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TEMA: “Actividad Antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia

reticulata sobre Candida Albicans. Estudio In Vitro™.

Autor: Marilt Jhoselin Vallejo Salazar

Tutora: Dra. Marina Antonia Dona Vidale

RESUMEN

Con base cientifica se conoce que, Candida Albicans es el hongo més frecuente en la
cavidad oral, caracterizandose por ser oportunista y patdégeno importante. Es por ésta
razén que éste estudio estd encaminado a la busqueda de nuevas alternativas, de facil
acceso y bajo costo, con la finalidad de tratar patologias orales, mediante la utilizacion
de los principios activos de las plantas medicinales. Se planted identificar la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata en
concentraciones de 50% 75% 100% sobre cepas de Céndida Albicans ATCC®
10231™, con medicamento control positivo ketoconazol 15mg/ml y nistatina 30mg/ml,
y para el control negativo agua destilada. El extracto de la planta Cassia reticulata se
obtuvo por maceracién a temperatura ambiente con solucion hidroalcohdlica. Para
activar la levadura se utiliz6 Agar dextrosa Sabouraud 4% (Merck) vertidas en placas
Petri estériles. Se midio la zona de inhibicion formada alrededor de los discos de filtro
embebidos por las concentraciones del extracto. Como resultado se determiné que: las
concentraciones de Cassia reticulata al 75% y 100% obtuvieron actividad inhibitoria
frente a Céandida Albicans, no hubo respuesta antimicrobiana con la concentracién al
50%. La nistatina 30mg/ml obtuvo mayor halos de inhibicién en comparacién con
ketoconazol 15mg/ml.

PALABRAS CLAVES: CANDIDA ALBICANS, CASSIA RETICULATA,
EXTRACTO HIDRALCOHOLICO.
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TOPIC: “Antimicrobial effect of the hydro-alcoholic extract of the Cassia reticulata

plant on the Candida Albicans. In Vitro study”.

Author: Marilu Jhoselin Vallejo Salazar

Tutor: Dr. Marina Antonia Dona Vidale

ABSTRACT

There is scientific probe that the Candida Albicans is the most common fungus in the
oral cavity, and it is characterized by being an opportunist and a relevant pathogen. It is
why this study aims at seeking new alternatives, easy to obtain at a low cost, in order to
treat oral pathologies through the use of the main components of medicinal plants. It
was proposed to identify the antimicrobial activity of the hydro-alcoholic extract of the
Cassia reticulata plant at 50%, 75% and 100% on strains of Candida Albicans ATCC®
10231™, The positive control was made with ketoconazole 15mg/ml and nystatin
30mg/ml, and the negative control was made with distilled water. The Cassia reticulata
extract was obtained through maceration at room temperature with a hydroalcoholic
solution. The yeast was activated with Sabouraud dextrose agar 4% (Merck) put is
sterile Petri dishes. It was measured the inhibition area formed around the discs with the
concentrations of the extract. As a result, it was determined that the concentrations of
Cassia reticulata at 75% and 100% showed and inhibitory effect on the Candida
Albicans. There was no antimicrobial effect in the 50% concentration. The nystatin
30mg/ml had greater inhibition halos when compared with the ketoconazole 15mg/ml.

KEY WORDS: CANDIDA ALBICANS, CASSIA RETICULATA, HYDRO
ALCOHOLIC EXTRACT.
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INTRODUCCION

Una planta medicinal es un recurso bioldgico, que tiene propiedades activas capaces de
aliviar enfermedades. Matera et al (1) afirman que, los paises en vias de desarrollo
producen 2/3 partes de las especies vegetales medicinales de todo el mundo. El uso de
remedios de origen herbario, se remontan a la historia, en las que virtualmente todas las

culturas que hemos conocido tienen evidencias del uso medicinal de plantas.

En los ultimos afios las personas han regresado a la medicina tradicional herbolaria, ya
sea por lo natural o por los descubrimientos de los efectos dafiinos de los farmacos
sintéticos (2). La necesidad del hombre de curar sus dolencias, lo ha encaminado a las
plantas y sus beneficios, préactica que se ha mantenido a lo largo de los siglos (3). Stella
et al (4) mencionan que el uso de la medicina natural se da en mayor porcentaje en las

zonas rurales y de estratos econémicos mas bajos.

El consumo de la medicina herbolaria, ha ido aumentando en los ultimos afios. La OMS
(5) asegura que, la atencién primaria de salud de hasta un 80% de la poblacion de los
paises en desarrollo se basa en la medicina tradicional, ya sea por ensefianza ancestral, o

porque en los lugares en los que viven no existe otra opcion.

En los paises de primer mundo, muchas personas recurren a diversos tipos de remedios
naturales porque consideran que «natural» es sindbnimo de inocuo. Dentro de la
medicina tradicional, las especies de plantas con propiedades curativas juegan un papel

muy importante en aliviar problemas inmediatos de salud.

En el Ecuador hay 16°221.610 habitantes hasta abril 2017 lo asegura INEC (6). El
Sistema Nacional de Salud (SNS) se fragmenta en publica y privada, de los cuales, el
20% de la poblacion cuenta con algun tipo de seguro, (IESS, ISSFA, ISSPOL,
SEGURO CAMPESINO). Mientras tanto, el 80% de la poblacion ecuatoriana no tiene

proteccién garantizada.



Es por ésta razon, que al ser los servicios de salud una de las necesidades mas sentidas
en nuestro pais, las personas han buscado alternativas de curacion en plantas. Con base
a éste planteamiento, se considera que cada vez es méas importante revalorar los usos de
plantas medicinales, ya que en ellas se encuentra un recurso inofensivo y eficaz para

satisfacer y complementar las necesidades de salud.

En los Gltimos afios, el avance cientifico en cuanto a descubrir medicamentos naturales
contra enfermedades flungicas oportunistas ha ido conduciendo a muchas
investigaciones de nuevos recursos bioldgicos que puedan ser empleados en el manejo
integrado de padecimientos, con menos efectos negativos para las personas por tratarse

de productos naturales.

La produccion de sustancias bioactivas a traves de extractos de origen vegetal han
permitido re-conducir lo que hasta ahora se conoce y ser un co-ayudante en la medicina
moderna. Hernandez (7), asegura que todos los estudios de extractos y esencias en
plantas antimicrobianas encaminaradn a que las personas puedan utilizar los recursos

naturales de su pais sin miedo que represente un riesgo para la salud humana.

El extracto de las plantas es variable, depende del tipo de tejido, edad de la planta, su
habitat y tipo de suelo. La medicina natural es una alternativa sustentable, de economia

accesible, amigable con el medio ambiente y potencialmente renovable.

Dentro de éstos recursos usados en la herbologia, encontramos a los extractos de la
especie Cassia reticulata, familia Fabacae. Es una planta poco estudiada en el campo de

la odontologia. Perteneciente a las regiones célidas de América del Sur.

Nunes do Santos et al (8) mencionan en su estudio la composicion quimica de la planta
Cassia reticulata donde encontraron seis antraquinonas, que se utilizan para el
tratamiento de las aftas y otras afecciones de las mucosas bucales y sus infusiones se

usan como laxantes. También se utiliza en purgantes, en particular para desparasitar.



