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RESUMEN

La medicina ancestral es una alternativa econémica y de facil adquisicion que ayuda al
tratamiento de enfermedades de una manera natural. El objetivo de la investigacion es
evaluar el efecto antimicrobiano de la Piper nubigenum Kunth, frente a cepas ATCC de E.
faecalis y C. albicans productoras de enfermedades bucales. Se obtuvo extractos etéreo,
alcohdlico y acuoso, mediante maceracion, posteriormente, se realizé un analisis fitoquimico
para obtener metabolitos secundarios, se concentr6 los extractos y se dividid en
concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25%, aplicados en diferentes discos en blanco de
antibiograma (OXOID), ademas de 1 disco de control positivo en la cepa de E. faecalis
(Amoxicilina + &cido clavulanico) y en la cepa C. albicans (Ketoconazol),ademas se afiadio
un disco de control negativo (agua destilada), para cada cepa. Se establecié que los extractos
etéreo, en todas sus concentraciones y alcohdlico al 25%, frente a cepas de E. faecalis,
obtuvieron los valores mas altos entre los extractos en general. En cuanto a los extractos en
general frente a cepas de C. albicans, los valores oscilan entre 2,33 mm y 7,66 mm. En
conclusion los metabolitos secundarios se correlacionan con los resultados obtenidos en los
halos inhibitorios, mostrando mayor inhibicion en los extractos etéreo en todas sus
concentraciones y alcohdlico al 25% frente a cepas ATCC de E. faecalis, mientras que los
extractos en general frente a la cepa ATCC de C. albicans no mostraron resultados
significativos, con valores nulos segun la escala de Duraffourd (p=0,00; p=0,742; p=0,002;
p=0,002; p=0,001).

Palabras Clave: Candida albicans, Enterococcus faecalis, Piper nubigenum Kunth
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ABSTRACT

Ancestral medicine is an inexpensive and easily acquired alternative that naturally helps
disease treatment. The research aims to evaluate the antimicrobial effect of Piper nubigenum
Kunth against ATCC strains of E. faecalis and C. albicans that produce oral diseases.
Ethereal, alcoholic, and aqueous extracts were obtained by maceration, then a phytochemical
analysis was carried out to obtain secondary metabolites; the extracts were concentrated and
divided into concentrations of 100%, 75%, 50%, 25%, it applied on different antibiogram
blank disks(OXOID), in addition to 1 positive control disc in the E. faecalis strain
(Amoxicillin + clavulanic acid) and the C. albicans strain (Ketoconazole), in addition, a
negative control disc (distilled water), for each strain. It was established that the ethereal
extracts, in all their concentrations and 25% alcoholic, compared to strains of E. faecalis,
obtained the highest values among the extracts in general. Regarding the extracts in general
against strains of C. albicans, the values range between 2.33 mm and 7.66 mm. In conclusion,
the secondary metabolites correlate with the results obtained in the inhibitory halos, showing
more inhibition in the ethereal extracts in all their concentrations and 25% alcoholic
compared to ATCC strains of E. faecalis, while the extracts in general compared to the ATCC
strain of C. albicans did not produce significant results, with null values according to the

Duraffourd scale (p = 0.00; p=0.742; p=0.002; p= 0.002; p=0.001).

Keywords: Candida albicans, Enterococci faecalis, Piper nubigenum Kunth

Reviewed by:

Mgs. Hugo Romero
ENGLISH PROFESSOR
c.c. 0603156258
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1. INTRODUCCION

La presente investigacion se dirige hacia el campo farmacoldgico y esta relacionada con
sustancias que son capaces de eliminar los microorganismos tanto de Enterococcus faecalis
(E. faecalis) como de Candida albicans (C. albicans), productores de enfermedades bucales.
Una de las principales caracteristicas de la investigacion actual, es buscar una sustancia de
origen natural que inhiba la reproduccién de los microorganismos antes mencionados y
disminuir las enfermedades bucales que estos producen. La causa principal de la
proliferacion de E. faecalis y de C. albicans depende de las caracteristicas de los

microorganismos.

E. faecalis, bacteria que se encuentra entre los patdgenos mas importantes, debido a que
posee resistencia intrinseca a la mayoria de los antibidticos, ademas, puede crecer en medios
con 6,5% de cloruro de sodio, a un pH 9,6 y a una temperatura de 10°C a 45°C, debido a esto

posee mayor supervivencia.®)

La cepa de C. albicans, es un hongo comensal que se encuentra normalmente en la flora
bucal del ser humano, los ecosistemas colonizados habitualmente por este hongo son: la

boca , intestino, vagina y piel .3

El desarrollo de esta investigacion estudia el posible efecto antimicrobiano de la raiz de
Piper nubigenum Kunth frente a E. faecalis y C. albicans. Esta raiz posee gran interés
académico, por su uso como medicina tradicional para combatir enfermedades infecciosas

bucodentales en la region amazdnica de nuestro pais Ecuador.

La presente investigacion es de tipo cuasi experimental, in vitro, desarrollada en un ambiente
de campo. Para ello se realiza en primer lugar un analisis fitoquimico que determina los
metabolitos de la raiz, posteriormente se analiza la actividad antimicrobiana frente a cepas
ATCC (American Type Culture Collection) de E. faecalis y C. albicans, productoras de

enfermedades bucales.

La finalidad de esta investigacion es determinar si existe efecto antimicrobiano en la raiz de
Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans, productoras de

enfermedades bucales y obtener conocimiento cientifico sobre la planta.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la Odontologia existen un gran numero de enfermedades bucodentales asociadas a
microorganismos, que pueden convertirse en patdgenos al cambiar o al alterarse el medio en

el que habitan.

E. faecalis es una bacteria propia de la flora intestinal, vagina o tracto hepatobiliar, que se
reconoce como bacteria causante de varias infecciones y que ha ademas ha creado resistencia
a medicamentos. Segin un articulo realizado por Niklitschek et al. ¥, este microorganismo
se encuentra en el 70% de las raices obturadas que presentan periodontitis apical persistente

y en pacientes con necrosis pulpar.®®

C. albicans es un hongo polimorfico con morfologia levaduriforme, comensal oportunista
que coloniza las mucosas en el 30 a 60 % de las personas. Los factores de virulencia de este
patdgeno son: la adherencia a células del hospedero, secrecion de enzimas degradativas y el

cambio de morfologia que se encuentra normalmente.®

Las infecciones por C. albicans, muestran manifestaciones principalmente en las mucosas.
En la poblacion geriatrica la infeccion por C. albicans es uno de los 3 motivos principales
de consulta en la clinica odontologica. Un articulo realizado en la Universidad Rey Juan
Carlos en Madrid en el afio 2015 nos revela que el 14 % de los adultos mayores poseen
candidiasis subprotésica, enfermedad producida por un déficit en la higiene bucal y
desadaptacion de las prétesis dentales. En este articulo se puede observar que: el hongo C.
albicans esta presente en pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades

sistémicas.?

En cuanto a Piper nubigenum Kunth, cabe recalcar que al no existir investigaciones previas
se usaron investigaciones sobre la familia Piper, en busca de una posible alternativa a las
enfermedades bucales producidas por E. faecalis y C. albicans. Un primer estudio de Azuero
et al. Y sobre Piper carpuya Ruiz & Pay, analiz6 el efecto antimicrobiano frente a C.

albicans, obteniendo resultados favorables con un halo de inhibicion de 10-14 mm.

Un segundo estudio realizado por Bornaz et al. *? respecto al efecto antimicrobiano de Piper
augustifolium frente a E. faecalis, se observo halos de inhibicion de 9.03 mm, que reflejan

alta efectividad frente a E. faecalis.

Por altimo un estudio realizado por Rodriguez et al. ¥ en los laboratorios de la Universidad
Central de Colombia, titulado “Actividad antimicrobiana de cuatro variedades de plantas



frente a patdgenos de importancia clinica en Colombia”, analiz6 la presencia de flavonoides,
terpenos, saponinas, fenoles, quinonas y alcaloides, compuestos importantes en la actividad

antimicrobiana.



3. JUSTIFICACION.

La inhibicion de E. faecalis y C. albicans, es una posible solucion a las enfermedades bucales

producidas por estos microorganismos y que son de gran importancia en odontologia.

Con este estudio, se busca conocer las caracteristicas y propiedades que posee Piper
nubigenum Kunth, ademas de su posible uso como medicina natural para evitar
enfermedades bucales. Esta planta posee importancia ancestral para la cultura Kichwa, pero
no tiene estudios previos, por lo tanto al desarrollar la investigacién ampliamos nuestro
conocimiento sobre el género Piper obteniendo datos importantes, sobre el efecto
antimicrobiano frente a cepas de interés como: E. faecalis, presente en el fracaso
endodontico y C. albicans, un hongo oportunista que en el huésped inmunodeprimido se

vuelve patogeno.®

El estudio esta enfocado a pacientes inmunodeprimidos, poseedores de enfermedades
sistémicas, catastroficas y virales con gran incidencia de C. albicans, y pacientes con
necrosis pulpar, periodontitis apical persistente, enfermedades nosocomiales producidas por

E. faecalis.

Esta investigacion tiene como propdsito, conocer los metabolitos presentes en la raiz de
Piper nubigenum Kunth, y analizar el efecto antimicrobiano que produce frente a E. faecalis

y C. albicans, estableciendo sus posibles usos.

La factibilidad de este estudio en el aspecto econdmico se evidencia, debido a que el
investigador puede solventar los gastos de la investigacion, ademas el tiempo que se
emplearad en la investigacion es un periodo de 6 meses. Los conocimientos academicos
requeridos para el desarrollo de la investigacion, relacionados con Odontologia son
proporcionados por la carrera, mientras que la parte relacionada con las ciencias quimicas el

investigador la realiza con la ayuda y conocimientos del tutor.



4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.
Evaluar el efecto antimicrobiano de Piper nubigenum Kunth, frente a cepas ATCC de
Enterococcus faecalis y Candida albicans, productoras de enfermedades bucales.

4.2. Objetivos especificos.

e Realizar un andlisis fitoquimico de los extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth,
para conocer los principales metabolitos secundarios posibles en la actividad
antimicrobiana.

e Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos de la raiz de Piper nubigenum
Kunth, frente a las cepas ATCC de Enterococcus faecalis y Candida albicans, mediante

halos de inhibicion.

e Establecer la significancia estadistica de los resultados de inhibicion de los extractos de
la raiz de Piper nubigenum Kunth, en la inhibicion de cepas ATCC de Enterococcus
faecalis y Candida albicans.



5. MARCO TEORICO.

5.1. Medicina ancestral.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a esta medicina como “La suma total
de habilidades, conocimientos y practicas basadas en creencias, experiencias y teorias
propias de diferentes saberes, usadas para la salud en la prevencion, valoracion y tratamiento
de enfermedades, tanto mentales como fisicas”. Ademas, representa los saberes milenarios
de la madre tierra y el uso que los indigenas dan a las plantas medicinales a partir de un

aprendizaje ancestral, que tiene un valor incalculable.®¥

Esta préctica debe ser valorada y estudiada de manera critica, pues puede tener gran impacto
en la salud pablica. Un articulo publicado por la Revista cubana de Salud Publica, nos
menciona la importancia del desarrollo de la medicina natural y tradicional, presentando a
la combinacion de estas dos medicinas, como un modelo de perfeccionamiento tanto

econémico como social.®

Segun la OMS la interculturalidad, es la practica basada en el alivio de la sintomatologia de
una enfermedad, usando el conocimiento indigena y las plantas medicinales. La medicina
ancestral es usada en el 70% de los paises latinoamericanos, incluido entre ellos Ecuador,
pais con gran diversidad cultural. Los profesionales de la salud que han trabajado con estos
conocimientos ancestrales, manifiestan que usaron la medicina natural en pacientes que no

respondieron correctamente al tratamiento farmacoldgico.®®

Segun un estudio realizado en la Universidad Técnica de Ambato, la etnia indigena prefiere
la medicina natural, porque es mas econdmica, de facil acceso y estan familiarizados con
ella desde nifios. Usan farmacos solo si sus conocimientos ancestrales no funcionan y

sugieren combinar la medicina natural con los farmacos.®

5.1.1. Origen.

La medicina tradicional existe desde la creacion del mundo, utiliza plantas en la curacion de
enfermedades, es transmitida de generacion en generacion y continuara transmitiéndose a lo
largo de los afios. Durante muchos afios esta medicina cur6 heridas, inflamacion, picaduras
y mordeduras de viboras, entre otras dolencias. En la década de los 80, existié un fuerte
interés por el conocimiento y uso de las plantas como medicina tradicional, producido por
la alta tasa de muerte, debido a reacciones medicamentosas. Desde ese momento hasta la

época actual, se ha usado la medicina ancestral por diferentes culturas como medicina



alternativa, aliviando muchas enfermedades. Esta medicina debe su efectividad a las

propiedades de los metabolitos presentes en las plantas.®”

5.1.2. Metabolitos importantes en el efecto antimicrobiano.

Algunos de los metabolitos presentes en plantas, tienen una implicacién ecoldgica usada
como defensa contra herbivoros, virus, hongos y bacterias. Los compuestos se dividen en
tres categorias principales que son: terpenos, compuestos fenodlicos y compuestos
nitrogenados. Los terpenos se dividen en seis grupos: triterpenos, esteroides, tetraterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos y monoterpenos. Los compuestos fendélicos incluyen los acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides y taninos, todos estos compuestos tiene aplicaciones
farmacéuticas relacionadas con efectos antibacterianos, antioxidantes y analgésicos. El
altimo grupo son los compuestos nitrogenados, en los que se incluye a los alcaloides y
glucodsidos, los cuales tiene mayor relacion en las funciones de defensa. Un articulo
publicado en Colombia da a conocer que los metabolitos mas importantes en el efecto

antimicrobiano son los flavonoides, terpenos, saponinas, fenoles, quinonas y alcaloides.*318)

5.1.3. Plantas de uso odontoldgico.

La medicina natural, busca el bienestar de las personas que poseen enfermedades bucales
importantes. Estudios revelan la existencia de varias plantas usadas en Odontologia por
ejemplo: moraceas, usada contra infecciones e inflamaciones en la cavidad oral, salvia en
forma de vino para enjuagues bucales, conservando una buena higiene oral y ayudando a la
salud de las encias, Cochleria officinalis una planta propia del norte de Europa, cuya tintura
se diluye en agua ayudando a la inflamacion de las encias, geun urbanumy potentilla reptans

ayudan a la inflamacion y a la movilidad de las piezas dentales.®

Un problema importante en Odontologia es la resistencia que tienen los microorganismos a
tratamientos farmacoldgicos, debido a su uso indiscriminado. Por esta razén los productos
de origen vegetal podrian proporcionar una alternativa natural aprovechando las propiedades
curativas de las plantas, ademas posee bajo costo y toxicidad, siendo favorable para las

personas de bajos recursos.”

La OMS reconoce la importancia que tiene la medicina natural a nivel mundial; asimismo
existen pruebas empiricas y cientificas que aceptan el uso de las plantas como tratamiento

medicinal a varias enfermedades cronicas y agudas.®”



5.1.4. Clasificacion taxonémica de Piper nubigenum Kunth.

TablaNro.1.  Taxonomia de Piper nubigenum Kunth.

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Epiteto especifico Nubigenum
Autor Kunth
Determinador: SIN

Fuente: Herbario de la ESPOCH.

5.1.5. Habitad de Piper nubigenum Kunth.

La planta Piper nubigenum Kunth se encuentra en la provincia de Pastaza, canton Pastaza,
parroquia Fatima, en el km 7 %2 via al Tena, en el anillo vial que une la parroquia Fatima con
la Palestina. Esta zona presenta las siguientes caracteristicas: clima megatérmico himedo
con una temperatura que oscila entre 18° a 24°C, con totales pluviométricos que superan los
3.000 mm y una humedad relativa mayor al 85%. El tipo de suelo en el que se encuentra la
planta es de orden inceptisol (suelo considerado inmaduro en su evolucion), formado a partir
de ceniza volcanica, de textura limosa, franco limoso, franco arcilloso limoso de poca

profundidad con un pH ligeramente acido. Rodeado de selva Amazdnica.?%:??)

Grafico Nro. 1. Mapa de la zona de la planta endémica.

& Selecciona una ubicacion resaltada en azul para acceder a Street View.

GoogleE¢ (O 100% Maxar Technologies Cémara: 1.445m 1°25'55°S78°0124'W 1.181m

Fuente: Google earth.



