los diametros de los halos de Inhibicidn de Copaifera officinalis (copaiba)

y Piper aduncum (matico).

Se midieron los halos de Inhibicion del Control positivo (Clorhexidina al 0,12%)

Se midieron los halos de Inhibicién del Control negativo (etanol al 70%).

72