Negroni (9) en sus estudios sefiala que, Candida Albicans es una levadura con
caracteristicas muy diversas y que puede asumir patogeneidad y causar Candidiosis
cuando tiene lugar una alteracion en la inmunidad del huésped, asi mismo menciona

mas de doscientas especies de Candida.

Al menos ocho tipos de especie de Céandida son de interés en Odontologia, la
candidiasis es el prototipo clasico de una infeccion oportunista, y que se trata de un
organismo comensal de la cavidad oral, que se convierte en patdgeno cuando existen los
factores predisponentes apropiados como es la xerostomia, uso nocturno de protesis
removible, tabaquismo, terapéutica antibidtica, trastornos inmunolégicos, etc. (10)

Con ésta investigacion, se pretende obtener resultados favorables contra Céandida
Albicans, que ayuden al tratamiento de manera natural, que sea de bajo costo y de
accesibilidad inmediata para las personas mas necesitadas que no pueden recurrir a la
medicina moderna con facilidad, mejorando asi su calidad de vida, salud y bienestar. Y
sentar un precedente en estudios posteriores, en donde se pueda emplear en productos
anti fungicos de la cavidad bucal y ser un beneficio para quien lo requiera.



CAPITULO 1

1. EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Céandida Albicans puede pasar de su estado inofensivo a una situacion patégena por
alteracion en la susceptibilidad del huésped. En las personas inmunodeprimidas suelen
dar un indicador precoz de la enfermedad catastréfica que conllevan, marcando la etapa
de severidad y afirmando un prondstico de la misma. La forma de transmision y
propagacion es mediante la transmision endégena, por contacto a través de la piel y las

mucosas, por inoculacion o mordedura (11) (12).

Es una infeccion que se localiza en todo el mundo, en las Gltimas dos décadas las tasas
de mortalidad y morbilidad de éstas patologias se han incrementado, éste es el primer
signo de deterioro inmunoldgico en una persona. La Céandida albicans es capaz de
adoptar nuevas formas, lo que le hace resistente a los farmacos, la forma micelial es méas
virulenta que la forma levaduriforme. La habilidad de la C. Albicans en formar tubos
germinales es lo que le da la total capacidad virulenta, aunque hacen faltan muchos
estudios méas que avalen ésta teoria (13).

De todas las especies de hongos, Candida Albicans es la mas prevalente y suelen ser los
primeros en sacar partido de cualquier reduccién del sistema defensivo de la célula
huésped. La forma clinica de infeccién por miembros del género Candida se lo conoce
como Candidiasis. La candidiasis es provocada por una proliferacion excesiva de
Candida Albicans, cuando se infiltran en las capas de la mucosa bucal, y se presenta
una infeccion odontopatogena (10) (14).



Sapp et al (10) indican que las infecciones por Candida Albicans clinicamente tienen
lugar en la superficie de la mucosa, donde algunas son blancas y se desprenden con
facilidad a lo que Carranza et al (14) afirman de igual manera que, son féciles de
desprender con una gasa.

Otros tipos basicos de candidiasis oral son de color rojo, eritematoso lo cual se debe a la

atrofia y erosion epitelial, y a una intensa inflamacion de tejido subyacente.

Las protesis dentales mal ajustadas y con muchos afios de uso, se pueden asociar a la
candidiasis como factor predisponente (12). Barata et al (15) en su estudio, indican que
la C. Albicans esta presente en el 35% de los casos de factores predisponentes asociados
a protesis dental. Asi mismo, recalca que la candidiasis es una patologia de origen
multifactorial, que no se puede atribuir a factores concretos, pero si a un cimulo de

ellos.

La ubicacion de cualquier tipo de protesis dental en boca, provoca inevitables
variaciones en el medio bucal, que obligan a los tejidos a reaccionar para adaptarse a
nuevas situaciones. En general, cualquier irritacion de la mucosa por uso protésico tiene

un buen pronostico si se elimina el factor causante (16).

La localizacion de la candidiasis suele presentarse en la superficie del epitelio o
proximos al mismo, la medicacion anti flngica es mas efectiva via topica, que la
administrada via sistémica. Nuevos estudios han indicado que para el tratamiento de la
candidiasis se puede emplear nano particulas bioahdesivas como moduladores de la

adherencia de las células epiteliales vestibulares (10) (14).

El desarrollo de patogeneidad, la resistencia a los procedimientos terapéuticos y la
capacidad de evadir las defensas del huésped son las situaciones que requieren nuevas
estrategias de control, prevencion y curacion. Panizo (13) asegura que, como comensal
de la cavidad bucal, la candida se adhiere a las proteinas de la saliva y las bacterias
cercanas para evitar su eliminacion, lo que nos podria indicar que éste es el primer paso

para propagarse la infeccion.



Por estos motivos, es necesaria la investigacion de nuevos productos naturales, que
alivien las necesidades de los enfermos y disminuyan los efectos secundarios de los

farmacos que existen en la actualidad.
Formulacion de la pregunta de investigacion:

¢Serad que el extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia Reticulata posee un efecto
antimicrobiano sobre Céandida Albicans?

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar la Actividad Antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de la planta

Cassia reticulata sobre Candida Albicans. Estudio In vitro.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la actividad antimicrobiana de la planta Cassia reticulata sobre
cepas de Candida Albicans en una concentracion del 100%.

e Determinar la actividad antimicrobiana de la planta Cassia reticulata sobre
cepas de Candida Albicans en una concentracion 75%.

e Determinar la actividad antimicrobiana de la panta Cassia reticulata sobre
cepas de Candida Albicans en una concentracion de 50%.

1.3 JUSTIFICACION

Al menos el 98% de los recursos vegetales siguen sin ser explorados, lo que demuestra
que existen muchos productos biologicos activos capaces de ser utilizados para
desarrollar prototipos de medicamentos naturales nuevos y asi evitar toxicidad con los

farmacos sintetizados en laboratorios (17).



El uso medicinal de las plantas es el resultado de la experiencia y el intimo contacto que
el hombre ha acumulado desde tiempos ancestrales, el convivir con diferentes culturas y
en diferentes pueblos, y que éste conocimiento milenario es lo que le ha permitido la
supervivencia a pueblos que se encuentran lejanos a la medicina de las grandes
ciudades (18)

La OMS en el afio 1977 llamé a introducir al Sistema Nacional de Salud de cada pais

recursos medicinales ancestrales y acupuntura, lo que produjo un auge a nivel mundial

).

En base a estudios se conoce que la planta Cassia Reticulata sinonimia Nessa
Reticulata, es un colonizador a campo abierto, resistente a la sequia y la inundacion, y
que es capaz de rebrotar en las condiciones més desfavorables, lo que sugiere una
investigacion a fondo para entender sus mecanismos y sus posibles incursiones en el
campo de la medicina, ya que hoy en dia el 99% de los colonos los consideran una

hierba sin importancia (19).