5.1.6. Uso de la Piper nubigenum Kunth.

Se tiene conocimiento de que los indigenas de etnia Kichwa, se refieren a Piper nubigenum
Kunth con el nombre comun Shya y que la utilizan en enfermedades bucales. Principalmente
sus raices, con las que realizan una maceracion que se colocan en el sitio a tratar. Este

macerado produce una sensacion analgésica, ademas se cree elimina bacterias.

5.2. Microbiota oral.
La microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos en un habitat especifico,
definida desde el nacimiento hasta que el ser humano es adulto. Influye en la nutricion,

inmunidad, desarrollo y fisiologia del ser humano.®)

Fue Anton Van Leeuwenhoek quien, en el afio 1863, observd por primera vez
microorganismos en placas dentales que actualmente forman parte de la microbiota humana.
Esta gran diversidad microbiana nos ayuda a comprender ¢cOmo se constituyen estas
comunidades?, ;como interactian? y ;como se lleva a cabo la homeostasis en el ser humano?
Lo principal es: la biopelicula, su diversidad y riqueza de bacterias anaerobias. Los
microambientes que existen en esta, estan condicionados por varios factores tanto

anatémicos como fisiologicos.?

En la cavidad oral, los microorganismos colonizan en un par de horas después del parto;
ademas son fundamentales en la induccion y funcion del sistema inmunolégico del huésped.
Como detalle importante, debemos saber que la cavidad oral contiene varios microambientes

y cada uno de ellos posee su propia composicion de microorganismos.®)

5.2.1. Microambientes.

5.2.1.1.Saliva.

Liquido que bafia las superficies de la cavidad bucal y que contiene glicoproteinas de alto
peso molecular como: la mucina, compuesta por cadenas laterales de oligosacaridos que
unidas a la proteina mediante unos enlaces de O-glucésidos, forman nutrientes que ayudan
al crecimiento microbiano. En la saliva existen muchos microorganismos que son: Neisseria
flavescens, Granulicatella adiacens, Streptococcus salivarius, Rothia mucilaginosa,
Streptococcus mitis y Prevotella melaninogenica. Por otro lado, el microorganismo
Fusobacterium nucleatum crea una coagregacion con anaerobios estrictos como

Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia en la placa dental.®®



5.2.1.2. Mucosa bucal.

Esta formada por cocos Gram positivos [Gram (+)] anaerobios facultativos. En una tesis
realizada en la Universidad Auténoma de Madrid se demostr6 que en la mucosa oral
predominan: Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis y Streptococcus oralis; estos
Gltimos también asociados a la placa dental. Ademas Rosenblatt observé que los dias criticos
de un recién nacido son los dos primeros; debido a que en este tiempo existe una
contaminacion bucal, para lo cual es muy importante tener un protocolo que evite la

transmision de microorganismos patégenos. )

5.2.1.3. Superficies dentarias.

En las superficies dentarias existen alrededor de 92 especies de microorganismos, que
pueden verse afectados por cambios temporales de la microbiota; debido a diferentes
enfermedades. Ademas, las superficies dentales no se descaman; por lo tanto, en ella se
desarrolla la biopelicula a largo plazo. Estos microorganismos, considerados cariogénicos,
producen acido acético, lactico, férmico y propionico, que son el resultado del metabolismo
de los hidratos de carbono. Los microorganismos mas importantes en este proceso son:

Streptococcus mutans, Actinomices y Lactobacillus.?®

5.2.1.4. Surco gingival.

En el surco gingival predominan Proteobacterias, teniendo en cuenta que en la capa superior
del biofilm podemos encontrar, Phorphyromona gingivalis, Treponema denticola y
Tannarella forsythia, las cuales tiene dependencia entre ellas y con el medio, ademas

encontramos C. albicans en el surco gingival, sobre todo en pacientes embarazadas.®®

5.2.1.5. Lengua.

En la lengua se encuentran varios tipos de microorganismos, 45% de cocos Gram (+)
anaerobios facultativos, 16% Gram negativos [Gram (-)] anaerobios y 12% de bacilos Gram

(+) anaerobios facultativos. %)

5.2.1.6. Materiales dentales.

Las personas portadoras de protesis tienen una composicién de microorganismos que
dependen de varios factores. Prevotella y Veionella son microorganismos que se encuentran
en pacientes con estomatitis subprotésica, enfermedad producida principalmente por C.
albicans. Segun un estudio publicado por la Pontificia Universidad Javeriana de Colombia,
C. albicans se presenta en la saliva en un 63.3% y en la lengua en un 46.6%, de pacientes
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edéntulos. Ademas la encontramos en pacientes con periodontitis en la saliva en un 38.7%

y en la lengua en un 22.5%. (%0

5.2.2. Candida albicans (C. albicans).
Alo largo de la historia C. albicans ha recibido varios nombres, Robins en 1853 la denominé
Oidum albicans, esta se incluy6 en 100 sindnimos y pasé por 18 géneros de los cuales solo

dos han perdurado por mucho tiempo.©?”

El género Monilia, incluyo en esta la especie Monilia Candida, que luego paso a llamarse
Monilla albicans, dominando la literatura hasta 1923. En este afio se propone un nuevo
género de Candida especificamente la especie C. albicans, este término fue aceptado
finalmente por el Congreso Internacional de Microbiologia, y desde ese momento todas
aquellas levaduras que no encajan en el género Monilia se encuentran en el nuevo género,

también conocido como Candidiasis.?”

5.2.2.1. Clasificacion taxondmica.
El género Candida pertenece a las levaduras, correspondiente a los hongos unicelulares que

son capaces de adaptarse a temperaturas de 37°C y convertirse en patdgenos.

Tabla Nro. 2. Taxonomia de C. albicans.

Dominio Eucarya

Reino Fungi

Division Eumycota
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Blastomycetes
Familia Cryptoccocaceae
Género Candida
Especies C. albicans

Fuente: Biasoli, M @®
5.2.2.2. Caracteristicas.

C. albicans, hongo polimorfico debido que su morfologia puede ser: levaduriforme o
filamentosa, ademas se considera un hongo comensal oportunista que se encuentra entre la
microbiota normal mucocutanea, gastrointestinal y genitourinaria del ser humano
colonizando el 30% al 60% de las personas. Cuyos factores de patogenicidad incluyen la

adhesion, la secrecion de enzimas y el cambio de morfologia.®
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5.2.2.3. Manifestaciones clinicas.

1. Candidiasis pseudomembranosa.

Forma clinica mas conocida como muguet, cuyas caracteristicas son: la presencia de placas
blanco-amarillentas, consistencia gelatinosa o blanda, que se desprende con facilidad
dejando esta zona con Ulceras, en ocasiones dolorosas. Las zonas en la que predominan las
lesiones son: la mucosa de los carrillos, los bordes de la lengua y orofaringe. Puede
presentarse de dos formas: aguda (evolucion menos a 15 dias) y cronica (persistente por mas
de 15 dias) ¢29

2. Candidiasis eritematosa aguda.

Esta enfermedad también denominada lengua dolorosa antibidtica, suele presentarse con
mayor frecuencia en el dorso de la lengua. Las manifestaciones producidas son: depapilacion
de la mucosa lingual, dolor, impotencia funcional, imposibilidad de ingerir alimentos

calientes, acidos y picantes. 2%

3. Candidiasis eritematosa cronica

e Palatitis candidiasica eritematosa crénica: mucosa enrojecida, con atrofia de la,
asintomaética, pudiendo manifestar alteraciones en el gusto. Relacionada a tres factores:
inmunosupresién, infeccién por VIH y enfermedades que afectan a los pulmones,

produciendo xerostomia, ademas de usar aerosoles. 2%

e Glositis candidiasica eritematosa cronica: superficie lisa de coloracion rojiza, con
sintomatologia escasa, alteracion del gusto, sin dolor o ligero escozor, que se manifiesta
de manera extensa en las superficies dorsales de la lengua, desapareciendo las papilas
filiformes. 29

4. Candidiasis hiperplasica crénica o leucoplasia-candidiasis.

Placas blancas, sin desprendimiento al raspado, persistentes, que se localizan en las
mucosas yugales, legua, labios y paladar. Poseen forma triangular que a menudo se

encuentran de manera bilateral y retrocomisural. Se distinguen dos formas: 2%

La forma homogénea: placa blanca, uniforme, adherente y asintomatica 29

La forma nodular: caracterizada por la presencia de nédulos multiples blanquecinos en
una mucosa eritematosa, ademas de ser dolorosa. &2

5. Lesiones orales comUnmente asociadas a candidiasis.

Estomatitis protésica: también Ilamada estomatitis subprotésica o palatitis subplaca.

Lesion traumatica, con alteraciones eritematosas en las mucosas donde se acienta la
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b)

d)

prétesis, con mayor frecuencia en la mucosa palatina. Los factores de origen de esta
patologia son: higiene deficiente, utilizacién nocturna de la proétesis, microtraumatismos
sobre la mucosa, desajuste 0 mala adaptacion de las protesis. En lesiones avanzadas, se
forman hiperplasias, formaciones nodulares, dando mayor sintomatologia. Segin su

extension y la severidad de la infeccion existen tres categorias: ©¢2%

Tipo | de Newton: Relacionada con la obstrucciéon de ductos salivales por protesis.

Punteado rojizo, sobre la mucosa palatina de forma localizada. >

Tipo 11 de Newton: Relacionada con el acumulo de placa bacteriana en la prétesis dental
y la mucosa subyacente. Lesion eritematosa, que afecta parcial o totalmente la mucosa

que cubre la protesis. 29

Tipo 111 de Newton: Relacionada con el acumulo de placa bacteriana en la placa y la
mucosa subyacente. Lesion granular, que afecta al centro del paladar duro y a los bordes

alveolares. ¢29

Queilitis comisural o angular: conocida también como “boquera” o “perleche”.
Lesiones que afectan a las comisuras labiales, de forma bilateral, con pequefias erosiones,
fisuras y grietas con lesiones costrosas, cuya sintomatologia dolorosa, puede afectar a la

capacidad funcional. En ocasiones se observa junto a lesiones de estomatitis subprotésica

y se clasifica en cuatro grupos: ¢:%

Tipo I: Localizada, con lesion minima en piel. %)

Tipo I1: Fisurada, con gran extension en longitud y profundidad. ¢:2)
Tipo 111 fisuras intensas en forma radial, desde el angulo a la piel. ¢2%
Tipo 1V: Eritematosa, sin fisuras. Se extiende al borde de los labios. ¢

Glositis romboidal media: alteracion rara de la lengua, frecuente en hombres que se
presenta en la linea media del dorso lingual, con un area rojiza, romboidal, plana y no se

observan las papilas filiformes.©2%

Lengua negra vellosa: relacionada a la infeccion por C. albicans frecuente en ancianos

del sexo masculino. Se presenta como un aumento de las papilas que ademas forman
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vellosidades con coloracion oscura (debido a la oxidacién de la queratina), suele afectar

al tercio de la lengua, pero también puede extenderse a toda la superficie. 29

6. Candidiasis mucocutanea cronica.

Esta lesion aparece en personas mayores solo en la forma difusa, no es de caracter
hereditario. La candidiasis, es la Unica manifestacion presente en areas de la piel, mucosa
oral y ufias. ¢

5.2.2.4. Diagnostico

Existen tres tipos de diagnosticos fundamentales: El diagndstico clinico, el diagnostico de
laboratorio y el diagnostico seroldgico. Al ser un hongo comensal no se puede diferenciar
mediante conteo, la diferencia entre comensal y patdgeno, por lo tanto es importante la

diferenciacion clinica y el diagnostico de laboratorio.®®

5.2.3. Enterococcus faecalis (E. faecalis).

Existen 33 especies de Enterococcus entre las cuales el mas frecuente es E. faecalis. Los
Enterococcus son bacterias catalogadas como Gram (+) que se encuentran en el tracto
gastrointestinal, el tracto genitourinario y ocasionalmente en la saliva. Esta bacteria se
considera un patdgeno oportunista. En la Gltima década esta bacteria ha sido de gran
importancia en enfermedades nosocomiales. El sistema nacional de vigilancia de las
infecciones nosocomiales de Estados Unidos, han considerado a esta bacteria como la tercera

causa de infecciones nosocomiales, debido a que vive en ambientes hostiles.®

5.2.3.1. Clasificacion taxonémica.
Tabla Nro. 3. Taxonomia de E. faecalis.

Reino Bacteria

Clase Bacilli

Familia Enterococcaceae
Género Enterococcus

Especie Enterococcus faecalis

Fuente: Pava-Angel, T. G
5.2.3.2. Caracteristicas.

Microbiologicamente E. faecalis esta dentro de la clasificacién de los Gram (+) no
formadores de esporas anaerobios, los cuales tienen una catalasa negativa. Debido a este tipo
de caracteristicas fueron considerados como Streptococcus durante un largo tiempo, pero en

1984, la diferencia en sus caracteristicas hizo que crearan un nuevo grupo. Ademas, poseen
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células ovoides que se presentan en cadenas cortas. Producen un pH final de 4,2 - 4,6. Crecen
en un caldo de cultivo. En la actualidad se tiene mas conocimiento de la composicion de los
Enterococcus, por lo tanto es reconocido como una bacteria oral transitoria. El héabitat
normal de esta bacteria es el tracto gastrointestinal y genitourinario, pero no la cavidad oral,

por lo cual aiin no se conoce con exactitud el origen, pero se cree que seria exdgeno. 333

5.2.3.3. Enfermedades por E. faecalis.

Esta bacteria puede causar varias enfermedades como:

1. Infecciones orales en endodoncias.

Las enfermedades orales son un problema importante de la Salud Publica, principalmente la
caries, que afecta a 66% de la poblacion nacional. Una opcidn de tratamiento para salvar la
pieza dental de la extraccion cuando la caries ha avanzado es la endodoncia; cuyo objetivo
es la eliminacion del tejido pulpar y la limpieza tanto quimica como mecéanica del conducto
radicular, para su posterior obturacién evitando asi la infeccion. En la mayoria de los casos
este procedimiento tiene un prondstico favorable, aunque en ocasiones si existe el riesgo de
fracaso en el tratamiento endodontico, cuyas causas principales son: la remocidn incompleta
del tejido pulpar y los microorganismos que se encuentran en el conducto radicular, que
pueden haber sobrevivido a la limpieza mecanica y quimica de este. Las bacterias mas
frecuentes encontradas en tratamientos por primera vez y en tratamientos con recidiva, son
de especies Gram (+) anaerobias facultativas especialmente E. faecalis. Esta bacteria ha sido
aislada tanto en lesiones periapicales como en conductos radiculares. Un estudio de E.
faecalis en periodontitis apical, nos da a conocer que el proceso de infeccién se produce
después de una necrosis 0 una iatrogenia, la cual da paso a la invasion y colonizacion del
conducto radicular, produciendo un crecimiento de anaerobios que forman una biopelicula,
gue se adhiere a las paredes de los conductos. Diferentes autores han aislado E. faecalis en

infecciones endoddnticas en un 70% y en casos de caries dental en un 60%. *34

2. Bacteriemia.

Enfermedad causada por diseminacion de bacterias al torrente sanguineo.®33%

3. Endocarditis.

La endocarditis es derivada de una Bacteriemia con complicacién, el 10-15% de los casos
de endocarditis son producidos por E. faecalis, asociados a manipulaciones urogenitales o
gastrointestinales, pero la gran mayoria son espontaneos en la comunidad. Se produce por
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una inflamacion y destruccion del endocardio por diseminacion de bacterias al torrente

sanguineo y es de gran importancia en el campo odontolégico.®

5.2.3.4. Transmision.

E. faecalis es una bacteria que normalmente se encuentra en el intestino, aunque también
podemos encontrarla en la boca y en el tracto vaginal. Dicha bacteria, en cantidades
normales, no causa ningun problema, pero si prolifera en otras areas del cuerpo puede causar
infecciones. Segun los centros de control y prevencion de enfermedades, esta bacteria se
encuentra en el 80% de infecciones. Se transmite por falta de higiene e ingresa a través de
heridas, sangre u orina, a personas con un sistema inmunol6gico débil. También puede

transmitirse de persona a persona.®®

5.2.3.5. Resistencia.
E. faecalis ha desarrollado resistencia a agentes antimicrobianos como: penicilinas,

cefalosporinas y vancomicina. ®-®)

5.2.3.6. Diagnostico.

Para el diagnostico de E. faecalis en infecciones se realiza un aislamiento del

microorganismo y se estudia la sensibilidad antibictica por difusion de discos.G”

5.2.3.7. Tratamiento.

E. faecalis es un microorganismo que puede ser tratado con ampicilina, penicilina,
cefalosporinas y vancomicina; pero tiene la capacidad de resistir a los antibioticos gracias a
su fluidez, ademas, puede intercambiar el ADN potenciando asi su resistencia a los
antibioticos. Por esta razdn se presentan como un reto a la hora de tratarlos en la clinica

odontoldgica. :38)

5.3. Cepas microbioldgicas.

Células de microorganismos que se aislan de un cultivo puro de una colonia. A la cepa se le
realiza una comparacion de las caracteristicas para poder describir su especie y verificar la
identidad. Deben estar acompafiadas de un certificado que determine sus caracteristicas

fenotipicas y genotipicas.

e Cepas de referencia: microorganismos definidos en género y especie, de origen

conocido.
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Cepas de reserva: cultivo que se obtiene al reactivar y sembrar el cultivo de referencia,

con este se preparan los cultivos de trabajo.

Cepas de trabajo: son cultivos obtenidos a partir del cultivo de reserva estos se destinan

al control y trabajo diario en el laboratorio.

ATCC:(American Type Culture Collection) son microorganismos que se encuentran

certificados para microbiologia y que son usados en el medio farmacéutico, clinico
etc.(39'4°)

5.4. Medios de cultivo de Cepas.

Material rico en nutrientes necesarios para la reproduccion y desarrollo de un

microorganismo.

5.4.1. Tipos de medio de cultivo.

5.4.1.1. Segun el agar:

1. Cultivo en medio liquido: llamado también caldos de cultivo, este tipo de crecimiento

es rapido ya que la movilidad ayuda al consumo de nutrientes por parte del
microorganismo, ademas no contiene agente gelificante y los microorganismos crecen
por todo el medio. Se realiza en tubos o Erlenmeyer para evitar contaminacion antes y
después de la siembra. En este tipo de cultivo no habra formacion de colonias, por lo

tanto no puede usarse en aislamiento. 42

Cultivo en medio sélido: compuesto de 1,5% de agar, crea un crecimiento en la

superficie, puede colocarse tanto en placas Petri como en tubos de ensayo.“?

Cultivo en medio semisélido: compuestos de una porcion de agar menor a 0,5% usado
en pruebas bioquimicas y de movilidad. La siembra se realiza en tubos de ensayo sin
inclinar, mediante puncién o picadura utilizando un hilo. Sirve para comprobar si el
microorganismo es movil o no, ya que el microorganismo se difunde alrededor de la zona
de la picadura, mientras que los microorganismos inmdviles van a desarrollarse sélo en
la zona de la picadura. Si la siembra se realiza en forma de vaivén, esta crearia un patrén
de crecimiento erroneo, este tipo de siembra es considerado un método de conservacion

de microorganismos anaerobios facultativos.“4?)
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5.4.1.2. Segun su utilidad en microbiologia diagnostica:
1. Nutritivos: medios de cultivo, que permiten el crecimiento de los microorganismos en

general.“?)

2. De enriguecimiento: permiten el desarrollo de microrganismos estrictos que no crecen

en cualquier medio gracias a que contienen componentes adicionales.“?

3. Selectivos: contienen componentes qué inhiben el crecimiento de microorganismos no
deseados, desarrollandose con mayor facilidad el microorganismo escogido para
cultivar, un ejemplo es: el agar MacConkey; el cual contiene un cristal violeta que impide

el desarrollo de bacterias Gram (+) y ayuda al crecimiento de bacterias Gram (-).“?

4. Diferenciales: poseen componentes que afloran las caracteristicas del microorganismo,
por ejemplo: agar MacConkey; contiene lactosa como indicador de bacterias

fermentadoras.*?

5.4.1.3. Segun el formato de los medios de cultivo:

1. Solido en placas: para aislar colonias.*?
2. Solido en tubo: ayuda a conservar un cultivo por largo tiempo.“?
3. Medio liquido en tubo: permite a detectar el crecimiento de los microorganismos.“?

4. Medio semisolido en tubo: permite el diagnostico de bacterias de interés clinico tanto
anaerobias en el fondo del tubo, como aerobias en la superficie del tubo, ademas se realiza

en un medio enriquecido como el caldo de Tioglicolato.*?

5.4.2. Medio de cultivo para hongos.

El medio de cultivo puede ser liquido o sélido. Los medios de cultivo dependiendo de su
consistencia, se vierten en tubos o placas Petri que se usan para aislamientos, velocidad de
crecimiento, estudios de sensibilidad, etc. Pero también se debe tener en cuenta que son mas
faciles de contaminar, con lo cual se debe tener mucho cuidado. Los tubos de ensayo que,
aungue tiene un espacio reducido, ofrecen mayor seguridad a la hora de la manipulacion,
tiene mayor resistencia a la contaminacion y deshidratacion, ayudandonos a conservar el
cultivo por un tiempo prolongado. Para realizar un cultivo de hongos se mantiene un pH de
7 o ligeramente acido. Para mayor seguridad del operador, todo cultivo debe ser manipulado

dentro de la campana de flujo laminar, previamente desinfectada. EI medio de cultivo
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recomendado para el crecimiento de C. albicans es el agar Dextrosa Sabouraud con

cloranfenicol; el cual evita el crecimiento de otras bacterias que pueda dafar el cultivo.“®

5.4.2.1. Agar Dextrosa Sabouraud.

Esta recomendado en cultivos que seran utilizados en trabajos de microbiologia, sobre todo,
se recomienda en patdgenos saprofitos. Es un agar de aislamiento e identificacion de hongos;
algunos poseen antibidticos que impiden el crecimiento de bacterias que puedan dafar el
cultivo sembrado como por ejemplo los agares Sabouraud con gentamicina o el agar

Sabouraud con cloranfenicol. 244

5.4.3. Medio de cultivo para E. faecalis.

El medio de cultivo de E. faecalis debe ser un medio nutritivo que ayude al crecimiento de
microorganismos exigentes. En cuanto al Agar Cerebro Corazon, es un medio liquido que
generalmente se usa en especies bacterianas y fangicas, con este agar podremos diferenciar

los Enterococcus de los Streptococcus. )

5.4.3.1. Infusion Cerebro Corazon.

Medio de cultivo usado en una amplia variedad de especies, se usa para la diferenciacion de
Enterococcus, rico en nutrientes, es ademas un medio base que ayuda a nutrir
microorganismos exigente, gracias a la presencia de peptona e infusion de cerebro de

ternera.®®

5.5. Siembra.

Paso importante que se lleva a cabo para aislar y replicar microorganismos.

5.5.1. Tipos de siembra.

5.5.1.1. Tubos con agar inclinado.

Este tipo de siembra favorece al desarrollo de microorganismos tanto aerobios como
anaerobios facultativos, el tiempo de almacenamiento es en periodos cortos y la temperatura
es de 4° C.4D

5.5.1.2. Siembra en placas.
Para este tipo de Siembra se puede realizar de 2 maneras:

a. Se puede realizar en la superficie en la cual se utiliza asa, espatula de Drigalski o hisopo.

b. Se puede realizar por medio de mezcla, en la cual se juntan el inocuo con el medio de

cultivo agarizado y fundido a una temperatura de 45°C.
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Las placas se siembran en posicion invertida, para evitar la concentracion de agua qué podria
provocar una condensacion en la tapa de la placa. Cada microrganismo da origen a una
colonia de cultivo puro, mediante esta técnica podemos no solo sembrar, sino también contar

y aislar.4?

5.5.2. Aislamiento de microrganismos.

5.5.2.1. Por diseminacion en la superficie de un medio sélido en la placa Petri.
Es la técnica mas utilizada, pero se debe tener en cuenta el uso de la posicién invertida,

evitando asi la condensacion del agua. Existen varios tipos de trazados de separacion:

e Agotamiento de asa: una vez flameada el asa, se enfria y se roza la siembra, se realizan

estrias en las dos placas de manera consecutiva sin volver a cargar el asa.146)

e Deposito y posterior quemado: esta técnica tras la incubacion nos ayudara a observar
colonias aisladas en regiones de la placa inmaculada, ayudando al estudio de la

morfologia de la colonia.®146)

e Dilucion previa en solucion fisioldgica o caldo: tomando una muestra y depositandola
en el caldo nutritivo, se realiza un estrellado, esta técnica se realiza en secuencia para

obtener colonias aisladas.“?

e Extension en superficie con espatula de Drigalski: Segln esta técnica, se depositara
en la superficie de la placa una gota 0 0,1 ml de una disolucion compuesta por el cultivo
de microorganismos, la cual se extendera con una espatula en todas las direcciones hasta
que esté completamente seco, se debe siempre tener en cuenta la previa esterilizacion de

la espatula. )

5.5.2.2. Por mezcla.

Esta técnica nos permite calcular el nimero de bacterias que se encuentran en la muestra y
trabajar con exactitud. Si esta técnica se realiza afiadiendo un medio de cultivo fundido y
mezclando por rotacién suave en la placa, obtendremos colonias separadas y podremos
distinguir unas colonias de otras, aquellas colonias que se encuentran en la superficie,
tendran unas caracteristicas diferentes dependiendo del tipo de microambiente, mientras que
las que se encuentren en el fondo tendran una forma lenticular, este tipo de técnica se utiliza
para determinar el niumero de microorganismos viables, sin importar si son anaerobios

facultativos o microaerofilos.®D
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6. METODOLOGIA.

6.1. Tipo de investigacion.
La presente investigacion fue de tipo observacional, que segin su objetivo fue aplicada,
segun el nivel de profundizacion del objeto fue descriptiva y segun el periodo temporal fue

transversal.

6.2. Disefio de la investigacion.
La investigacion tuvo un disefio de enfoque mixto, in vitro y segun la manipulacion de las

variables fue cuasi-experimental.

6.3. Muestra de estudio.

La muestra estuvo constituida por 22 cajas Petri que cumplieron con las siguientes
caracteristicas: 11 cajas con cepa ATCC 29219 de E. faecalis y 11 cajas para las cepas ATCC
10231 de C. albicans. De estas 11 cajas en cada microorganismo se usaron 3 cajas para las
concentraciones 100%, 75%, 50% y 25% del extracto etéreo, 3 cajas para las
concentraciones 100%, 75%, 50% y 25% del extracto alcohdlico, 3 cajas para las
concentraciones 100%, 75%, 50% y 25% del extracto acuoso, 1 caja para el control negativo
(C-) y 1 caja para el control positivo (C+), que en el caso de E. faecalis se realizd con
amoxicilina + &cido clavulanico y en el caso de la C. albicans se realizo con ketoconazol.
6.4. Entorno.

La investigacion se desarroll6 en los laboratorios de productos naturales y microbiologia de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

6.5. Técnicas e instrumentos.

La técnica fue la observacion y el instrumento, la lista de cotejo (Bitacora de laboratorio).

6.6. Recursos.
6.6.1. Materia prima vegetal.

e Se utilizo la raiz de Piper nubigenum Kunth como muestra vegetal, recolectada en la
provincia de Pastaza, ciudad de Puyo, parroquia Fatima a una altura de 1050 m.s.n.m. a

una temperatura de 18°C a 24°C.

e Se empled 50 g de raiz seca y molida de Piper nubigenum Kunth para realizar los
diferentes extractos y 15 g de la raiz de Piper nubigenum Kunth seca y molida para

realizar el control de drogas crudas.
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6.6.2. Material microbiolégico.

e Cepas ATCC 29219 de E. faecalis, que fueron donadas por el laboratorio de
microbiologia de la ESPOCH.

e Cepas ATCC 10231 de C. albicans, donadas por el laboratorio de microbiologia de la
ESPOCH.

6.7. Cuestiones éticas.
En la presente investigacion, no se realizd ningin tipo de intervencion en individuos
considerados vulnerables, ni tampoco en tejidos humanos, debido a que se aplicé un proceso

de investigacion in vitro.

6.8. Intervenciones.
e Conjunto de cepas ATCC 29219 de E. faecalis, donadas por el laboratorio de
microbiologia de la ESPOCH.

e Conjunto de cepas ATCC 10231 de C. albicans, donadas por el laboratorio de
microbiologia de la ESPOCH.

6.8.1. Tratamiento de la planta.

6.8.1.1. Recoleccion.

e Se recolectd la cantidad necesaria de muestra vegetal de la raiz de Piper nubigenum
Kunth en Ecuador, en la provincia de Pastaza, ciudad de Puyo, parroquia Fatima, para su
uso en la investigacion.

e Se recogid la especie vegetal y se efectud la identificacion por parte del herbario de la
ESPOCH.

6.8.1.2. Acondicionamiento de especies vegetales.

e Lalimpieza de la materia vegetal se realiz6 con: agua, toallas de cocina, toallas humedas.

e El proceso de secado se realizé de forma natural, a la sombra y posteriormente se colocé
la muestra en papel filtro, en un lugar fresco durante 20 dias.

e Se triturd la raiz de Piper nubigenum Kunth seca, en el molino.

6.8.2. Determinacion del contenido de humedad total.

Para determinar la humedad se utiliz6 el método gravimétrico, demostrando la pérdida de

agua de la muestra después de ser desecada en la estufa.
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Materiales.

e Balanza analitica.

e 0.5 mg de muestra.

e Cépsula de porcelana.

e Estufa u horno de calentamiento.

e Desecadora.
Procedimiento.

Se tar0 y desecd las capsulas a 105°C, posteriormente se peso, se coloc6 5g de muestra y se
introdujo en la estufa a 105°C durante 3 horas. La capsula se colocé en la desecadora donde
se dejo enfriar a temperatura ambiente, se peso y se colocé en la estufa durante una hora

mas, hasta obtener una masa constante.

6.8.3. Determinacion de cenizas totales.
Las cenizas totales son el residuo organico que se obtiene al incinerar una droga mediante la

determinacion gravimétrica.
Materiales y reactivos.

e Crisol de porcelana.

e Desecador.

e Mechero.
e Estufa.

e Pinza.

e Pesa.

e Mufla.

Procedimiento.

Se situd la muestra en crisoles previamente tarados, se pesé y calentd hasta carbonizar,
posteriormente se incinerd en la mufla a una temperatura de 700 a 750°C durante 2 horas.
Después se dejo enfriar el crisol en una desecadora, hasta conseguir un peso constante que

no varian en mas de 0.5 mg por g.
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6.8.4. Preparacion de los extractos.

En el desarrollo del tamizaje fitoquimico, se aplicaron varias técnicas al material vegetal

fresco, seco o en extractos. En esta investigacion el tamizaje se realizé en el extracto etéreo,

alcohdlico y acuoso.

Gréfico Nro. 2. Esquema de extraccion de los metabolitos secundarios.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO 3
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Fuente: Cuéllar et al. Manual de précticas de laboratorio. Farmacognosia y productos Naturales.®”)

Materiales y reactivos.

e Materia vegetal.

e Frasco ambar de boca ancha.
o Eter.

e Alcohol al 96%.

e Agua destilada.

e Vidrio reloj.

e Espatula.
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e Sorbona.
o Papel filtro.
e Matraz de 125 ml.

e Frascos ambar pequefios.

e Balanza.
e Probeta 100 ml.
e Embudo.

Siguiendo la técnica de preparacion de extractos, se utiliz6 50 g de materia vegetal seca y
previamente molida y se realizo las siguientes acciones:

Extracto Etéreo.

e Sesitud la materia vegetal en un frasco &mbar de boca ancha con tapa.
e Se cubri6 con éter y se dejo macerar por 48 horas.

e El extracto se filtré en un matraz de 125 ml.

Extracto Alcohdlico.

e Sedej6 secar la materia vegetal usada en el extracto etéreo, se pesd, y colocé en un frasco

ambar.
e Se verti6 alcohol al 96% hasta cubrir toda la materia vegetal.

e Setapd y dejo macerar por 48 horas, posteriormente se filtro el extracto en un matraz de
125 ml.

Extracto Acuoso.

e Se dejo secar la raiz de Piper nubigenum Kunth usada en el extracto alcohdlico, se pesé
y coloco la raiz en un frasco ambar.

e Se vertid agua destilada hasta cubrir toda la materia vegetal.

e SetapOy se dejo macerar por 48 horas.

e Finalmente se filtr6 el extracto acuoso en un matraz de 125 ml.

6.8.5. Tamizaje fitoquimico.

Materiales y reactivos.

e Espatula.
e Gradilla.

e Papel aluminio.
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Papel filtro.

Pinzas.

Pipetas volumétricas.
Probetas.

Reverbero eléctrico.
Tripode.

Tubos de ensayo.

Varilla de agitacion.