De ésta manera, se revela la importancia del estudio de nuevas sustancias a partir de
plantas medicinales que podemos encontrar en el Ecuador. Que ayuden con los
problemas bucales, que sean de costo accesible y que permita reducir el consumo de
farmacos hechos en laboratorios, lo que es perjudicial para la salud a largo plazo. Lo
que se pretende buscar en éste estudio es que: el extracto hidroalcohdlico de la planta
Cassia Reticulata de positivos en contra de Candida Albicans, es decir que podamos
demostrar la inhibiciéon fangica, para que ésta sustancia siga siendo investigada en
estudios posteriores y poder emplear nuestros propios recursos como primera alternativa

en el “arsenal” ecuatoriano terapéutico.



1.4 HIPOTESIS

HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

El extracto hidroalcoholico de la planta Cassia Reticulata posee efectos anti fungicos

sobre Candida Albicans.
HIPOTESIS NULA

EL extracto hidroalcoholico de la planta Cassia Reticulata no posee efectos anti

fangicos sobre Céandida Albicans.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Microbioma Oral

El microbioma oral es un término que abarca a toda la comunidad ecoldgica
existente entre microorganismos patégenos, simbidticos y comensales que

comparten nuestra cavidad bucal.

Nuestro cuerpo esta formado con alrededor de un billon de células, de las cuéles,
unos cien millones son el numero de bacterias que conviven con cada persona. Y, el
microbioma oral representa el 26% del microbioma total humano. En la boca
encontramos unos de los ecosistemas mas diversos de todo el cuerpo, encontrando
bacterias, hongos, protozoarios y virus, los cuales viven en equilibrio mientras la
susceptibilidad del huésped no se vea afectada por diferentes situaciones como las

enfermedades.

En la cavidad bucal todas las superficies estan recubiertas por microbioma, las
cuales al volverse patégenas producen infecciones bacterianas lo que desencadena
en una condicion susceptible a ciertas enfermedades bucales como las provocadas
por la levadura Céandida Albicans. La presencia de una microbioma oral equilibrada,
libre de virulencia, depende de ciertos factores como la presencia de nutrientes, el
pH, la temperatura, el nivel de oxigeno, el uso de antibidticos en tiempos

prolongados, entre otros (20).

La ecologia bucal esta compuesta al menos por 600 taxones de especie, repartidos
en los diferentes habitats de la boca como la lengua, los dientes, el surco gingival, el
paladar duro, paladar blando, las amigdalas, las encias, los dientes (21)



En base a estudios cientificos se conoce que la flora oral normal ofrece beneficios a
la cavidad bucal al ejercer presion sobre microorganismos ajenos a la boca para que
no colonicen y asi poder mantener un equilibrio. En la cavidad bucal existen
alrededor de 200 especies de microorganismos transitorios y al menos 20 especies

son residentes (20).

La cavidad bucal es la puerta de entrada de bacterias provenientes del medio
ambiente, por ende posee un ecosistema oral formado por alrededor de seis mil
millones de bacterias, las cuales se dividen en patdgenas y no patégenas, unas son
transitorias, otras realizan fagocitosis sobre microorganismos ajenos para obtener

ventajas y simbiosis (20).

2.2 Reino Fungi

Los hongos son organismos diferenciados estructural y morfolégicamente de las
bacterias, animales y vegetales. A lo largo de la historia los seres humanos han
implementado el uso de los hongos a su vida cotidiana, para la fermentacién y
maduracion de quesos, embutidos, pan, alcohol. Se emplea los hongos para producir

acido glutamico, citrico, antibiéticos y antifungicos (9).

Los hongos se desarrollan en climas himedos, en la naturaleza viven sobre los
vegetales. Existen alrededor de 300.000 especies fungicas en el mundo, de
importancia médica y veterinaria son alrededor de 200 especies. A comienzos del
siglo XX, se produjo un gran interés por estudiarlos, ya que provocaban infecciones
<candidiasis> en humanos, especialmente en personas inmunodeprimidas,

portadores del SIDA, y por el uso prolongado de farmacos (9).
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La necesidad de vivir de sustancias organicas, han clasificado a los hongos como
heterotrofos; cuando se alimentan de materia organica viva se denominan saprobios,

cuando se alimentan de sustancia organica muerta se denominan saprofitos (9).

Los organismos fungicos son heterétrofos, aerobios, mesofilos o micro aerobios,
poseen enzimas que actlan en la degradacion de nutrientes, los hongos viven a una
temperatura de 20°c a 38°c, un pH de 5,6 a 7,2. No poseen la capacidad de formar
tejidos, poseen un cuerpo denominado <talo> de caracteristicas unicelulares o

pluricelulares (9).

El talo pluricelular de denomina micelio, posee ramificaciones a manera de tubos
cilindricos encolumnadas denominadas hifas, las mismas que crecen por su extremo
apical. Las hifas que se han ramificado dentro del sustrato para obtener mas
nutrientes se denominan rizoides. Los hongos que poseen un talo se denominan

levaduras, los hongos que poseen micelios se denominan mohos (9).

La nutricion fungica se realiza a través de la pared celular, mediante la entrada de
sales, aminoacidos, monosacaridos y agua, las cuales son degradadas por las
enzimas capaces de actuar sobre estructuras complejas como los lipidos y las
proteinas. Los hongos se reproducen por esporas sexuadas o asexuadas, que son
estructuras uninucleadas o multinucleadas inmdviles, sin flagelos. En mitosis, se
produce una division nuclear sin perder la membrana. En meiosis existen nucleos
diploides (9).

Las células fangicas poseen una compleja estructura que se detalla a continuacién

(9):
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Capsula: cubierta de defensa externa de la pared celular de los anticuerpos del

hospedador, formado por polisacaridos.

Pared celular: estructura rigida formada por quitina y proteinas, la funcion
principal es la permeabilidad contra agentes extrafios, facilitan el paso de nutrientes
y la eliminacion de desechos. Sus componentes pueden activarse a manera de

antigenos que provocan una respuesta alérgica del hospedador.

Membrana plasmatica: estructura interna que ayuda a mantener el equilibrio de la
célula, formadas por fosfolipidos y proteinas, posee en su estructura enzimas
importantes como el citocromo P450 que al sintetizar ergosterol crea un punto

blanco donde los farmacos acttan para inhibir su funcion.

Citoplasma: parte fundamental de la célula, ubicada entre la membrana plasmaética
y el nucleo celular, en su interior se localizan los organulos celulares como el

aparato de Golgi, ribosomas, reticulo endoplasmatico, etc.

Ribosomas: son complejos macromoleculares que generan propias proteinas,
poseen en su estructura ARN, la union de varios ribosomas sobre las membranas del

reticulo endoplasmatico se denomina poliribosomas.

Mitocondrias: estructuras que poseen ADN auto replicable, en general poseen una

forma alargada, pero varia segun el medio en que se localice.
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2.2.1 Clasificacion del Reino Fungi

En la actualidad al reino fungi se lo clasifica en cuatro grupos que se describiran a

continuacion (9) (22):

v' Ascomycota: el grupo de flngicos mas extenso, representando la mitad del
reino. Reproduccion sexuada y asexuada. Posee hongos patdgenos para el

humano.

v Basidiomycota: Poseen flungicos macroscopicos como las setas. Posee hongos

patdgenos, alucindgenos y tdxicos para el humano.

v Zygomycota: Reproduccion sexuada o asexuada, produce cadenas de hifas

sobre el pan <moho del plan>. Posee hongos patégenos para el humano.

v Chytridiomycota: pertenecen a la clasificacion mas antigua. Son saprofitos

primitivos, razon por la cual no posee patégenos para el humano.