Vasos de precipitacion.
Reactivo Sudan 111 o Sudan IV.
Acido clorhidrico concentrado.
Reactivo de Dragendorff.
Reactivo de Mayer.
Reactivo de Wagner.
Alcohol al 96%.

Reactivo de Baljet.
Cloroformo.

Anhidrido acético.

Acido sulfarico concentrado.
Carbonato de sodio.

UV- visible.

Agua destilada.

Reactivo de Fehling.

Tricloruro férrico al 5% en solucidn salina fisioldgica.

Solucion al 2% de Ninhidrina en agua.
Hidréxido de sodio.

Cinta de magnesio metalico.

Alcohol amilico.

Acetato de sodio.

Refrigerador.
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6.8.5.1. Tamizaje fitoquimico de extracto etéreo.

Grafico Nro. 3. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo.
EXTRACTO ETEREO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES

5 mL
ENSAY%HE)LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

i - 5'mL
EnmL (dividir en 3 POICIONSS)  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Fuente: Cuéllar et al. Manual de précticas de laboratorio. Farmacognosia y productos Naturales.®”)

Ensayo de Sudan: Se colocé 5 ml de extracto, al cual se le afiadié 1 ml del reactivo de

Sudan 111 o Sudan 1V y se calienta a bafio maria hasta su evaporacion.

El ensayo se considera positivo si aparecen gotas 0 una pelicula coloreada de rojo en el

liquido o en las paredes del tubo.

Ensayo de Dragendorff: Se evapord 5 ml de extracto etéreo a bafio maria y se disolvio en
1 ml de &cido clorhidrico concentrado, posteriormente se calent6 y se dejé enfriar hasta la

acidez.

Después se coloco 3 gotas del reactivo de Dragendorff A y Dragendorff B. Si en el ensayo

hay opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Ensayo de Mayer: Se evapor0 5 ml del extracto a bafio maria, luego se disolvié en acido
clorhidrico concentrado, se calentd y se dejo enfriar hasta la acidez, posteriormente se afiadio

2 0 3 gotas de solucion.
Si en el ensayo hay opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Ensayo de Wagner: Se realiz6 el mismo proceso que en los ensayos de Dragendorff y

Mayer.

El ensayo se considera positivo si existe opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado

COpPO0SO (+++).

Ensayo de Baljet: Se tom6 5 ml de extracto y se evapord el solvente a bafio maria,
posteriormente se disolvié en 1 ml de alcohol y se adiciond 1 ml del reactivo de Baljet.

Se considera un ensayo positivo si existe coloracion o precipitado rojo.
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Ensayo de Liebermann-Buchard: Se tomé 5 ml del extracto etéreo, posteriormente se
evapord y disolvié en 1 ml de cloroformo, después se afiadio 1 ml de anhidrido acético, una
vez mezclado se dejé caer por la pared del tubo de 2 a 3 gotas de &cido sulfurico concentrado.

El ensayo se considera positivo si presenta los siguientes cambios de coloracion:

e Cambio rapido: color rosado a azul.
e Cambio moderado: color verde intenso a verde visible.
e Cambio lento: color verde oscuro a negro al final de la reaccion.

6.8.5.2.  Tamizaje fitoquimico de extracto alcohdlico.
Gréfico Nro. 4. Tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

imL 2'mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE L ENSAYO DE EstA% pe | ENSAYODE 6 ML en 3 porciones
CATEQUINAS FEHLING KEDDE

Q (az. ReoucTores) | ENSAYO DE Cl Fe BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF

3
RS EOL B8 EHOISEsf NOFES Y TANINGS) (QUINONAS) MAYER Y WAGNER

(ALCALOIDES)

2mL

palvvs ENSZA% DE 2mL
RESINA
o ENSAYS QEL BALJET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS
(LACTONAS) ( ) ANTOCIANIDINA

2mL
ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE

SHINODA
(FLAVONOIDES)

Fuente: Cuéllar et al. Manual de practicas de laboratorio. Farmacognosia y productos Naturales.*”

Ensayo de Catequinas: Se aplicé una gota de extracto alcoholico en un papel filtro. Sobre
la mancha formada en el papel filtro se colocd la solucion de carbonato de sodio y se

introdujo la muestra a la luz UV-visible.
El ensayo se considera positivo, si aparece una mancha verde carmelita a la luz UV-visible.

Ensayo de Resinas: Se coloco 5 ml del extracto alcoholico y se adiciond 10 ml de agua

destilada.
El ensayo se considera positivo si existe precipitado.

Ensayo de Fehling: Se coloco 5 ml del extracto alcoholico en un tubo de ensayo, se evaporo
a bafio maria y el residuo se disolvié en 1 0 2 ml de agua, posteriormente se adicion6 2 ml

del reactivo y se calent6 5 a 10 minutos.

El ensayo se considera positivo si toma color rojo o tiene un precipitado rojo.
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Ensayo de Baljet: Se coloc6 5 ml de extracto alcohélico en el tubo de ensayo y se adiciond

1 ml del reactivo Baljet.
Este ensayo se considera positivo si posee una coloracion (++) o precipitado rojo (+++).

Ensayo de Lieberman-Buchard: Se colocdé 5 ml del extracto alcohdlico en un tubo de
ensayo y se evaporo el residuo, posteriormente se disolvio en 1 ml de cloroformo, se afiadio
1 ml de anhidrido acético y se mezcld. Por la pared se dejo caer 2-3 gotas de &cido sulflrico

concentrado (no se agito).
El ensayo se considera positivo si presenta los siguientes cambios de coloracion:

e Cambio rapido: color rosado a azul.
e Cambio moderado: color verde intenso a verde visible.
e Cambio lento: color verde oscuro a negro al final de la reaccion.

Ensayo Espuma: Se coloc6 5 ml de extracto alcohdlico y 10 ml de agua, se agité y mezcld

durante 5 a 10 minutos.

El ensayo se considera positivo, si aparece 2 mm de espuma en la superficie del liquido por

mas de 2 minutos.

Ensayo de Cloruro férrico: Se colocd 5 ml del extracto alcoholico en un tubo de ensayo y

se adicion0 3 gotas de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica.
Este ensayo es considerado positivo si tiene las siguientes caracteristicas:

e Coloracion roja o vino, posee compuestos fenélicos en general.
e Coloracion verde intensa, posee taninos del tipo pirocatecolicos.
e Coloracion azul, posee taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de Ninhidrina: Se tom6 5 ml de extracto alcoh6lico mezclandolo con 2 ml de
solucion al 2% de ninhidrina en agua, se calentd la mezcla durante 5 a 10 minutos a bafio

maria.

Este ensayo se considera positivo si se obtiene un color azul violaceo.
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Ensayo de Borntrager: Se tomé 5 ml de extracto alcohdlico en un tubo de ensayo, se
evaporé a bafio maria y se disolvio el residuo en 1 ml de cloroformo, posteriormente se

adiciond 1 ml de hidréxido de sodio, se agitd y se dejé en reposo hasta ver la division.

Si la fase superior se colorea de color rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.

Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).

Ensayo de Shinoda: Se diluy6 5 ml de extracto alcohdlico en 1 ml de &cido clorhidrico
concentrado y un pedazo de cinta de magnesio metalico, después de 5 minutos, se afiadio 1

ml de alcohol amilico, se mezclo6 las fases y se dejé reposar.

Este ensayo es considerado positivo si el alcohol amilico toma un color amarillo, naranja,

carmelita, rojo, intenso en todos los casos.

Ensayo de Antocianidina: Se tom6 5 ml de extracto, se calenté 10 minutos con 1 ml de
acido clorhidrico concentrado, se dejo enfriar y se coloco 1 ml de agua y 2 ml de alcohol

amilico y se agit6 hasta la separacion en dos fases.

Este ensayo es considerado positivo cuando se observa un color rojo a marrén en la fase

amilica.

Ensayo de Dragendorff: Se coloc6 5 ml del extracto en un tubo de ensayo, se evaporo, se
disolvio en 1 ml de &cido clorhidrico al 1% y se afiadié 3 gotas de reactivo.

Para considerar el ensayo positivo se debe observar opalescencia (+), turbidez (++) y
precipitado (+++).

Ensayo de Mayer: Se coloc6 5 ml de extracto, se evapord y colocd 1 ml de acido clorhidrico
al 1% y una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agito, filtré y afiadidé 2 a 3 gotas del

reactivo de Mayer.

Para considerar el ensayo positivo se debe observar opalescencia (+), turbidez (++) y

precipitado (+++).

Ensayo de Wagner: Se coloc6 5 ml del extracto, se evapord y coloc6 1 ml de acido

clorhidrico al 1% y el reactivo de Wagner.

Para considerar el ensayo positivo se debe observar opalescencia (+), turbidez (++) y

precipitado (+++).
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6.8.5.3.  Tamizaje fitoquimico de extracto acuoso.

Grafico Nro. 5. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/II\EJSCAIIYAOGISES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2'mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Fuente: Cuéllar et al. Manual de practicas de laboratorio. Farmacognosia y productos Naturales.®")

Ensayo de Dragendorff: Se colocd 5 ml de extracto en un tubo de ensayo, se afiadio 1 gota
de acido clorhidrico concentrado, se calentd y se dejo enfriar, se afiadié 3 gotas de reactivo.

Para considerar el ensayo positivo se debe observar opalescencia (+), turbidez (++) y

precipitado (+++).

Ensayo de Mayer: Se colocd 5 ml de extracto y se afiadié 1 gota de &cido clorhidrico
concentrado, se afiadié una pizca de cloruro de sodio, se mezclg, filtr6 y afiadio 2 o 3 gotas

del reactivo.

Para considerar el ensayo positivo se debe observa opalescencia (+), turbidez (++) y

precipitado (+++).

Ensayo de Wagner: Se coloco 5 ml de extracto, se adicion0 1 gota de acido clorhidrico

concentrado, se calentd y se dejé enfriar, posteriormente se afiadid 2 a 3 gotas de reactivo.

Para considerar el ensayo positivo se debe observa opalescencia (+), turbidez (++) vy

precipitado (+++).

Ensayo de Cloruro férrico: A 5 ml del extracto acuoso, se le afiadio acetato de sodio y 3

gotas de solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica.
El ensayo se considera positivo cuando posee la siguiente informacion:

e Coloracion roja o vino, posee compuestos fendlicos en general.
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e Coloracion verde intensa, posee taninos del tipo pirocatecolicos.
e Coloracion azul, posee taninos del tipo pirogalotanicos

Ensayo de Shinoda: Se afadio 5 ml de extracto acuoso, 1 ml de acido clorhidrico y un
pedazo de cinta de magnesio metalico, se dejo reposar 5 minutos y posteriormente se afiadid

1 ml de alcohol amilico, se mezclaron las fases y dejo reposar.

El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo, intensos en todos los casos.

Ensayo de Fehling: Se colocd 5 ml de extracto en un tubo de ensayo, se adiciond el reactivo
y se calent6 a bafio maria de 5 a 10 minutos.

El ensayo es positivo si posee coloracion o precipitado rojo.
Ensayo de Espuma: Se coloc6 5 ml de extracto acuoso y se agito.

Si el ensayo posee espuma de 2 mm en la superficie del tubo por méas de 2 minutos, se

considera positivo.

Ensayo de Mucilagos: Se colocé 10 ml de extracto acuoso y se dejé enfriar a 0°C - 5°C.
El ensayo se considera positivo si la solucion toma una consistencia gelatinosa.

Ensayo de Principios amargos: Se colocd 1 gota de extracto en la lengua y se saboreo.
El ensayo se considera positivo si su sabor es amargo o astringente bien diferenciado.

6.8.6. Preparacién de concentraciones.
Para preparar las concentraciones se colocé los extractos tanto etéreo como alcoholico en el
rotavapor para eliminar los solventes utilizados. En el caso del extracto acuoso no se utilizé

el rotavapor, sino el sonicador para unir las particulas de agua con el extracto de la raiz.

Posteriormente se realizaron concentraciones de 100% 75% 50% y 25%, afiadiendo agua

destilada segln corresponda.

6.8.7. Activaciony replicacion de cepas ATCC 29219 de E. faecalis y cepas ATCC
10231 de C. albicans.

e Se prepar6 agar de acuerdo con las indicaciones proporcionadas por el fabricante en la

ficha técnica.
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e Se esterilizd las cajas Petri y los medios de cultivo.

e Enlacamara de flujo laminar se realiz6 la activacion, mediante la siembra en los medios

de cultivo establecido y se procedié a la incubacion por 3 dias

Este procedimiento se realizo tanto con cepas ATCC 29219 de E. faecalis como cepas ATCC
10231 de C. albicans.

6.8.8. Siembra de microorganismos.
e Se coloco los agares: infusién cerebro corazén y Sabouraud dextrosa con cloranfenicol

en las diferentes cajas Petri y se rotulo.

e Se preparo6 el patrén 0,5 Mc Farland en un tubo de 10 ml con: 0,05 ml de cloruro de bario
al 0,048 molar y 9.95 ml de &cido sulftrico al 0,18 molar.“®)

e Se tomd una muestra de las cepas ATCC 29219 de E. faecalis y ATCC 10231 de C.
albicans, previamente activada y se disolvio en 10 ml de solucidn salina, hasta obtener

una concentracién igual a 0,5 Mc Farland.
e Serealizd la siembra de los microrganismos en cada una de las cajas Petri, con un isopo,

e Posteriormente se ubicé 4 discos en blanco para antibiograma (OXOID) y se colocé la
concentracion minima inhibitoria (CMI) que fue de 20ug/ml, de las siguientes
concentraciones C1=100%, C2=75%, C3=50%, C4=25%, de los diferentes extractos, en

cada disco en blanco para antibiograma, con una micropipeta electronica de 1 ml.“®

e Se rotuld y realiz6 el control negativo con agua esterilizada en un disco en blanco para

antibiograma.

e EI control positivo de la cepa ATCC 29219 de E. faecalis se realizd con un disco de

amoxicilina + &cido clavulanico para antibiograma.

e El control positivo de lacepa ATCC de 10231 de C. albicans, se realizé con Ketoconazol
en tableta que fue molida y pesada en su totalidad. Se ejecutd el calculo para la disolucion
de esta en 5 ml de agua destilada esterilizada, se sumergié el disco blanco para
antibiograma, en esta disolucion durante 5 minutos, colocandolo posteriormente en la

caja Petri de control positivo.
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e Se sell6 las cajas con Parafilm.

e Se coloco en la estufa a 35°C durante 24 horas.

e Pasadas las 24 horas, se midio los halos de inhibicion presentes en cada una de las cajas.

6.9. Operacionalizacion de variables.

Efecto antimicrobiano de Piper nubigenum Kunth, frente a cepas ATCC de Enterococcus

faecalis y Candida albicans productoras de enfermedades bucales.

6.9.1. Variable independiente.

Tabla Nro. 4.  VI. Cepas ATCC de Enterococcus faecalis y Candida albicans.
Conceptualizacion Dimension Indicador Técnica Instrumento
Cultivo puro certificado | Cultivo Cddigo de | Observacion | Lista de
usado como material de | relacionado con | la cepa cotejo
estudio de | inhibicion de | ATCC (Bitacora)
investigaciones microorganismos
relacionadas con la
inhibicion de Nivel de
determinados sensibilidad
microorganismos

6.9.2. Variable dependiente.

Tabla Nro.5.  VD. Efecto antimicrobiano de Piper nubigenum Kunth.
Conceptualizacion Dimension Indicador Técnica Instrumento
Conjunto de | Metabolitos Medida del | Observacion | Lista de
componentes quimicos en | secundarios halo cotejo
los metabolitos inhibitorio (Bitacora)
secundarios, cuya funcién en
es eliminar o reducir la milimetros
proliferacion de bacterias (mm).

0 microorganismo.
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7. RESULTADOS.

7.1. Recoleccion.

e Se recolect6, 30 ejemplares de Piper nubigenum Kunth en Ecuador en la provincia de
Pastaza, en la ciudad de Puyo, parroquia Fatima para su uso en la investigacion.

Fotografia Nro. 1. Planta Piper nubigenum Kunth en su habitad natural.

: v %’r,.~' “
Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 2. Identificacion de Planta por el herbario de la ESPOCH.

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

La Fotografia Nro. 1 refleja a Piper nubigenum Kunth en su héabitat natural. La Fotografia

Nro. 2 muestra la identificacion realizada por el herbario de la ESPOCH.
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7.2. Acondicionamiento de especie vegetal.

e Serealizo lalimpieza del material vegetal con agua, toallas de cocina y toallitas humedas.

Fotografia Nro. 3. Limpieza de la raiz de Piper nubigenum Kunth.

|

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 3, se observa el proceso de limpieza de la materia vegetal.

Fotografia Nro. 4. Raiz de Piper nubigenum Kunth preparada para el secado.

g N

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 4, se observa 110 g de raiz de Piper nubigenum Kunth preparada para

ser secada a la sombra.
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Fotografia Nro. 5. Raiz de Piper nubigenum Kunth cortada y seca.

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 5 se observa a la raiz de Piper nubigenum Kunth antes de ser
pulverizada en el molino, en él se pulverizé 96 g de muestra vegetal.

Fotografia Nro. 6. Raiz de Piper nubigenum Kunth molida.
v ~ y I Y .

Fuente: Registr fotografico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 6 se observa una muestra de la raiz Piper nubigenum Kunth después

de ser pulverizada.
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7.3. Determinacion del contenido de humedad total por el método gravimétrico.

Expresion de los resultados: Hr = 3,64%

Fotografia Nro. 7. Pesos después del proceso de determinacion de humedad total.

Autora: Estefania Mosquera

En el estudio de humedad total de la materia vegetal se obtuvo un resultado de 3,64%, que
es menor al rango establecido por Cuéllar et al. #” en el Manual de practicas de laboratorio.
Farmacognosia y productos Naturales, pero al estar correctamente seca no contiene humedad
y por lo tanto no es propensa al crecimiento de hongos, siendo una planta estable.®?

7.4. Determinacion de cenizas totales.
Expresion de resultados: Cr= 3,10%

Fotografia Nro. 8. Pesos finales después del proceso de determinacién de cenizas.

enizal |

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

Las cenizas totales de la materia vegetal dieron como resultado un 3,10% que se encuentra
dentro del rango que nos da la Real Farmacopea Espafiola, considerando la raiz de la planta,
estable. V)
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7.5. Preparacion de los extractos.

7.5.1. Extracto Etéreo.

Se obtuvo 100 ml de extracto etéreo tras la maceracion de 50,36 g de material vegetal.

Fotografia Nro. 9. Peso de materia vegetal para extracto etéreo.

9700 .
Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 10. Extracto Etéreo.

Fuente: Registr fotografico
Autora: Estefania Mosquera
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7.5.2. Extracto Alcohdlico.

Después de la maceracion de 50.02 g de material vegetal, se obtuvo 100 ml de extracto

alcohdlico.

Fotografia Nro. 11. Peso de materia vegetal para extracto alcohdlico.

Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 12. Extracto alcoholico.

Fuente: Registro fotogréfico
Autora: Estefania Mosquera
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7.5.3. Extracto Acuoso.
Se obtuvo 125 ml de extracto acuoso, después de la maceracion de 46.52 g de material

vegetal.

Fotografia Nro. 13. Peso de materia vegetal para extracto acuoso.

| |

Y65 182,

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 14. Extracto acuoso.

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera
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7.6. Tamizaje fitoquimico.
Tabla Nro. 6. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum
Kunth.

Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo de raiz de Piper nubigenum Kunth.

Ensayo Resultado Metabolito
Ensayo de Sudan Il o IV +++ Aceites y Grasas
Ensayo de Dragendorff +++ Alcaloides
Ensayo de Mayer - Alcaloides
Ensayo de Wagner ++ Alcaloides
Ensayo de Baljet - Lactonas
Ensayo de Liebermann-Buchard - Triterpenos y Esteroides

Poca cantidad (+), Moderada Cantidad (++), Abundante cantidad (+++), No se evidencia reaccion (-)
Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 15. Resultado del tamizaje fitoquimico del extracto etéreo.

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

Andlisis: En la Tabla Nro. 6 y la Fotografia Nro. 15, se evidencia abundante cantidad de
alcaloides (Ensayo de Dragendorff), aceites y grasas (Ensayo de Sudan 11l o V). Cantidad
moderada de alcaloides (Ensayo de Wagner) y no se evidencié reaccion en lactonas (Ensayo
de Baljet), alcaloides (Ensayo de Mayer) triterpenos y esteroides (Ensayo de Liebermann-
Buchard).

Los alcaloides de tipo base se disuelven en solventes organicos como el éter. Mientras que
los alcaloides de tipo sales o también considerados alcaloides que tiene otros componentes,
se disuelven de mejor manera en agua. En el extracto etéreo se puede constatar la presencia
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de alcaloides de tipo base de manera abundante en el ensayo de Dragendorff y de manera

moderada en el ensayo de Wagner. 253

Tabla Nro. 7. Tamizaje fitoquimico de extracto alcoholico de raiz de Piper nubigenum

Kunth.
Tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico de raiz de Piper nubigenum Kunth.
Ensayo Resultado Metabolito
Ensayo de Catequinas: ++ Compuesto Catequindlicos
Ensayo de Resinas: - Resinas
Ensayo de Fehling: +++ Azlcares reductores
Ensayo de Baljet: - Lactonas
Ensayo de Lieberman-Buchard: - Triterpenos y Esteroides
Ensayo Espuma: - Saponinas
Ensayo de Cloruro férrico: + Fenoles y Taninos
Ensayo de Ninhidrina: - Aminoacidos
Ensayo de Borntrager: ++ Quinonas
Ensayo de Shinoda: +++ Flavonoides
Ensayo de Antocianidina: + Antocianidina
Ensayo de Dragendorff: +++ Alcaloides
Ensayo de Mayer: + Alcaloides
Ensayo de Wagner: ++ Alcaloides
Poca cantidad (+), Moderada Cantidad (++), Abundante cantidad (+++), No se evidencia reaccién (-)

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 16. Resultado del tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico.
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Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera
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Andlisis: En la Tabla Nro. 7 y la Fotografia Nro. 16, se observan los resultados del tamizaje
fitogquimico del extracto alcohdlico de la Piper nubigenum Kunth, en los cuales se evidencio
abundante cantidad de: azucares reductores (Ensayo de Fehling), flavonoides (Ensayo de
Shinoda) y alcaloides (Ensayo de Dragendorff); también una mediana cantidad de:
compuestos catequinolicos (Ensayo de Catequinas), quinonas (Ensayo de Borntrager),
alcaloides (Ensayo de Wagner) y poca cantidad de: antocianidina (Ensayo de
Antocianidina), alcaloides (Ensayo de Mayer), fenoles y taninos (Ensayo de Cloruro férrico).
No se evidencid reaccion de: resinas (Ensayo de Resinas), lactonas (Ensayo de Baljet),
saponinas (Ensayo de Espuma), aminoacidos (Ensayo de Ninhidrina), triterpenos y
esteroides (Ensayo de Lieberman-Buchard). Un estudio realizado por Rodriguez et al.
sobre la actividad antimicrobiana, demuestra que los metabolitos como: alcaloides,
flavonoides, taninos y otros compuestos fendlicos ejercen actividad antimicrobiana. De los
metabolitos antes mencionados, Piper nubigenum Kunth posee poca cantidad de: alcaloides
(Ensayo de Mayer), taninos y fenoles (Ensayo de Cloruro férrico), por lo tanto, se

correlacionan los halos inhibitorios obtenidos con los resultados del tamizaje fitoquimico.

El extracto alcohdlico al estar disuelto en agua posee un solvente organico e inorganico. En
él se puede evidenciar alcaloides de tipo base y sales, mediante los ensayos de Dragendorff
y Wagner, debido a que solubles en solventes organicos, por otro lado, el ensayo de Mayer

posee alcaloides tipo sales, debido a que se disuelve de mejor manera en agua.®25%

Tabla Nro. 8. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de raiz de Piper nubigenum
Kunth.

Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de raiz de Piper nubigenum Kunth.

Ensayo Resultado Metabolito
Ensayo de Dragendorff +++ Alcaloides
Ensayo de Mayer ++ Alcaloides
Ensayo de Wagner +++ Alcaloides
Ensayo de Cloruro férrico +++ Taninos
Ensayo de Shinoda ++ Flavonoides
Ensayo de Fehling +++ Azlcares reductores
Ensayo de Espuma - Saponinas
Ensayo de Mucilagos ++ Polisacarido
Ensayo de Principios amargos -

Poca cantidad (+), Moderada Cantidad (++), Abundante cantidad (+++), No se evidencia reaccién (-)

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera
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Fotografia Nro. 17. Resultado del tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.
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Andlisis: La Tabla Nro. 8 y la Fotografia Nro. 17, reflejan los resultados del tamizaje
fitoquimico del extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth, observandose
abundante cantidad de: alcaloides (Ensayo de Dragendorff y Wagner), taninos (Ensayo de
Cloruro féerrico) y azlcares reductores (Ensayo de Fehling); ademés una cantidad moderada
de alcaloides (Ensayo de Mayer), flavonoides (Ensayo de Shinoda) y poca cantidad de
polisacaridos (Ensayo de Mucilagos) y principios amargos (Ensayo de principios amargos).

No existio reaccion de saponinas (Ensayo de Espuma).

En los ensayos de Dragendorff y Wagner se refleja una combinacion de alcaloides de tipo
base y sales, ya que por lo expuesto anteriormente existe una prevalencia de alcaloides en el
extracto acuoso, en el caso del ensayo de Mayer se reflejan alcaloides tipo sales, ya que se
observan de mejor manera los alcaloides en el extracto acuoso, al ser un solvente

inorganico.®25%

Tabla Nro. 9. Tamizaje fitoquimico de la raiz de Piper nubigenum Kunth en comparacion

con plantas de la misma familia.

nutI)DiIF:aer:um Piper Piper
Metabolitos g carpunya® | augustifolium®®
Kunth
Aceites y Grasas +++ +
Alcaloides (Dragendorff) +++ +++ +
Extracto Alcaloides (Mayer) - +++ -
etéreo Alcaloides (Wagner) ++ -
Cumarinas - +
Triterpenos y Esteroides - +
Extracto Compuesto
- . e ++
alcoholico Catequinolicos
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Resinas -
AzUcares reductores +++
Cumarinas - +++ +
Triterpenos y esteroides -
Saponinas - +
Fenoles y Taninos + -
Aminoacidos -
Quinonas ++ -
Flavonoides +++ ++ +
Antocianidina + +
Alcaloides (Dragendorff) +++ +++ +
Alcaloides (Mayer) + - +
Alcaloides (Wagner) ++ +++
Alcaloides (Dragendorff) +++ -
Alcaloides (Mayer) ++ -
Alcaloides (Wagner) +++ +++
Taninos +++ -
E;Ctl:g;:;o Flavonoides +++ ++
AzUcares reductores +++
Saponinas - + +
Polisacarido ++
Principio amargo -
Poca cantidad (+), Moderada Cantidad (++), Abundante cantidad (+++), No se evidencia reaccion (-),
Espacios en blanco (en el estudio no se realizaron los ensayos)

Fuente: Tomado de ©45)
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: De acuerdo con los resultados expuestos en la Tabla Nro. 9. En el extracto etéreo
de la raiz de Piper nubigenum Kunth, se observan resultados positivos en alcaloides,
comparado positivamente con la especie Piper carpunya, pero, no se evidencia alcaloides
en la especie Piper augustifolium, lo cual es constancia probada que entre la misma familia
existen diferentes metabolitos secundarios propios de cada especie. Con lo que respecta a
aceites y grasas, en la Piper nubigenum Kunth, se refleja resultados positivos, de igual forma
en la Piper augustifolium, aunque en baja cantidad. Siguiendo con las cumarinas, triterpenos
y esteroides, en la especie utilizada en esta investigacion, no se encontr6é ningun resultado
positivo, de igual forma en la especie Piper carpunya y una poca cantidad de triterpenos y

esteroides en la especie Piper augustifolium.
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En el extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum Kunth se observan resultados
positivos en compuestos catequindlicos, azucares reductores, flavonoides, quinonas,
alcaloides, fenoles, taninos y antocianidinas, lo cual comparado con la especie Piper
carpunya tiene coincidencias en metabolitos como: flavonoides y alcaloides, ademas Piper
carpunya posee otros metabolitos como cumarinas y saponinas que por el contrario son
negativas en la raiz de Piper nubigenum Kunth. En comparacion con la especie Piper
augustifolium existen coincidencias en la presencia de flavonoides, antocianidinas, y
alcaloides, por el contrario, esta especie posee cumarinas que no se encuentran presentes en
la raiz de Piper nubigenum Kunth. Esta variacion en los metabolitos puede afectar al efecto

antimicrobiano de la raiz de Piper nubigenum Kunth.

En el extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth se observan resultados positivos
en alcaloides, taninos, flavonoides, azlcares reductores y polisacaridos. En comparacion con
Piper carpunya existen coincidencias en la presencia de metabolitos como: alcaloides y
flavonoides, ademas esta especie de Piper posee otros metabolitos como saponinas que por
el contrario son negativas en la raiz de Piper nubigenum Kunth. En comparacion con Piper
augustifolium existen coincidencias en la presencia de taninos, flavonoides, posee también

saponinas, metabolito que no se encuentran presentes en la raiz de Piper nubigenum Kunth.

La variacion en los resultados obtenidos en el tamizaje puede mitigar el efecto
antimicrobiano de la raiz de Piper nubigenum Kunth, en comparacidn con otras especies de
la misma familia. La variacion de los resultados depende del 6rgano de la planta utilizada,
la especie, la técnica de extraccion de metabolitos, el tipo de cepa utilizada y el método de

evaluacion utilizado.®®

Es importante la comparacién de los resultados de la raiz de Piper nubigenum Kunth con
Piper carpunya y Piper augustifolium debido a que el estudio realizado es nuevo y debe ser
correlacionado con estudios que tengan similitud en el género Piper que ayude a entender el

efecto antimicrobiano de la planta frente a cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans.®*%%
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7.7. Preparacion de concentraciones

Fotografia Nro. 18. Extracto etéreo en un baldn de rotavapor de 100 ml.

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 19. Concentracion del extracto etéreo en el rotavapor.

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 18, se observa el extracto etéreo en un baldn de rotavapor de 100 ml
antes de la eliminacion del solvente. En la Fotografia Nro. 19 se observa 20 ml de extracto

etéreo de la raiz de Piper nubigenum Kunth que fue utilizado en la preparacion de las
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diferentes concentraciones, empleadas en el analisis del efecto antimicrobiano de la planta

frente a cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans.

Fotografia Nro. 20. Extracto alcoholico en un balén de rotavapor de 100 ml.

Fuente: Registro-fotogréfico
Autora: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 21. Concentracion del extracto alcoholico en el rotavapor.

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 20, se observa el extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum
Kunth en un balén de rotavapor de 100 ml, listo para la eliminacion del solvente. La
Fotografia Nro. 21, refleja el resultado de la exposicion al rotavapor, se obtuvo 25 ml de

extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum Kunth que fue utilizado en la preparacién
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de las diferentes concentraciones, empleadas en el andlisis del efecto antimicrobiano de la

planta frente a cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans.

Fotografia Nro. 22. Sonicador

Fuente: Registro fotografico
Autora: Estefania Mosquera

En la Fotografia Nro. 22, se observa el sonicador. El extracto acuoso fue sometido al
sonicador para unir de manera eficaz las particulas de la raiz de Piper nubigenum Kunth con

el agua destilada usada en la maceracion.

Posteriormente se elaboré concentraciones de 100% 75% 50% y 25%, afiadiendo agua
destilada segun corresponda. Estas concentraciones fueron empleadas en el analisis del
efecto antimicrobiano de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E.

faecalis y C. albicans.

7.8. Activacién y replicacion de cepas.
Fotografia Nro. 23. Activacion y replicacion de cepas ATCC 29219 de E. faecalis y cepas
ATCC 10231 de C. albicans.

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera
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En la Fotografia Nro. 23 se muestra el resultado de la activacién y replicacion de cepas
ATCC, a la derecha (cepas ATCC 29219 E. faecalis) y a la izquierda (cepas ATCC 10231

de C. albicans).

7.9. Resultados de los halos inhibitorios producidos por los extractos de la raiz de
Piper nubigenum Kunth frente a las cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans.
7.9.1. Resultados de los halos inhibitorios de Piper nubigenum Kunth frente a cepas
ATCC 29219 de E. faecalis.
Tabla Nro. 10. Resultado de los halos de inhibicion de la raiz de Piper nubigenum
Kunth frente a cepas ATCC 29219 de E. faecalis.