2.2.2 Clasificacion por su reproduccion sexual desconocida

Existe otra clasificacion de acuerdo a su reproduccion sexual desconocida,

constituyendo un grupo indiferenciado (22):
e Deuteromycota: fingico de caracteristica saprofiticas, no se conoce
su mecanismo de reproduccion (sexuada o asexuada). En los humanos

produce muget y pie de atleta.

e Hongos imperfectos: de caracteristicas sexuadas desconocidas. Posee

actividad patégena en humanos.
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e Mitospéricos: ausencia de estado de reproduccion conocida. Patdgeno

en humanos.

2.2.3 Accion patogena de los hongos

Los hongos en condiciones heterotrofas actian sobre un organismo vivo, sea animal

0 humano; a través de tres importantes mecanismos (9):

e Invasion y proliferacion en los tejidos: penetran, se dispersan y se aseguran de

crear una respuesta de inmunidad frente a los antigenos.

e Liberacion de toxinas: algunas especies de hongos son capaces de producir un

metabolito secundario de tipo toxico denominado <micotoxinas>.

e Sensibilizacion: se encargan de producir una respuesta antigena frente a los

anticuerpos del hospedador.

El consumo de hongos que se localizan en la naturaleza puede ser toxico para el
hombre, puede causar dafios en el higado, en las neuronas, causar problemas
gastrointestinales e inclusive llegar a la muerte. Todos los sintomas de intoxicacién por

hongos se denominan “micetismo” (9).

2.2.4 Candida Albicans

Las levaduras del género Candida, en especial la especie Albicans, provocan la
mayoria de las micosis orales, al ser una enfermedad asintomaética es muy probable
su recidiva. En la consulta dental es frecuente ver patologias micoticas en personas
con un deterioro en su higiene, sistema inmunitario bajo, diabetes, alteraciones
leucocitarias, ingesta prolongada de proteinas, uso excesivo de farmacos, protesis

desadaptadas y deterioradas (9).
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El género Candida posee alrededor de 8 especies de levaduras, de las cuales la mas
virulenta y prevalente es la Candida Albicans dentro de las patologias orales
fangicas, es un hongo diploide asexual saprofito, a manera de levadura, polimorfo
ramificado en pseudo hifas (10).

Crecen como levaduras en presencia de monosacaridos y aerobiosis. En presencia de
carbono, polisacaridos y micro aerobiosis crecen a manera de seudohifas. Candida
Albicans es un eumiceto, que no participa de fase sexual en su reproduccion,
conocido como hongo imperfecto. Es un microorganismo patdgeno facultativo, que
puede pasar de su estado comensal a una situacion virulenta por alteracion del
huésped (9) (11).

Es libre en la naturaleza, residentes normales dentro de cavidad bucal, en situacion
no patdgena se localiza ademas en mucosa vaginal, tracto respiratorio e intestinal,

ademas se localiza en la piel, en mayor cantidad en zonas de mayor humedad (11).

2.2.4.1 Taxonomia
A la Candida albicans, se la clasifica de acuerdo a su taxonomia en (9) (10) (11)
(22):
Division: Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptococcaceae
Género: Candida

Especie: Albicans
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2.2.4.2 Candidiasis

Es un término que abarca las infecciones clinicas bucales producidas por miembros
del género Candida, como son especies Céandida Albicans, Candida Glabrata,
Céndida Tropicalis, Candida Parapsilosis, Céandida Guilliermondii, éstos
microorganismos en situacion comensal y en estado inmunoldgico apropiado no
representan un riesgo, pero poseen una elevada virulencia en alteracion de la
inmunidad del huésped (10).

La virulencia representada por la Candida Albicans, se debe a la capacidad que
posee para evitar los mecanismos defensivos del hospedador, a la resistencia
proporcionada por sus enzimas para activarse frente a farmacos fungicos y a la
manera de dafiar tejidos donde se encuentra. Posee la capacidad de alterar su
morfologia, evitando asi la fagocitosis, asi mismo, el cambio fenotipico que poseen

los vuelve més patdgenos capaces de resistir los tratamientos fangicos (22).

La candidiasis de la mucosa oral se presenta a manera de infeccion superficial
causada por Candida albicans, de prevalencia repetitiva y de incidencia severa. La
xerostomia, la hipersalivacion, la temperatura, el pH de la boca, son factores
predisponentes para que la Candida produzca infeccion. Cuando el hongo Albicans
0 cualquier otro patégeno invasor se localiza en boca, la saliva produce un
mecanismo de defensa tratando de arrastrar hacia el estobmago las levaduras
presentes para que no invadan., Pero como se menciond en la estructura de los
hongos, éstos poseen hifas, las cuales se ramifican rapidamente en boca tratando de
<sujetarse> mediante la adhesion de los blastoconidios a la superficie mucosa (11)
(22)

En la mayoria de los casos la candidiasis se manifiesta a manera de placas blancas
que se desprenden facilmente, y en menor de los casos se presenta a manera de

lesiones rojas, de intensa inflamacion.

16



Factores predisponentes para que se presente candidiasis son el uso prolongado de
antibidticos, uso continuo de prétesis dentales acompafiado de mala higiene bucal,

uso de corticoides, inmunodepresion, VIH (10).

La candidiasis también puede afectar a las papilas filiformes de la lengua,
presentando un aspecto liso y rojo (10). La presencia de candidiasis en cavidad
bucal marca un indicador de probabilidad elevado donde posiblemente el huésped
posea depresion en su sistema inmunoldgico a consecuencia de una enfermedad
(12).

Cuando las protesis dentales se asocian a candidiasis inducen a la formacion de
estomatitis Subprotésica, puede ser por la edad de la prétesis, la calidad del material
de la protesis, alergia a los componentes, desadaptacion protésica entre otros (10).

Para actuar frente a Candida, los farmacos tratan de intervenir en los mecanismos de
adhesion de sus estructuras blastoconideas con los epitelios afectados. De acuerdo a
su capacidad virulenta candida albicans es la més virulenta, seguida de tropicalis y
Parapsilosis, la especie krusei y guilliermondii no poseen la capacidad de adherencia
epitelial por lo que no representan un riesgo potencial en la cavidad bucal (22).

2.2.4.3 Clasificacion clinica candidiasica

Formas clinicas de candidiasis oral segun Liebana Urefia (22) se enumeran a

continuacion:

e Agudas: seudomembranosas y eritematosas
e Cronicas: sesudomembranosas, eritematosas e hiperplasicas

e Lesiones asociadas: queilitis angular, estomatitis protésica y glositis rombica.
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Candidasis seudomembranosas aguda o muget

Infeccion por Candida albicans a manera de placas blancas, amarillentas cremosas
asentadas sobre epitelio eritematoso que puede ulcerar. Factores predisponentes:

xerostomia, inmunosupresion, quimioterapia, diabetes (10) (22).