100% 75% 50% 25%
Extracto Etéreo 10 mm 9.33mm 8.3 mm 8.6 mm
Extracto Alcohdlico | 6.3 mm 7.3mm 3mm 9 mm
Extracto Acuoso - - - -
Control positivo Amoxicilina + Acido clavulanico 25 mm
Control negativo Agua destilada esterilizada -

No existi6 halo de inhibicidn (-)

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH
Elaborado por: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 24. Resultados significativos en cepas ATCC 29219 de E. faecalis.

C1:100%; C2:75%; C3:50%; C4:25%; C+: Control positivo con amoxicilina + acido clavulanico

Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

En la Tabla Nro. 10 y la Fotografia Nro. 24, se observa la media obtenida de los resultados
de los halos de inhibicion de la cepa ATCC 29219 de E. faecalis. Los halos de inhibicién
mas significativos se encuentran en el extracto etéreo y sobre todo en las concentraciones:
100% y 75% con halos inhibitorios mayores a 8 mm esto determina sensibilidad segun la

escala de Duraffourd. Ademas, se obtuvo un resultado de 25 mm que determina que la cepa
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ATCC 29219 de E. faecalis es sumamente sensible El control positivo realizado con
amoxicilina + acido clavulanico, segun la escala de Duraffourd, que es utilizada en estudios
in vitro y se establece dependiendo del didmetro del halo de inhibicion formado alrededor
del tratamiento.?

Nula: <8 mm

Sensible: > 8 <14 mm

Muy sensible: > 14 <20 mm
Sumamente sensible: > 20 mm

Grafico Nro. 6. Halos de inhibicidn de los diferentes extractos de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC 29219 de E. faecalis.
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Porcentaje de concentracion

El Gréafico Nro. 6, muestra los resultados de los halos de inhibicion de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis. En el extracto etéreo al 100% y 75%,
50% y 25% se observan los halos de inhibicién con valores de 10 mm y 9,33 mm, 8,6 mm,
8,3 mm, respectivamente, ademas en el extracto alcoholico al 25% encontramos un halo
inhibitorio de 9 mm; todos estos valores demostraron que la cepa de E. faecalis es sensible
a estos extractos y concentraciones, segun la escala de Duraffourd. Por otro lado,

encontramos también valores de 7,3 mm, 6,3 mm y 3 mm en el extracto alcoholico al 75%,
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100% y 50% respectivamente, que demostraron que la cepa de E. faecalis tiene sensibilidad

nula frente a estas concentraciones, segln la escala de Duraffourd.

7.9.1.1. Resultados de halos inhibitorios de extracto etéreo de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis.
Tabla Nro. 11. Descripcién de halos inhibitorios de extracto etéreo de la raiz de
Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis.

Coeficiente
Extracto Desviacion de
Etéreo Media Mediana  Estandar Minimo Maximo  Variacion
25% 8,3333 8 0,57735 8 9 7%
50% 8,3333 8 0,57735 8 9 7%
75% 9,3333 9 0,57735 9 10 6%
100% 10 9 0,57735 9 10 6%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera.

Gréfico Nro. 7. Distribucién por concentraciones extracto etéreo de la raiz de Piper
nubigenum Kunth,
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: El valor inhibitorio del extracto Etéreo de la raiz de la Piper nubigenum Kunth con
respecto a la cepa ATCC de E. faecalis, posee un coeficiente de variacion entre 6% y 7%
gue aumenta a medida que aumenta la concentracion, ademas se observa que la inhibicion
de las concentraciones de 25% y 50% se encuentran por debajo de la media, pero demuestran
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sensibilidad. Ademés se observa que las concentraciones de 75% y 100% muestran los
valores mas altos, demostrando que la cepa de E. faecalis tiene mayor sensibilidad a estas

concentraciones, pero no sobre pasa el rango de sensible segln la escala de Duraffourd.®

7.9.1.2. Resultados de halos inhibitorios de extracto alcohdlico de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis
Tabla Nro. 12.  Descripcion de halos inhibitorios de extracto alcohélico de la raiz de

Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis

Extracto Desviacion Coeficiente de
Alcohélico Media Mediana Estandar Minimo Maximo Variacion
25% 0 0 0 0 0 0%
50% 3 0 5,19615 0 9 173%
75% 7,33 11 6,35085 0 11 87%
100% 6,33 9 5,50757 0 11 87%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Gréfico Nro. 8. Distribucion por concentraciones extracto alcohoélico de la raiz de
Piper nubigenum Kunth
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: El valor inhibitorio del extracto alcoholico de la raiz de la Piper nubigenum Kunth
con respecto a la cepa ATCC de E. faecalis posee un coeficiente de variacion que demuestra
que el extracto en sus niveles de inhibicién tiene una variacidn considerable y los valores

promedio se encuentran por encima de 8 mm en el extracto al 25% demostrando sensibilidad,
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para las demés concentraciones la sensibilidad estad por debajo de 8 mm, por lo tanto, se

observa una sensibilidad nula en la escala Duraffourd.®

7.9.1.3. Resultado de los halos inhibitorios de Extracto Acuoso de la raiz de Piper

nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis.

El extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth con respecto a la cepa ATCC de E.

faecalis no obtuvo valores inhibitorios, demostrando sensibilidad nula al microorganismo.

7.9.1.4.  Nivel de sensibilidad de los extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth

frente a E. faecalis.

Tabla Nro. 13. Nivel de sensibilidad de los extractos frente al E. faecalis

Nivel de Sensibilidad

Extracto Nula Sensible Total
Extracto Alcohdlico 25% f 0 3 3
% 0,00% 20,00% 8,30%
Extracto Alcohdlico 50% f 2 1 3
% 9,50% 6,70% 8,30%
Extracto Alcohdlico 75% f 1 2 3
% 4,80% 13,30% 8,30%
Extracto Alcohdlico 100% f 1 2 3
% 4,80% 13,30% 8,30%
Extracto Etéreo 25% f 2 1 3
% 9,50% 6,70% 8,30%
Extracto Etéreo 50% f 2 1 3
% 9,50% 6,70% 8,30%
Extracto Etéreo 75% f 0 3 3
% 0,00% 20,00% 8,30%
Extracto Etéreo 100% f 1 2 3
% 4,80% 13,30% 8,30%
Extracto Acuoso 25% f 3 0 3
% 14,30% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 50% f 3 0 3
% 14,30% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 75% f 3 0 3
% 14,30% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 100% f 3 0 3
% 14,30% 0,00% 8,30%
Total f 21 15 36
% 100,00% 100,00% 100,00%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25

Elaborado por: Estefania Mosquera
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Analisis: El valor inhibitorio en comparacion con la escala de Duraffourd revela que la cepa
ATCC de E. faecalis fue sensible al extracto alcoh6lico como maximo en el 67% de las cajas
y se obtuvo mayor sensibilidad en alginas cajas en las concentraciones de 75% y 100%, pero
el valor media mas alto se obtuvo en la concentracion al 25%. En cuanto al extracto etéreo,
el 58% de las cajas obtuvieron un resultado sensible segun la escala de Duraffourd. Y por

altimo, en el extracto acuoso se observé una sensibilidad nula segtn la escala.

7.9.2. Resultados de los halos inhibitorios de Piper nubigenum Kunth frente a cepas
ATCC 10231 de C. albicans.
Tabla Nro. 14.  Resultado de los halos de inhibicion de la raiz de Piper nubigenum
Kunth frente a cepas ATCC 10231 de C. albicans.

100% 75% 50% 25%
Extracto Etéreo 7.6 mm 4.6 mm 7.3mm 2.3 mm
Extracto Alcohélico | 2.3 mm 2.6 mm 3mm 2.6 mm
Extracto Acuoso 4.6 mm 3.5 mm 4.6 mm 4.6 mm
Control positivo Ketoconazol 22 mm
Control negativo Agua destilada esterilizada -
No existi6 halo de inhibicion (-)

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH
Elaborado por: Estefania Mosquera

Fotografia Nro. 25. Resultados significativos en cepas ATCC 10231 de C. albicans.

C1=100%; C2=75%; C3=50%; C4=25%; C+=Control positivo con ketoconazol
Fuente: Registro fotogréafico
Autora: Estefania Mosquera

En la Tabla Nro. 14 y la Fotografia Nro. 25, se observa el resultado de la media obtenida
entre los halos de inhibicidon de las cepas ATCC 10231 de C. albicans. En ella se ve una gran
diferencia entre los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones de los extractos y
el control positivo. Ademas, se puede observar las cajas Petri de cepas ATCC 10231 de C.

albicans, con discos en blanco para antibiograma, con las diferentes concentraciones de los
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extractos mas significativos. Los valores obtenidos en general tienen un sensibilidad nula

segun la escala de Duraffourd debido a que los valores son menores a 8 mm.??

Grafico Nro. 9. Halos de inhibicion de los diferentes extractos de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC 10231 de C. albicans.
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

En el Grafico Nro. 9, se observan los halos de inhibitorios obtenidos frente a cepas ATCC
de C. albicans. Estos valores demuestran que: la sensibilidad obtenida segun la escala de
Duraffourd es nula, ya que los halos inhibitorios son menores a 8 mm.??

7.9.2.1. Resultados de halos inhibitorios de extracto etéreo de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans.
Tabla Nro. 15. Descripcién de halos inhibitorios de extracto etéreo de la raiz de

Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans.

Coeficiente
Extracto Desviacion de
Etéreo Media Mediana Estandar Minimo Maximo Variacion
25% 2,3333 0 16,333 0 7 700%
50% 7,3333 7 0,57735 7 8 8%
75% 4,6667 7 16,333 0 7 350%
100% 7,6667 8 0,57735 7 8 8%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera
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Grafico Nro. 10. Distribucion por concentraciones extracto etéreo de la raiz de Piper
nubigenum Kunth,
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS versién 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: El valor inhibitorio del extracto Etéreo de la raiz de la Piper nubigenum Kunth con
respecto a la C. albicans se encuentra por debajo de 6 mm, determinando que no se obtuvo
inhibicion en el extracto frente al microorganismo. El extracto al 50% y 100% mostrdé valores
superiores al valor promedio del grupo que denotarian cercania a los indices de sensibilidad.

Los resultados obtenidos en los halos tuvieron una sensibilidad nula, segun la escala de

Duraffourd.@)

7.9.2.2. Resultados de halos inhibitorios de extracto alcohdlico de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans.

Tabla Nro. 16.  Descripcion de halos inhibitorios de extracto alcohdlico de la raiz de
Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans.

Coeficiente
Extracto Desviacion de
Alcohdlico Media Mediana Estandar Minimo Méaximo Variacion
25% 2,6667 0 4,6188 0 8 173%
50% 3 0 5,19615 0 9 173%
75% 2,6667 0 4,6188 0 8 173%
100% 2,3333 0 4,04145 0 7 173%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera
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Grafico Nro. 11. Distribucion por concentraciones extracto alcohdlico de la raiz de
Piper nubigenum Kunth.
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Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: El valor inhibitorio del extracto alcoholico de la raiz de la Piper nubigenum Kunth
con respecto a la cepa ATCC de C. albicans tienen un coeficiente de variacion muy alto que
superd el 100 %, al mismo tiempo los valores de inhibicidon se encuentran entre 2 mm vy
4 mm, lo que determina que no se observo inhibicion en el extracto frente al hongo, por lo

tanto, se determind una sensibilidad nula segin la escala de Duraffourd.®

7.9.2.3. Resultado de los halos inhibitorios de extracto acuoso de la raiz de Piper
nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans.
El extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth con respecto a la cepa ATCC de C.

albicans no obtuvo valores inhibitorios.
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7.9.2.4. Nivel de sensibilidad de los extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth
frente a C. albicans.
Tabla Nro. 17.  Nivel de sensibilidad de los extractos frente a la C. albicans

Nivel de Sensibilidad

Extracto Nula Sensible Total
Extracto Alcohdlico 25% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Alcohdlico 50% f 2 1 3
% 570%  100,00%  8,30%
Extracto Alcohdlico 75% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Alcoholico 100% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Etéreo 25% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Etéreo 50% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Etéreo 75% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Etéreo 100% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 25% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 50% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 75% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Extracto Acuoso 100% f 3 0 3
% 8,60% 0,00% 8,30%
Total f 35 1 36

% 100,00% 100,00% 100,00%

Fuente: Registro de bitacora de observacion de los laboratorios de la ESPOCH procesado en SPSS version 25
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: El valor inhibitorio en comparacién con la escala de Duraffourd revela que la cepa
ATCC de C. albicans no fue sensible al extracto alcohdlico en su mayoria de muestras y
solo el 2,77% del total de cajas fue sensible. En cuanto al extracto etéreo se observé que la

sensibilidad fue nula al igual que en el extracto acuoso.?”
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7.10. Halos inhibitorios de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a E. faecalis, en

comparacion con Piper augustifolium.

Tabla Nro. 18.

Halos inhibitorios de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a E.

faecalis, en comparacion con Piper augustifolium

100% 75% 50% 25% | Piper augustifolium®?
Extracto Etéreo 10mm | 9.33mm | 8.3 mm | 8.6 mm
Extracto Alcohélico | 6.3mm | 7.3 mm | 3 mm 9 mm 9.03 mm
Extracto Acuoso - - - -
Control positivo Amoxicilina + Acido clavulanico 25 mm

Control negativo

Agua destilada esterilizada

No existi6 halo de inhibicién (-)

Fuente: 12
Elaborado por: Estefania Mosquera

Andlisis: En la Tabla Nro. 18 se observa una comparacidon de los halos inhibitorios de Piper

nubigenum Kunth y Piper augustifolium frente a E. faecalis. Los halos inhibitorios de Piper

nubigenum Kunth son de menor didmetro que los obtenidos por Piper augustifolium, esto

puede ser debido a que los resultados de los halos inhibitorios estan correlacionados con los

metabolitos presentes en el tamizaje fitoquimico, que obtuvo diferencias en los metabolitos

debidas: al érgano de la planta utilizada, la especie, la técnica de extraccion de metabolitos,

el tipo de cepa utilizada y el método de evaluacion utilizado.®259

7.11. Halos inhibitorios de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a C. albicans, en

comparacion con Piper carpunya.

Tabla Nro. 19.

Halos inhibitorios de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a C.

albicans, en comparacion con Piper carpunya.

100% 75% 50% 25% | Piper carpunya®
Extracto Etéreo 7.6 mm 4.6 mm 7.3mm | 2.3 mm
Extracto Alcohdlico | 2.3 mm 2.6 mm 3mm 26 mm | 10-14 mm
Extracto Acuoso 4.6 mm 3.5mm 46mm | 4.6 mm
Control positivo Ketoconazol 22 mm
Control negativo Agua destilada esterilizada -

No existi6 halo de inhibicidn (-)

Fuente: Tomado por: V)
Elaborado por: Estefania Mosquera
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Analisis: La Tabla Nro. 19 refleja una comparacion de Piper nubigenum Kunth y Piper
carpunya frente a C. albicans. Los halos inhibitorios de Piper nubigenum Kunth son de
menor tamafio que los obtenidos por Piper carpunya, esto puede ser debido a que los
resultados de los halos inhibitorios estan correlacionados con los metabolitos presentes en el
tamizaje fitoquimico que obtuvo diferencias en los metabolitos debidas a varios factores
como: el érgano de la planta utilizada, la especie, la técnica de extraccion de metabolitos, el

tipo de cepa utilizada y el método de evaluacion utilizado.**5®

7.12. Contrastacion de la hipotesis.
Para determinar diferencias de significancia estadistica entre las variables cuantitativas se

establecera mediante las pruebas de normalidad la distribucién de datos.

Tabla Nro. 20. Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnova

Estadistico gl Sig.
Halo Inhibicion (mm) 0,305 72 0,00
Halo Inhibicién del Control Positivo 0,34 72 0,00

a Correccion de significacién de Lilliefors

La prueba de normalidad mostrd un valor en las variables cuantitativas menores a 0,05
(p=0,00; p=0,00) por tanto la distribucion de datos no es normal, para la contrastacion de

hipdtesis se considerara las pruebas no paramétricas.
Hipotesis 1.

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores inhibitorios del
extracto etéreo de raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de E. faecalis y el

control positivo.

IC=95%

Error=5%

Decision: Si p <0,05 se rechaza Ho

Prueba
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Tabla Nro. 21. Estadistico de prueba H1

Halo Inhibicién del Control Positivo - Halo Inhibicién (mm)

Z -4,310b
Sig. asintética (bilateral) 0,00

a Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b Se basa en rangos negativos.

Conclusion: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,00) por lo tanto, se rechaza Ho
y se afirma que existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores

inhibitorios del extracto etéreo frente a la cepa ATCC de E. faecalis y el control positivo.