Candidiasis eritematosa aguda

Produce mucho dolor y sensibilidad, se localiza en lengua, paladar. Se encuentra en
personas portadoras de VIH, y personas que han consumido farmacos
antibacterianos por tiempo prolongado (10) (22).

Candidiasis hiperplasica

Forma clinica de una infeccidn caracterizada por presentar placas en la superficie
epitelial. Asintomética. Localizada en la parte posterior de las comisuras, en la
mucosa yugal, siguiendo la linea oclusal. Se denomina leucoplasia candidiasica ya

que posee placas o manchas blancas (10) (22).

Queilitis angular

Fisuras en las comisuras de la boca, de caracteristica sintomatica, condiciones como
las arrugas y la vejez pueden causar su aparicion. Se asocia con lesiones
seudomembranosas intraorales. Es muy caracteristico en personas que han perdido
la dimension vertical por edentulismo. Interconsulta con un rehabilitador oral y
medicacion antifungica. Si se desaparece las causas de pérdida de dimension vertical

se soluciona la queilitis (10) (22).

Glositis rombica

Infeccion crénica por Candida albicans, a manera de placa a lo largo de la superficie
sin papilas de la region dorsal media de la lengua, lesion asintomatica, que puede

pasar desapercibida durante afios en las personas, aumenta con el tiempo la
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dimensién hasta convertirse en una hiperplasia cronica candidiasica. Se reportan

casos en personas fumadoras, diabéticos y portadores de protesis (10) (22).

Estomatitis protésica

Es una lesion de la mucosa caracterizada por eritema, de mayor localizacion en la
mucosa del paladar del maxilar superior. Se asocia a protesis dentales mal ajustadas,
desadaptadas, deterioradas, mal fabricado. En los pacientes con higiene protésica
deficiente es comun la presencia de estomatitis Subprotésica. Se presenta a manera

de erosion superficial. Es mas prevalente en mujeres que en hombres (10) (22).

2.3 Tratamiento

El primer paso es eliminar las causas que la provocan, tabaco, alcohol o protesis
desadaptadas, seguido de un control farmacoldgico empleando antifingicos. Los
medicamentos como la nistatina actian en las etapas mas tempranas de la
candidiasis; mientras que el ketoconazol actua en recidivas y virulencia alta como
por ejemplo VIH (10) (22).

La resistencia a los antifungicos por parte de los hongos se da mediante alteraciones
en la permeabilidad de las membranas, inactivacion de antifangicos por medio de
sus enzimas hidroliticas, desvios del ergosterol perdiendo asi la capacidad de ataque
de los farmacos (9) (10) (22).

2.3.1 Farmacos Antifliingicos

La resistencia a los medicamentos por parte del hospedador hace que constantemente
se requiera nuevas alternativas de farmacos, capaces de inhibir y combatir
patologias; es por eso que es necesaria la investigacion de nuevos productos capaces

de actuar frente a levaduras que han desarrollado formas de resistencia.
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Se requiere encontrar medicamentos capaces de provocar acciones fungicidas o
fungistaticos sin provocar dafio al organismo humano (23). Un agente antiflngico es
todo aquella sustancia que actGa directamente sobre la membrana plasmatica del
microorganismo deteniendo su desarrollo, desactivando su crecimiento Yy retirando

su capacidad de supervivencia (23).

2.3.1.1 Ketoconazol

Es un derivado triazolico capaz de suspender el desarrollo e inhibir el crecimiento
de los hongos atacando directamente sobre su estructura celular <ergosterol>, se
utiliza para tratar infecciones flangicas dérmicas superficiales, sistémicas y
gastrointestinales. Se encuentra a manera de comprimidos, tabletas y cremas.
Ketoconazol via oral posee una vida de 8 horas, se absorbe en el intestino,

metabolismo hepatico y excrecion intestinal (20).

Ketoconazol es un medicamento indicado para tratamientos candididsicos bucales,
faringeos y esofagicos;<inclusive indicado para tratar resistencias por VIH>. Las
tabletas se deben ingerir con alimentos para prevenir dafios gastricos, el tratamiento
depende de la susceptibilidad del paciente, la resistencia de la levadura y la dosis
(24).

Como la mayoria de farmacos, su metabolismo es hepético, por lo que es un
medicamento contraindicado en enfermedades del higado, no se puede administrar a
menores de 2 afios ya que sus componentes son muy toxicos, no se puede consumir

alcohol mientras dura el tratamiento con ketoconazol (24).

La absorcion eficaz del medicamento ketoconazol en las paredes intestinales
dependen directamente del pH local, es un medicamento que pierde sus propiedades
al interactuar con otros farmacos a la vez, ya que el estbmago pierde su secrecion
acida (24).
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2.3.1.2 Nistatina

Medicamento empleado en infecciones por hongos de tipo oral, vaginal, intestinal,

cutaneo y esofagico.

Lescano et al (25) indican que la nistatina es un medicamento antifungico de tipo
poliénico, con poca absorcion intestinal a dosis bajas, que se aisla en cultivos de

streptomyces noursei, es un medicamento capaz de impedir el crecimiento fungico.

Barata (15) asegura que a méas de erradicar el origen de las molestias emplear
nistatina como medicamento antifungico tdépico cada ocho horas ayuda a

desaparecer la presencia del hongo en la cavidad bucal.

Su eliminacién es por via renal, se emplea en infecciones fangicas de piel y

mucosas, tales como la candidiasis o la estomatitis (15) (25).

2.4 Herbologia

El estudio de las hierbas y plantas se remonta a la historia, donde el hombre debia
emplear el uso de las plantas que el planeta le otorgaba para aliviar sus
enfermedades, dolencias y evitar la muerte. Las plantas poseen un metabolismo
maravilloso, que les permite dar un variado arsenal de posibilidades de cura para las

enfermedades (26).

Cada pueblo en el mundo posee su forma autdctona de curar enfermedades con
plantas propias de su region, los conocimientos que han pasado de generacion en
generacion, conservando su origen ancestral han viajado por el tiempo, hasta hoy en
dia donde se conoce un mayor interés en el uso de plantas medicinales,

especialmente en los paises occidentales subdesarrollados. (26)
Por generaciones el hombre ha acumulado experiencia en el uso de plantas con fines
medicinales, lo que le ha permitido la supervivencia, en especial en lugares remotos

donde el acceso a la medicina moderna es nulo. Dicha experiencia ha formado
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curanderos, parteras, shamanes, responsables de la salud a base de saberes y

conocimientos ancestrales (18).