Hipotesis 2.
Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores inhibitorios del

extracto etéreo y alcohdlico del extracto frente a la cepa ATCC de E. faecalis.
1C=95%
Error=5%

Decision: Si p <0,05 se rechaza Ho

Prueba
Tabla Nro. 22.  Estadistico de prueba H2
Halo Inhibicion (mm)
U de Mann-Whitney 66,5
W de Wilcoxon 1445
Z -0,329
Sig. asintotica (bilateral) 0,742
Significacion exacta [2*(sig. unilateral)] ,755b

a Variable de agrupacién: Concentracién
b No corregido para empates.

Conclusion: El valor de significancia fue mayor a 0,05 (p=0,742) por lo tanto, se acepta Ho
y se afirma que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores

inhibitorios del extracto etéreo y alcohdlico frente a la cepa ATCC de E. faecalis.

Hipétesis 3.
Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores inhibitorios del
extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de C. albicans

y el control positivo.
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IC=95%
Error=5%

Decision: Si p <0,05 se rechaza Ho

Prueba

Tabla Nro. 23.  Estadistico de prueba H3

Halo Inhibicién del Control Positivo - Halo Inhibiciéon (mm)
Z -3,111
Sig. asintdtica (bilateral) 0,002

a Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b Se basa en rangos negativos.

Conclusion: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,002) por lo tanto, se rechaza
Ho y se afirma que existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores
inhibitorios del extracto etéreo frente a la cepa ATCC de C. albicans y el control positivo.
Hipotesis 4.

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores inhibitorios del

extracto alcoholico de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de C.

albicans y el control positivo.
1C=95%
Error=5%

Decision: Si p <0,05 se rechaza Ho

Prueba
Tabla Nro. 24. Estadistico de prueba H4
Halo Inhibicién del Control Positivo - Halo Inhibicién (mm)
4 -3,165
Sig. asintética (bilateral) 0,002

a Prueba de rangos con signo de Wilcoxon

b Se basa en rangos negativos.

Conclusion: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,002) por lo tanto, se rechaza
Ho y se afirma que existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores
inhibitorios del extracto alcohdlico frente a la cepa ATCC de C. albicans y el control

positivo.
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Hipotesis 5.
Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores inhibitorios del
extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de C. albicans

y el control positivo.
1C=95%
Error=5%

Decision: Si p <0,05 se rechaza Ho

Prueba
Tabla Nro. 25. Estadistico de prueba H5
Halo Inhibicién del Control Positivo - Halo Inhibicién (mm)
4 -3,272
Sig. asint6tica (bilateral) 0,001

a Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b Se basa en rangos negativos.

Conclusion: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,001) por lo tanto, se rechaza

Ho y se afirma que existen diferencias estadisticamente significativas, entre los valores

inhibitorios del extracto acuoso frente a la cepa ATCC de C. albicans y el control positivo.
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8. DISCUSION

El herbario de la ESPOCH emitié un certificado que dio a conocer, que la planta usada en
esta investigacion pertenece a la familia Piper y su nombre cientifico es Piper nubigenum
Kunth, esta planta es usada en la Amazonia, como medicina ancestral. Cuéllar et al. ¢7
menciona en el Manual de practicas de laboratorio. Farmacognosia y productos naturales
que, para iniciar el estudio de la especie vegetal, se determina el contenido de humedad y
cenizas. El contenido de humedad de la raiz de Piper nubigenum Kunth fue de 3,64%, al ser
un porcentaje bajo en relacion con el rango establecido, se determind que es una planta
estable, por lo tanto, no posee exceso de humedad evitando asi el crecimiento excesivo de
hongos e insectos y el deterioro de la materia vegetal manteniendo sus metabolitos por mas
tiempo. El resultado de cenizas obtenido en la raiz de Piper nubigenum Kunth fue de 3,10%,
este porcentaje se encuentra dentro de los valores registrados en la Real Farmacopea
Espafiola, por lo tanto, quiz&s no contiene sustancias inorganicas como sales, arena y metales

pesados, esto puede favorecer la pureza de la droga a la hora de preparar los extractos. %52

En el tamizaje fitoquimico del extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum Kunth, se
obtuvo los siguientes metabolitos: aceites y grasas (proporciona olor y sabor propio a las
plantas); alcaloides (metabolitos que actian sobre todo en el sistema nervioso y presentan
actividad antiespasmddica, antitusiva, diurética, sedante, antiinflamatoria y tiene
aplicaciones dermatoldgicas).®”%® Por el contrario, no posee cumarinas, triterpenos y
saponinas. Al no existir estudios con el extracto etéreo de la familia Piper, se compar6 con
el extracto hexano de Piper carpunya, debido a que el solvente hexano y el éter tiene una
polaridad similar. En este extracto hexano se observo la presencia de componentes similares
como: alcaloides, ademéas se encontraron cumarinas (metabolito que no se encuentran
presente en la raiz de Piper nubigenum Kunth). En comparacion con el extracto etéreo de
Piper augustifolium se observa la presencia de aceites, grasas y alcaloides, ademas, se
observa triterpenos y esteroides (metabolitos que no se encuentran presentes en la raiz de

Piper nubigenum Kunth).5455)

En el tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum Kunth estan
presentes metabolitos como: catequinas (forman parte de los flavonoides y poseen efecto
astringente, antiinflamatorio y sobre todo antioxidante), azlcares reductores (cambian el
color y sabor de la comida), alcaloides, fenoles (poseen propiedades antioxidantes,

antifungicas o bacterianas), quinonas, flavonoides y antocianidinas (estos tres metabolitos
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derivan de los fenoles).®%¢Y En comparacion con Piper carpunya y Piper augustifolium, se
obtuvo coincidencias en compuestos como: alcaloides, antocianidina, flavonoides y fenoles.
Por otro lado, se encuentran discrepancias en cumarinas (actGan como agentes
antimicrobianos) y saponinas (poseen propiedades surfactantes o detergentes similares al

jabc’)n). (54,55,58)

El tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth reflejé
resultados positivos en: alcaloides, flavonoides, azlcares reductores, polisacaridos y taninos
(los taninos forman parte de los compuestos fendlicos y posee efecto analgésico,
antibacteriano, antihepatotdxico, antioxidante, antitumoral, inmunoestimulante, etc.).(®
Ademas, presento resultados negativos en: saponinas (metabolito reportado con actividad
antimicrobiana) y principios amargos. En comparacién con Piper carpunya y Piper
augustifolium, se encuentran coincidencias en la presencia de alcaloides y discrepancias en

saponinas, lo cual puede afectar al efecto antimicrobiano.®*5459

Los halos inhibitorios obtenidos en el extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum Kunth
al 100%, 75%, 50% y 25% frente a cepas ATCC de E. faecalis, muestran valores de 10 mm,
9.33 mm, 8.33 mm y 8.66 mm respectivamente, estos resultados determinan sensibilidad
segun la escala de Duraffourd y se consideran valores significativos, ademas de ser los
valores mas altos. Segun los resultado obtenidos, el extracto etéreo de la raiz de Piper
nubigenum Kunth, frente a cepas ATCC de E. faecalis, refleja en sus cuatro concentraciones,
efecto antimicrobiano bajo, que segun la escala de Duraffourd se determina como sensible,
presentando mayor actividad a una concentracion del 100%. No se puede comparar con
especies de la misma familia (Piper), porque en este tipo de extracto no hay estudios

cientificos relacionados con la actividad antimicrobiana. ¢

El halo inhibitorio del extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum Kunth al 25% frente
a cepas ATCC de E. faecalis fue 9 mm, valor similar al obtenido por Piper augustifolium,
que fue de 9.03 mm, lo cual confirma que al igual que las plantas de la familia Piper, la raiz
de Piper nubigenum Kunth al 25% posee un efecto antimicrobiano bajo o considerado como
sensible segun la escala de Duraffourd. Al contrario, que los halos inhibitorios obtenidos en
el extracto alcohdlico de la raiz de Piper nubigenum Kunth al 50%, 75% y 100%, que reflejan
valores menores a 8 mm, por lo tanto, poseen sensibilidad nula segin la escala de
Duraffourd. En cuanto al extracto acuoso, no se obtuvo halos de inhibicion en ninguna de

las concentraciones, ademas este tipo de extracto no pudo ser comparado con investigaciones
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relacionadas con la familia Piper, debido a que no existen estudios cientificos relacionado

con la actividad antimicrobiana.(®229)

Los halos inhibitorios del extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum Kunth al 100%,
75%, 50% y 25% frente a cepas ATCC de C. albicans, obtuvieron resultados de 7.6 mm, 4.6
mm, 7.3 mm, 2.3 mm, es decir, segin los resultados obtenidos existié actividad
antimicrobiana muy baja, al poseer valores menores a 8 mm, se considera segun la escala de
Duraffourd como nula. Segun estudios recientes, las saponinas tienen efecto antibacterial y
ademas efecto antifungico contra C. albicans, al no poseer saponinas en el extracto etéreo

de la raiz de Piper nubigenum Kunth, esto puede afectar al efecto antimicrobiano. 6262

Los halos inhibitorios del extracto alcohélico de la raiz de Piper nubigenum Kunth al 100%,
75%, 50% y 25% frente a cepas ATCC de C. albicans, obtuvieron resultados de 2.3 mm, 2.6
mm, 3 mm, 2.6 mm respectivamente, reflejando sensibilidad nula segin la escala de
Duraffourd. En comparacién con Piper carpunya, que obtuvo halos inhibitorios de 10 -14
mm, se observa una gran diferencia, que puede ser debida a la correlacion que existe entre
los metabolitos secundarios (no existentes en el tamizaje fitoquimico de la raiz de Piper
nubigenum Kunth) y la deficiencia del efecto antimicrobiano frente a cepas ATCC de C.

albicans. 1420

En cuanto al extracto acuoso de la raiz de Piper nubigenum Kunth al 100%, 75%, 50% y
25% frente a cepas ATCC de C. albicans, los halos inhibitorios obtenidos fueron de 4.6 mm,
3.5mm, 4.6 mm y 4.6 mm respectivamente, estos valores son menores a 8 mm, por lo tanto,
determinan sensibilidad nula segln la escala de Duraffourd, es decir, no tiene actividad
antimicrobiana frente a cepas ATCC de C. albicans. Este tipo de extracto no pudo ser
comparado con investigaciones acerca de la familia Piper, debido a que no existen estudios

cientificos relacionados con la actividad antimicrobiana.

Los resultados negativos obtenidos en el analisis del tamizaje fitoquimico, de los extractos
de la raiz de Piper nubigenum Kunth, en comparacion con Piper carpunya y Piper
augustifolium, pueden ser debidos a varios factores como: el 6rgano de la planta utilizada,
la especie, la técnica de extraccion de metabolitos, el tipo de cepa utilizada y el método de
evaluacion. Estos factores pueden variar los metabolitos presentes en la planta, afectando al
efecto antimicrobiano reflejado en los halos de inhibicion de los extractos frente a las cepas
ATCC de E. faecalis y C. albicans.®+5®
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La significancia estadistica obtenida en el extracto etéreo y el extracto alcohdlico de la raiz
de Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de E. faecalis, indica que estos dos extractos
en sus diferentes concentraciones obtuvieron valores iguales de sensibilidad, con halos de
inhibicion mayores a 8 mm por lo tanto se considera que poseen un efecto antimicrobiano
bajo y que la cepa de E. faecalis segun la escala de Duraffourd es sensible al extracto etéreo
y alcohdlico, no puede compararse con ningun otro estudio, debido a que no se han realizado
investigaciones del extracto etéreo, pero se debe tener en cuenta que si existié un efecto

antimicrobiano bajo.

Los resultados obtenidos en el extracto etéreo de la Piper nubigenum Kunth al 100%, 75%,
50% y 25% frente a cepas ATCC de E. faecalis, muestran valores de 10 mm, 9.33 mm, 8.33
mm y 8.66 mm respectivamente que en comparacion con el control positivo realizado con
amoxicilina + acido clavulanico, con un halo inhibitorio de 25 mm, se demostro que existe
una gran diferencia en la inhibicidn que produce el extracto etéreo y la inhibicion producida
por el control positivo. Segln un estudio realizado por Alvarado et al. ¥ los alcaloides y
sobre todo las saponinas y taninos, ejercen efecto antibacterial en bacterias Gram (+)
resistentes a antibioticos, como E. faecalis. El extracto etéreo de la raiz de Piper nubigenum
Kunth posee alcaloides, pero no refleja saponinas ni taninos por lo tanto esto puede afectar

al halo inhibitorio del extracto etéreo.

Comparando los resultados obtenidos, en el efecto antimicrobiano de la Piper nubigenum
Kunth, frente a cepas ATCC de E. faecalis y C. albicans, productoras de enfermedades
bucales, se confirma que, en la evaluacion tanto del extracto etéreo en todas sus
concentraciones, como del alcoholico al 25%, frente a cepas ATCC de E. faecalis, se
obtuvieron valores similares, que oscilan entre 8,3 mm y 10 mm, que segun la escala de
Duraffourd refleja que la cepa de E. faecalis se muestra sensible a estos extractos. Por otra
parte los extractos en general frente a cepas ATCC de C. albicans obtuvieron valores que
oscilan entre 7,33 mm y 2,33 mm, considerados halos de inhibicién bajos con actividad
antimicrobiana no significativa, que comparados con la escala Duraffourd al tener halos de

inhibicion menores a 8 mm, son considerados valores con sensibilidad nula.?®
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9. CONCLUSIONES.

En el analisis fitoquimico de la raiz de Piper nubigenum Kunth, se identificO metabolitos
secundarios presentes en los tres extractos, importantes en la actividad antimicrobiana. En
el extracto etéreo se evidencio alcaloides, por otro lado, en el extracto alcohdlico se
evidenci6: alcaloides, flavonoides, quinonas, fenoles y taninos, por ultimo, en el extracto
acuoso se identifico: alcaloides, taninos y flavonoides. Ademas, se evidenciaron otros
metabolitos en los extractos, que no son importantes en el efecto antimicrobiano (aceites y
grasas, compuestos catequinolicos, azlcares reductores, antocianidina y polisacaridos) los

cuales fueron constatados a través de reacciones de opalescencia, coloracion y precipitacion.

Se determino la actividad antimicrobiana frente a cepas ATCC de E. faecalis, a partir de tres
extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth en diferentes concentraciones, demostrando
en el extracto etéreo valores de 10 mm, 9.33 mm, 8.3 mm y 8.6 mm, que son considerados
valores significativos y determinan sensibilidad, segun la escala de Duraffourd. En el
extracto alcoholico en varias concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) se obtuvo halos
inhibitorios de 6.33 mm, 7.3 mm, 3 mm y 9 mm respectivamente, de estos valores el mas
significativo fue el obtenido en el extracto alcohdlico al 25% que segun la escala de
Duraffourd determiné sensibilidad. Por ultimo, en el extracto acuoso a varias
concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) no se obtuvieron halos inhibitorios, por lo tanto,
no se obtuvo efecto antimicrobiano. Por consiguiente, los valores mas significativos de los
tres extractos fueron los obtenidos en el extracto etéreo en las cuatro concentraciones y en

el extracto alcoholico al 25%.

Se determind la actividad antimicrobiana frente a cepas ATCC de C. albicans, a partir de
tres extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth, en cuatro concentraciones (100%, 75%,
50% y 25%) demostrando que en el extracto etéreo se obtuvieron valores de 7.6 mm, 4.6
mm, 7.33 mm y 2.3 mm respectivamente, que son considerados valores no significativos,
por lo tanto, segun la escala de Duraffourd tienen sensibilidad nula. En el extracto alcohdlico,
se obtuvieron halos inhibitorios de 2.3 mm, 2.6 mm, 3 mm y 2.6 mm respectivamente,
considerados valores no significativos con sensibilidad nula segln la escala de Duraffourd.
Por ultimo, en el extracto acuoso, se obtuvieron halos inhibitorios de 4.6 mm, 3.5 mm, 4.6
mm y 4.6 mm valores que demostraron sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd. Por

consiguiente, los valores obtenidos por los halos inhibitorios de los extractos en general
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frente a cepas ATCC de C. albicans presentaron sensibilidad nula, asi pues, no se obtuvo

efecto antimicrobiano.

La evaluacion del efecto antimicrobiano de Piper nubigenum Kunth, frente a cepas ATCC
de E. faecalis y C. albicans, productoras de enfermedades bucales, demostr6 que la cepa
ATCC de E. faecalis se mostro sensible al extracto etéreo en sus cuatro concentraciones y al
extracto alcohdlico al 25%. Se encontrd ademas que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores inhibitorios del extracto etéreo y el control positivo frente a
la cepa ATCC de E. faecalis (p=0,00) y que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores inhibitorios del extracto etéreo y del extracto alcohdlico de la
raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de E. faecalis (p=0,742). Por Gltimo,
se demostrd que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores
inhibitorios del extracto etéreo (p=0,002), alcohdlico (p=0,002), y acuoso (p=0,001), de la
raiz de Piper nubigenum Kunth frente a la cepa ATCC de C. albicans y el control positivo

Se determind un nivel bajo de efecto antimicrobiano en el extracto etéreo en sus cuatro
concentraciones, y en el extracto alcoholico al 25% frente a cepas ATCC de E. faecalis, que
puede deberse a que en estos extractos existe presencia de alcaloides, pero no de saponinas,
estos metabolitos junto con lo taninos ejercen efecto antimicrobiano en bacterias resistentes
a antibioticos. Por el contrario, no existio efecto antimicrobiano significativo en los tres
extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth frente a cepas ATCC de C. albicans, esto
puede ser debido a la ausencia de metabolitos importantes en el efecto antimicrobiano como:
saponinas, reportadas como antimicoticas. La patogenicidad del hongo C. albicans
dependeréa de varios factores, entre ellos su capacidad de adhesion, que favorece la formacién
de una biopelicula, ayudando al hongo a adherirse firmemente a las superficies, lo que
facilita la invasion y diseminacion de C. albicans, ademas posee un mecanismo de
resistencia a los antifungicos creando una barrera permeable, que bombea expulsando al

farmaco fuera del microrganismo, por lo tanto, es mucho mas dificil su eliminacion.(©2-6%)
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10. RECOMENDACIONES

Para estudios futuros, se debe tener en cuenta, el estudio de la raiz de Piper nubigenum Kunth
como: antiespasmodico, antitusivo, diurético, sedante o antiinflamatorio, basado en la gran

cantidad de alcaloides que posee la raiz de Piper nubigenum Kunth.

Se sugiere realizar un estudio con las hojas de Piper nubigenum Kunth, debido a que las
comparaciones que se han realizado durante toda la investigacion, con estudios relacionados
a la familia Piper, han sido realizados con las hojas, puede ser que en este organo se
encuentre mayor cantidad de metabolitos secundarios relacionados con la actividad

antimicrobiana.
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12.ANEXOS

ANEXOL1. Halos inhibitorios de los extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth

frente a cepas ATCC de E. faecalis.

100% 75% 50% 25%
Extracto 11 mm 9 mm 8 mm 8 mm
Etéreo 11 mm 10 mm 9mm 9 mm

8 mm 9 mm 8 mm 8 mm
Extracto / / / 9 mm
Alcoholico 9 mm 11 mm / 9 mm

10 mm 11 mm 9 mm 9 mm
Extracto / / / /
Acuoso / / / /

/ / / /
Control positivo Amoxicilina + Acido clavulanico 25 mm

Control negativo

Agua destilada esterilizada

ANEXO 2. Halos inhibitorios de los extractos de la raiz de Piper nubigenum Kunth

frente a cepas ATCC de C. albicans.

100% 75% 50% 25%
Extracto 7mm / 7mm /
Etéreo 8 mm 7 mm 7mm /

8 mm 7 mm 8 mm 7 mm
Extracto / / / /
Alcoholico 7 mm 8 mm 9 mm 8 mm

/ / / /
Extracto / / / /
Acuoso 7 mm / 7 mm 7mm

7 mm 7 mm 7 mm 7 mm
Control positivo Ketoconazol 22 mm

Control negativo

Agua destilada esterilizada
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ANEXO 3. Certificado de donacion de cepas ATCC por parte de la ESPOCH.

ESPOCH

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

A peticion verbal de la interesada Srta. Estefania Katherine Mosquera Santos con cédula de
identidad nimero 1719101196

CERTIFICADO

Yo, Yolanda Veronica Buenafio Sudrez con cédula de identidad 0604490490, Técnico de
Laboratorio de Andlisis Bioguimico y Bacteriolégico de la Escuela Superior Politécnica De
Chimborazo certifico que las cepas de Cdndida albicans ATCC10231 Y Enterococus faecalis
ATCC29219 pertenecen a dicho laboratorio y fueron utilizadas en la realizacion del trabajo de
investigacion de |a Srta. Estefania Katherine Mosquera Santos.

£s todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad pudiendo la interesada hacer uso de este
documento como estime conveniente.

Ricbamba, 23 de Noviembre de 2020

Alentamente

BQF. Yolarda Buénano
TECNICO DE LABORATORIO ESPOCH
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ANEXO 4. Certificacidn de la planta otorgada por el herbario de la ESPOCH.

( HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO

- p Panamericans war Km |, fone: (03) 2 995200 cxt. 12D, josrnnged o yahoo com

= Rishamba Ecusder

Ofc.No.021.CHEP.2020

30 de marzo del 2021
A QUIEN CORRESPONDA

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico que el sefiorita Mosquera
Santos Estefania Katherine con Cl: 171910119-6, tesista de Odontologia de la UNACH, con
permiso de investigacion: NO MAE-ARSFC-2020-0881, se identifico la especie: Piper
nubigenum Kunth.. Esta especie es nativa, que se revizd en el herbario y se archivara en un
afo para los fines pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a la verdad y el interesado
puedo usar el presente certificado como crea conveniente.

Atte.

; RESPONSABLE
HERBARIO ESPOCH
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ANEXO 5. Pronunciamiento favorable N° MAAE-ARSFC-2020-0881.
MINISTERIO DEL AMBIENTE Y AGUA

PRONUNCIAMIENTO FAVORABLE No. MAAE-ARSFC-2020-0881

Srta. MOSQUERA SANTOS ESTEFANIA KATHERINE,

Una vez que la propuesta para Autorizacion de Recoleccion de Especimenes de la Diversidad
Biologica Sin Fines Comerciales para Investigacion Cientifica, ha sido analizada, el Ministerio del
Ambiente y Agua en uso de las atribuciones que le confiere el Acuerdo Interministerial
SENESCYT-MAE N°001 aprueba el Proyecto EFECTO ANTIMICROBIANO DE Piper
nubigenum Kunth FRENTE A CEPAS ATCC DE Enterococcus faecalis y Candida albicans
PRODUCTORAS DE ENFERMEDADES BUCALES, al haber cumplido con los parametros
técnicos, administrativos y legales, establecidas en la ley.

Por lo dispuesto, se solicita realizar el pago correspondiente en:

BANECUADOR

RUC MAAE: 1768192860001

CUENTA CTE. No. 3001480604 / SUB-LINEA: 190499

TIPOS DE SERVICIOS: Servicios de Areas Protegidas y Vida Silvestre
En base a lo dispuesto en el Texto Unificado de la Legislacion Ambiental Secundaria.
Atentamente,

LOAIZA BOSMEDIANO DAVID ABRAHAN

DIRECCION DE BIODIVERSIDAD

171

i
e Sodige posts! Pog 2 355 ‘ GOBIERNO
e o - x DE TODOS
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ANEXO 6. Guia de movilizacion.

MINISTERI JEL AMBIENTE Y AGUA

AUTORIZACION DE MOVILIZACION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVE

AUTORIZACION DE RECOLECTA
GUIA N°. 00057
CODIGO: MAAE-ARSFC-2020-0881
DATOS DEL SOLICITANTE
N. ldentificacion: 1719101196
Nombres: MOSQUERA SANTOS ESTEFANIA KATHERINE

DATOS DEL RESPONSABLE DE LAS MUESTRAS O ESPECIMENES A TRANSPORTAR

N° de C.1/ Pasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad Transportista
MOSQUERA SANTOS
1719101196 ESTEFANIA KATHERINE Ecuatoriana Si
ORIGEN
Provincia
ECUADOR

Tipo de Transporte: Temesve

DESTINO

Provincia Canton Parroquia

CHIMBORAZO RIOBAMBA RIOBAMBA

Centro de Tenencia: Herbario Escuela supeno Técnica del Chimborazo

FECHA DE MOVILIZACION

|Dom:202103-12 Il-luu:202103-15

MATERIAL BIOLOGICO A MOVILIZAR

Especie Tipo de Muestra Namero Muestra Lote Muestra
Plantae-Piperales-
Magnoliopsida-Piper-Piper raiz 30 N/A
Wﬂ.l’l‘l
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ANEXO 7. Autorizacion de recoleccidn de especimenes de especies de la diversidad

biologica Nro. 881

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 881

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)

1.- AUTORIZACION DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

2.-CcODIGO
MAAE-ARSFC-2020-0881

3.- DURACION DEL PROYECTO
FECHA INICID FECHA FIN

2020-12-25 202 1408-25

4.- COMPOMNENTE A RECOLECTAR

Plantag

El Ministerio del Ambiente y Agua, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacidon a la
Ley Forestal y de Conservacion de Areas Maturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVVESTIGADORES ITECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

N da N°REGISTRO GRUPD

CiPasaporie Nombres y ApslNdos Nacionalidad | oo ypeoyT EXPERIENCIA | 5oy oGico
GUERRERD VACA

0603893298 iy Ecustoriana 72417588 Magnaiopsida

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Nombre del Proyecto: EFECTO ANTIMICROBIANG DE Piper nubigenum Kunth FRENTE A
CEPAS ATCC DE Enterococcus faecalis y Candida albicans PRODUCTORAS DE
ENFERMEDADES BUCALES

7.-SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:
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MINISTERIO

EL AMBIENTE Y AGUA

Evalar d efecio amtimicrobiano de la Piper Nubigenum Kunth, fente a cepas ATCC de Entemcoccus faecalis y Candida aibicans,
producioras de enfermedades bucales

Reahizar un andisis floquimico da 1os ex¥actos de la raiz dela Piper Nubigenum Kunth, pam conooer los princpales metabavos
secundanos posibles en la achwdad ansmicrabiana

Determinar la achwdad antimicrobiana de los extracios de la miz de la Piper Nubgenum Kunth, fente alas cepas ATCC de Emerocoocus
faacals y Candida alticans, medane habs de inhiicdn

Estabiecer s sgnificanca estadisticade los resultados de inhibicidn de los exractos de la raiz dela Pper Nubigenum Kunth en la
Inhibicdn de ospas ATCC de Enterococcus Becals y Candida altbicans

8.- AREA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O

ESPECIMENES:
PROVINCIAS SNAP BOSQUE PROTECTOR
PASTAZA NA NA

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

CLASE

FAMILIA GENERO ESPECIE TIPO MUESTRA N* MUESTRA

Magnolopsida

Pperdes

Piperaceas Pper Pper nubiganum raiz 30

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

Se recdectan bs ejemplares en bolsas, en donde se guardarin los materides recdectados hasta su

FASE DE preparacdn para el secado. Se anotan los datos de la colecta, como la fecha, localidad de muesteo, nambre

RECOLECCION: del colector, @stud, habitat, condcones del Sempo en el momenio de la colecta. Recordar que las plantas
daben ser cogdas con moderadion y solamente aquella cantdad que se vaya a harborzar

FASE DE e conserva s especies recogidas impas en una baisa hasta su secado ¢ cual se realz ara de fomanaturd

PRESERVACION: por el método de secado a la sombra siemgre aislandola del sol y la humedad

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

METODOS
EMPLEADOS
ENEL
LABORATORIO:

secado, moliends, prepamadn exyacios ekeo, aloohdioo y acuosos mediante maceracdn de s mateda
vegetal en bs diferenies solventes, tamizaje $0qu iMico CoN reactivas, concenyacion de exyracios y diucdn
de bs mismos en déerentes concenyaciones, acivacidn y semb@ de mcroarganismo , colocacion de dscos
en tlanco de antbiograma, colocacdn de las dierentes concanracones da l0s exyacios, incubacdn pa 24
horas, medadn de los haos de nhbicdn proparconados en cada unode los mcooganismo resultado de
la colbcacdn de las concenracanes de los difemnies oxvactos

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS

PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

_ 2/5
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MINISTERIO DEL AMBIENTE Y AGUA

Grupo Bioldgico a Tipo de
Recolectar Descripcién Equipamiente
Equpoen
Magnolops da SOBRES DE PAPEL. BOLSASDE NYLON, AGUAMILLIQ, ETIQUETAS oo
Magnolopsda RAIZ, TIJERAS DE PAR, MACHTE —
mpo
Equpoen
Magnolopsda BALANZAS ANALIICAS, SORBONA, ESTUFA, MUFLA poras
Magnolopsda CAJAS PETRI, PAPEL TOALLA ESTERILES Matortsi on
” Laboratono
~ - PAPEL ALUMINIO, FUNDAS ZIPLOC, TUERAS, NAVAJA, ETIQUETAS, ROTULADORES, Material en
gnolops CAJAS DE CARTON, LIBRETA DE CAMPO Campo
e e CAJAS PETRI, TUBOS DE ENSAYO, MORTERO, PIPETAS, BISTURI, ESTILETE, Material en
gnolops GUANTES, ALCOHOL Laboratorio
- - REACTIVOS PARA TAMIZAJE, REVERBERO, TUBOS DE ENSAYO SOLVENTES PARA Material en
gnolops PREPARACION DE EXTRACTOS Laboraorio

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Magnolopsda Hedano Escuela supedo Téonca del Chmbarazo

14.- RESULTADOS ESPERADOS

En el presente estudio se espera obtener los metabolitos secundarios de los extractos, etéreo,
alcohdlico y acuoso de la raiz de la Piper nubigenum Kunth y probar estos extractos en diferentes
concentraciones frente a cepas ATCC de Enterococcus faecalis y Candida albicans, esperando
un resultado significativo en los halos de inhibicion que resulten del estudio.

15.- CONTRIBUCION DEL ESTUDIO PARA LA TOMA DE DESCICIONES A LA
ESTRATERGIA NACIONAL DE BIODIVERSIDAD 2011-2020.

METAS DESCRIPCION

Meta04.19.01Para & 2021, el Ecuador implementa En la presente investgacdn, se busca ampliar el conoamiento de la medana

a agenda nacional de nvessgacionas, con el ances¥a analizando Bs caractersicas dela Piper nubigenum Kunh y su efecio
Invaucranientode la academia, secior pubico, ansmicobano fente a cepas ATCC de Enterococcus faecalis y Candda abcans,
privado, puetios y naconaldades produciomas de enfermedades bucales

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES

1. Solicitud de: MOSQUERA SANTOS ESTEFANIA KATHERINE
= 3/5
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MINISTERIO DEL AMBIENTE Y AGUA

2. Institucion Nacional Cientifica : UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2021/06/10
4. Valoracion técnica del proyecto: TELLO RAMOS FANNY ELIZABETH

5. Esta Autorizacion NO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS Y HONGOS.

6. Esta Autorizacion NO HABILITA EXPORTACION DE FLORA, FAUNA, MICROORGANISMOS
Y HONGOS, sin la correspondiente autorizacion del Ministerio del Ambiente y Agua.

7. Los especimenes 0 muestras recolectadas no podran ser utilizadas en actividades de
BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GENETICO.

8. Los resultados que se desprendan de la investigacion, no podran ser utilizados para estudios
posteriores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previa autorizacion del Ministerio del Ambiente
y Agua.

OBLIGACIONES DEU LOS INVESTIGADORIES.

9. Ingresar al sistema electronico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
biolégica del ministerio del ambiente y agua, el o los informes parciales o finales en formato PDF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depdsito o recibo de las muestras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatorianas como Internacionales depositarias de material
biolégico.

- Escaneado de las publicaciones realizadas o elaboradas en base al material bioldégico
recolectado.

- Escaneado de material fotografico que considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (se mantendra los derechos de autor).

10. Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos el nimero de Autorizacion de
Recoleccion otorgada por el Ministerio del Ambiente y Agua, con el que se recolecto el material
biolégico.

11. Depositar los holotipos en una institucién cientifica depositaria de material biolégico.

12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no mas de un
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MINISTERIO DEL AMBIENTE Y AGUA

afo.

13. Las muestras biologicas a ser depositadas deberan ingresar a las colecciones respectivas
siguiendo los protocolos emitidos por el Curador/a custodio de los especimenes.

14. Las muestras deberan ser preservadas, curadas y depositadas de lo contrario, se deberan
sufragar los gastos que demanden la preparacion del material para su ingreso a la coleccion
correspondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se
responsabiliza a MOSQUERA SANTOS ESTEFANIA KATHERINE.

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
CEVALLOS ROMAN GERARDO RAMIRO
2021-01-22
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