2.4.1 Categorias para clasificar el uso de las plantas

Los recursos y beneficios que brindan las plantas para el desarrollo del ser humano
en su vida, en su alimentacién y en su entorno diario se detallan a continuacion (18)
(26):

° Alimentarias

Plantas con beneficios y propiedades comestibles, nutritivas, y empleadas para beber.

e Aporte gustativo

Plantas cuyo sabor sirve para ser usados en el procedimiento y en la preparacion de

comidas y bebidas para mejorar el gusto al comer.

e Apicola

Plantas que son divisadas por abejas para obtener polen, resinas o néctar, con lo que
producen miel y propéleo. Esta categoria se separa de “alimentos de invertebrados”

por la importancia que tiene la apicultura en paises en desarrollo como Ecuador.

e Combustible

Plantas usadas para la elaboracion de carbon como sustitutos del petroleo, alcoholes
combustibles e indicadores de combustion, no incluye la lefia porque cualquier planta

lefiosa, en caso de necesidad puede ser usada como tal.

e Social

Plantas usadas con propdsitos culturales netamente, y que no se definen como

alimenticias o medicinales, incluyendo plantas alucinégenas, estimulantes y
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anticonceptivas, asi como plantas para la curacion de algunas enfermedades

29 ¢

culturales como “mal aire”, “espanto”, y purificaciones

e Toxico

Plantas que poseen la capacidad de envenenar a los vertebrados tanto de manera

accidental como intencionada, riesgo serio de enfermar, herir o matar.

e Medicinal

Plantas enteras 0 por partes cuyos principios activos son utilizados para aliviar, tratar

y combatir enfermedades humanas y veterinarias.

2.4.2 Fitoterapia

Donde la medicina tradicional sintética ha perdido fuerza, nace la medicina
alternativa cuyo principio fundamental es utilizar las plantas que la naturaleza
provee, de manera inocua, suplementaria, a manera de terapia para curar

enfermedades (26).

La finalidad terapéutica para prevenir, apalear y curar una enfermedad mediante el
extracto, la maceracion, la infusion, el aceite, entre otros procesos bioldgicos se
denomina fitoterapia, bajo la perspectiva ancestral. Se considera como terapia
alternativa al uso de plantas y sus derivados para curar un estado patoldgico,

limitando éste uso por via oral, topica o inhalatoria. Excluyendo via parenteral (27).

El optimo funcionamiento de la fitoterapia es directamente proporcional a la forma
en que se recolectd la planta y la conservacién de la misma. La incorrecta
manipulacion puede provocar degradacion, desprendimiento de olor, cambios de

color, desecacion, los cuales, disminuyen la calidad terapéutica (28).
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2.4.3 Plantas medicinales en el Ecuador

La increible biodiversidad de plantas en territorio ecuatoriano siempre ha sido muy
reconocida y estudiada. En el afio 1999, se publico un estudio estadounidense sobre
las plantas ecuatorianas Las plantas vasculares del Ecuador (Jgrgensen & Leén-Ydnez
1999), revelando que existen alrededor de 16.000 especies de plantas, desatando el
auge investigativo para poder dar a conocer las riquezas medicinales que poseemos

como pais.

Resefias histdricas indican que en 1735, junto a la Mision Geodésica Francesa,
Ilegaron por primera vez al Ecuador cientificos cuyo fin fue recolectar plantas
medicinales para estudiarlas y posterior publicar sus resultados en toda Europa
(Ulloa Ulloa & Neil 2005, Jgrgensen et al. 2006).

Asi mismo, un estudio botanico para el afio 2000, denominado Libro Rojo de las
Plantas Vasculares del Ecuador (Valencia et al. 2000) revela que al menos 4011 especies

de plantas en el Ecuador son unicas en el mundo.

Desde tiempos pasados, se tiene evidencias de la sabiduria ancestral de los pueblos
indigenas sobre la curacion de males y dolencias mediante el uso de plantas
medicinales, cuando los misioneros acompafiaban a los conquistadores en sus
expediciones a lo largo de los bosques andinos, regiones amazonicas, planicies y
valles de Ecuador y toda América del Sur.

En un pais mega diverso con miles de plantas, se realizaron estudios importantes
tales como el Proyecto BEISA (Biodiversidad de especies econdémicamente
importantes de los Andes), un estudio que involucra a paises de la region como
Bolivia y Ecuador, proyecto financiado por Dinamarca, cuya finalidad fue impulsar
el estudio cientifico en paises sub desarrollados. Y varios afios después concluyeron
que al menos 5172 especies son utiles en el Ecuador. Lo que indica que 3 de cada 10
plantas en el Ecuador sirven para la gente. Libro Rojo de las Plantas Vasculares del
Ecuador (Valencia et al. 2000).
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Al aproximado de su uso se conoce que de las 5172 especies, el 60% son
medicinales, 20% uso social y religioso, 55% fuente de construccion y el 35%
comestible. Al sobrepasar el total a mas del 100% significa que algunas plantas
tienen maltiples usos. Libro Rojo de las Plantas Vasculares del Ecuador (Valencia et
al. 2000).

La distribucion geografica indica que en la sierra ecuatoriana hay la mayor cantidad
de plantas Utiles 47%, seguido de la region amazonica con el 42%, mientras la region
insular y el litoral poseen un 12%. Libro Rojo de las Plantas Vasculares del Ecuador
(Valencia et al. 2000).

La familia Fabacae es el género taxondmico con méas predominio en cantidad y
variedad de especies dentro del Ecuador, y las menos estudiadas, a ésta taxonomia

pertenece la planta Cassia reticulata que es de nuestro interés investigativo.

2.5 Cassia Reticulata

De sinonimia Senna reticulata, llamado popularmente como ‘“Martin Galvis” 0
“matapasto”. Arbol pionero, colonizador a gran escala de planicies inundables del
amazonas, resistente a la inundacion, posee la habilidad de rebrotar en condiciones
desfavorables (19).

Arbol de ubicacion calida, junto a los rios, soporta meses de lluvia y puede
mantenerse vivo en inundaciones grandes, siempre y cuando las hojas se mantengan
fuera del agua. Posee una maravillosa dispersion de semilla, lo que le hace conocido

como <matapasto> ya que invade facilmente los bosques tropicales (19).
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2.5.1 Taxonomia

El arbol Cassia reticulata, sinonimia Senna reticulata, pertenece a la familia Fabaceae
0 Leguminosae, representadas con 20.000 especies de arboles-arbustos localizados
en América del Sur y Africa. Es la tercera familia con la mayor riqueza de especies.
Se lo conoce en toda América del Sur como matapasto, bajagua, yuyo y Martin
Galvis (29)

Reino: Plantae
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae
Género: Senna
Especie: reticulata

Sinonimia: Cassia

2.5.2. Descripcion de la planta

Se presenta a manera de arbol, arbusto o hierbas perennes o anuales, de caracteristica
heliofiticas. Es una leguminosa, atrae el nitrogeno atmosférico y lo fija en el suelo de
tal manera que lo hace inocuo, puede facilmente colonizar zonas despobladas, posee
una alta asimilacion fotosintética, lo que favorece en su crecimiento. Es capaz de
soportar condiciones climéaticas extremas como las inundaciones. Florece durante
cinco meses (septiembre-marzo) y fructifica durante cuatro (noviembre-marzo) (19)
(29) .

A continuacion se detallan sus caracteristicas (19) (29):

e Hojas: paripinadas, alternas y compuestas. Foliolos hasta 18cm de largo
y 8 de ancho, base redondeada y bordes enteros. (VER FIGURA 1)

e Tallo: 8 a 10 metros de altura aproximadamente.

e Flores: actinoformas, las flores nacen en la extremidad de un tallo, su
caracteristica principal son las bracteas amarillas. (VER FIGURA 2)

e Frutos: vaina verde de 16cm de largo que contiene hasta 20 semillas
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Figura 1. Hoja paripinnada, Cassia reticulata.

Elaboracion: Canton Arenillas, Provincia de El Oro. Fecha: 19/10/2017

Fuente: Vallejo Salazar Marila Jhoselin

Figura 2. Inflorescencia y bracteas caracteristicas, Cassia reticulata.
Elaboracion: Cantdn Arenillas, Provincia de EI Oro. Fecha: 19/10/2017
Fuente: Vallejo Salazar Marilu Jhoselin
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2.5.3 Composicion quimica

La composicion quimica de la planta Cassia reticulata presenta en su estructura seis
compuestos organicos de caracteristicas aromaticas derivadas del antraceno,

denominadas antraquinonas, se enumeran a continuacion (8):

e Crisofanol.

e Fiscion.

e Aloe-emodina

e 1,3,8-trihidroantraquinona

e 3-metoxi-1,6,8-trihidroxiantraquinona

e Emodina
Ademas presenta xantona, terpenos, esteroides, flavonoides (8).

2.5.4 Habitat

La planta de nombre comun “Martin Galvis”, y de nombre cientifico Cassia
reticulata; sinonimia Nessa reticulata, se localiza en los climas tropicales-humedos de
América del Sur. Cerca de rios y caminos. Es un &rbol precursor de la llanura
amazonica, se encuentra en lugares donde hay abundante agua. Crece en alturas de 0
a 600 msnm. En Ecuador se localiza en la regidn litoral. Provincia de EI Oro, cantén

arenillas a 6msnm (8) (29).

2.5.5 Propiedades Terapéuticas

A lo largo de la historia, la planta Cassia Reticulata ha sido utilizada en reumatismos,
afecciones  hepaticas, mordeduras de serpientes, patologias cutaneas,
hipoglucemiante en diabéticos, artritis, fiebre, neumonia, cicatrizante, antiparasitario.
Las hojas trituradas junto a zumo de limon actlan efectivamente sobre la tifia (8)
(19) (29).
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2.5.6. Accion terapéutica en odontologia

Al poseer en su estructura acido crisofanico la planta tiene la capacidad de actuar

frente a herpes. Posee efectos fangicos y antibacterianos (19) (22).

2.5.7 Efectos adversos y toxicos
A dosis elevadas de consumo puede causar efectos nocivos en el organismo, provoca

vomito, efecto laxante (29)
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion

Experimental: involucra un uso exacto de las variables, con la finalidad de

detallar como se crea una circunstancia en especifico.

In vitro: la investigacion experimental se realiz6 en un entorno cerrado y

controlado, fuera del organismo.

Comparativo: se compar6 la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata en tres concentraciones diferentes,
con controles positivos de ketoconazol 15 mg/ml y nistatina 30mg/ml sobre
cepas de Candida Albicans ATCC® 10231™,

3.2 Poblacion y muestra

La actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico en estudio, se
determind a partir de una cepa liofilizada de Céndida Albicans ATTC®
10231™! la misma que fue importada por la empresa MEDIBAC. Se realiz 15
unidades experimentales de cajas Petri con Agar dextrosa Sabouraud (Merck).
(VER ANEXO 1)

3.2.1 Criterios de inclusion

e Cepas de Candida Albicans no contaminadas con ningun medicamento o

reactivo previo a la experimentacion.
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3.2.2 Criterios de exclusion

e Cepas de Céandida Albicans incapaces de restituirse en el medio de
cultivo.

e Cepas de Céndida Albicans que se hayan sometido a experimentos
previos.

e  Cepas de hongos que no sean Candida albicans ATCC® 10231™,

e Cajas Petri que no fueron sometidas a esterilizacion previa.

e  Cajas Petri que han sufrido algun dafio en su estructura.

3.3 Variables

2.3.1 Variable dependiente

e Actividad antimicrobiana

2.3.2  Variable independiente
e Extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata en
concentraciones de 50% 75% y 100%.

2.3.3  Variable control
e Control positivo: ketoconazol 15 mg/ml y nistatina 30mg/ml

e Control negativo: agua destilada
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3.3.4 Conceptualizacion de las variables

_ VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ESCALAS

DEPENDIENTE

INDEPENDIENTE

VARIABLE DE
CONTROL

VARIABLE DE
CONTROL

Actividad
Antimicrobiana

Extracto
hidroalcohdlico de la
planta Cassia
reticulata en
distintas
concentraciones.

Ketoconazol 15
mg/ml

Nistatina

30 mg/ml
(Control Positivo)

Agua destilada
(Control negativo)

Capacidad de
inactivar su
crecimiento y
proliferacion sin
dafar el organismo en
el que localiza.

Representa el
porcentaje en el que el
extracto va a ser
disuelto.

Farmacos de eleccion
en patologias
candidiasicas.

En su composicién
posee H,0.

Es agua purificada
mediante el proceso
de destilacion.

Tamario del halo de
inhibicion fangico.

Dilucion
hidroalcohdlica del
extracto de la planta
Cassia reticulata
obtenida por
maceracion a

temperatura ambiente.

Solucién al 15mg/ml
y 30mg/ml
respectivamente.

H.0
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Nula (-)

Sensible (+)

Muy sensible (++)
Sumamente sensible (+++)

Concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de la planta Cassia
reticulata al 50% 75% y 100%

Nula (-)

Sensible (+)

Muy sensible (++)
Sumamente sensible (+++)

Nula (-)

Sensible (+)

Muy sensible (++)
Sumamente sensible (+++)

Nominal

Ordinal

Nominal

Nominal



3.4 Aspectos bioéticos y metodologicos

La investigacion fue de tipo experimental, in vitro, comparativo. Se realizd con el
consentimiento de la Dra. Isabel Fierro, Decana de la Facultad de Ciencias Quimicas,
quién autorizd el uso de las instalaciones del Laboratorio de Quimica del
Departamento de Ofertas, Servicios y Productos de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Central del Ecuador (OSP), y del Laboratorio de Analisis Clinico y

Bacteriologico de la Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
(VER ANEXO 2).

La totalidad de la investigacién se llevd a cabo en condiciones controladas, sin
experimentacion en seres vivos, Unicamente con cepas liofilizadas fungicas que crecen
en aereobiosis. Por ende no es necesario un consentimiento informado ni una
declaracion de confidencialidad. EI analisis de los fundamentos bioéticos, juridicos y
metodoldgicos de la presente investigacion fueron avalados por el Comité de Etica de
la Universidad Central. (VER ANEXO 3)

Idoneidad ética experticia del investigador principal y del tutor
Las respectivas cartas se detallaran en anexos. (VER ANEXO 4 Y 5)
Declaracion de conflicto de intereses del investigador principal y del tutor

Las respectivas cartas se detallaran en anexos. (VER ANEXO 6 Y 7)

3.4.1 Estandarizacion

Este estudio fue realizado por un solo investigador, el contenido bibliografico ha sido
revisado eficazmente. Fue orientado, dirigido y supervisado por la Dra. Marina
Antonia Dona Vidale, quién guié con sus conocimientos para desarrollar
potencialmente éste proyecto.

33



3.4.2 Riesgos potenciales del estudio

Improbable que exista riesgo para el investigador, se acato las normas de bioseguridad
propuestas por el laboratorio de analisis clinico y bacteriologico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central. Y, ya que el proceso experimental se llevo a cabo
fuera del organismo viviente, no se estuvo expuesto a fluidos corporales, la
experimentacion microbioldgica in vitro fue supervisada por especialistas, llevando

normas de orden en todo momento.

3.4.3 Beneficios potenciales del estudio

El estudio tendra como favorecido directo a la Facultad de Odontologia de la
Universidad Central del Ecuador, ya que es la primera investigacion con ésta planta en
el pais. Los beneficiarios indirectos seran los estudiantes y docentes ya que a través de
éste estudio se espera buscar alternativas naturales que actlien contra microorganismos
fangicos. Se aguarda que mas investigadores se interesen en el potencial terapéutico

oculto de la planta.

3.5 Organizacion y planificacion

3.5.1 Instalaciones

- Laboratorio de Quimica del departamento Ofertas, servicios y productos de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador.

- Laboratorio de analisis clinico y bacteriologico de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Central del Ecuador.

- Unidad de titulacién de la Facultad de Odontologia.
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3.5.2. Recursos humanos

Para la elaboracion de ésta investigacion se necesité de un equipo multidisciplinario
formado por microbidlogo Dra. Rachide Acosta, quién fue la encargada de supervisar
el proceso experimental, bioquimico farmacéutico B.F Darwin Roldan, quien realizé
el extracto y las tres distintas concentraciones, ingeniero Jaime Molina, quien recepto6
los datos y los convirtié en tablas y cuadros estadisticos para su comparacion. Y
odontélogos de la Facultad de Odontologia, quienes son los encargados de evaluar el
avance Y los procesos finales de la investigacion para que los resultados sean acertados

y fidedignos.

3.5.3 Recursos utilitarios

Equipos

Refrigeradora

Cabina de flujo laminar Il

Incubadora

Autoclave

Equipo tipo Quebec
Materiales

- Discos papel filtro 6mm de didmetro
- Guantes
- Hisopos

- Mascarilla
Instrumentales

- Cajas Petri

- Pipeta

- Puntas para pipeta
- Pinzas estériles

- Tubos de ensayo

- Gradilla
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Sustancias

- Extracto hidroalcoholico Cassia reticulata
- Agua destilada

- Ketoconazol 15mg/ml

- Nistatina 30 mg/mi

- Agar Sabouraud dextrosa 4% Merck.

- Solucion McFarland 0,5.

- Cepa liofilizada Céndida Albicans ATCC® 10231™

3.6 Procedimientos, técnicas y adquisiciones.

3.6.1 Obtencion de la planta Cassia reticulata en su habitat.

La planta Cassia reticulata “Martin Galvis”, se adquiri6 en estado natural,
directamente de su ubicacidn geogréfica en el canton Arenillas, Provincia de El Oro,
barrio EI Cisne, a una altura de 6 metros sobre el nivel del mar, junto a un camino

vecinal, cerca de la proximidad al rio Arenillas.

Figura 3. Cassia reticulata
“Martin Galvis”.
Elaboracion: Canton Arenillas, Provincia de EIl Oro.
Fecha: 19/10/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marilt Jhoselin

36



3.6.2 Obtencion del extracto hidroalcoholico

Se recolecto de la planta fresca las hojas, flores tallo y fruto. Se lavé con agua fria, se
rocié alcohol y se dejé secar a temperatura ambiente sobre una superficie limpia,
evitando la contaminacién por un periodo de 2 dias para obtener un producto limpio,
semi- deshidratado y homogéneo, los cuales fueron rotulados y colocados en fundas
de cierre hermético y llevadas hasta el laboratorio de servicios, ofertas y productos
(OSP) de la Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador, donde
procedieron a realizar el extracto propiamente dicho. (VER ANEXO 8)

Figura 4. Recoleccidn, lavado y rocio con alcohol planta Cassia reticulata.
Elaboraciéon: Cantdn Arenillas, Provincia de EI Oro. Fecha: 19/10/2017

Fuente: Vallejo Salazar Marila Jhoselin

El laboratorio de farmacéutica del Departamento de Ofertas, Servicios y Productos
de la Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador realizd el
mecanismo de obtencidn del extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata
en un periodo de 5 dias, para la verificacion del estudio se realizaron pruebas de
densidad, pH, olor, color, aspecto. (VER ANEXO 9)
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Se obtuvo una medida aproximada de 30ml del extracto hidroalcohdlico de la planta
Cassia reticulata, la cual fue dividida en 10ml para la concentracion 50%, 10ml para
la concentracion 75% y 10ml para la concentracion al 100%. Se realiz6 una radiacion
de los tres frascos liquidos con la intencion de disminuir la presencia de agentes
contaminantes, todo éste mecanismo fue procesado en el laboratorio de farmacéutica
del departamento de Ofertas, servicios y productos de la Facultad de Quimica.

Figura 5. Diluciones al 50%, 75% y 100% del extracto hidroalcohdlico de la planta
Cassia reticulata. Dilucion ketoconazol 15 mg/ml (envase blanco).
Elaboracion: Laboratorio de farmacéutica del Departamento de Ofertas, Servicios y
Productos de la Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 01/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin

3.6.3 Medio de Cultivo

Agar Dextrosa Sabouraud 4% Merck, fue el medio de cultivo seleccionado, ya que
contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de levaduras y hongos, en éste
caso de Candida albicans. Es el medio selectivo recomendado por el Laboratorio de
Anadlisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de Quimica de la Universidad

Central del Ecuador.
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Figura 6. Colocacion del medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud 4% Merck
sobre discos Petri.
Elaboracién: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin

3.6.4 Activacion de la cepa Candida Albicans ATCC® 10231™
La cepa de Céandida albicans ATCC® 10231™ fue importada en rigurosas
condiciones de temperatura, en estado de liofilizacion en su envase KWIK-STIK™,
(VER ANEXO 10)

Para activar la cepa se procedi6 a retirarla de refrigeracion y dejar que se equilibre a
temperatura ambiente por 20 minutos, y posteriormente se siguié las
recomendaciones de apertura y uso con aproximadamente 10 pasos propuestas por el
fabricante. (VER ANEXO 11)
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Las mismas que subsiguiente fueron incubadas a temperatura 35°c por 48 horas en el
Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de Quimica de la

Universidad Central del Ecuador.

Calbicans
[Cot]443-688-2

Figura 7. Activacion de la cepa Candida albicans ATCC® 10231™
Elaboracion: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacteriolégico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.

Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin

3.6.5 Patron de turbidez McFarland

Se utilizé6 como referencia la estandarizacion de turbidez de 0,5 McFarland y se
compard visualmente con el caldo del inéculo previamente elaborado con la cepa
Céandida albicans ATCC® 10231™ para determinar que la cantidad de bacterias por
mililitro esté dentro de los indices preestablecidos. Se obtuvo una escala de 1.5 x 10°
u.f.c/ml de Céandida albicans ATCC® 10231™,
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Figura 8. Comparacion del caldo indculo con el patron estandar McFarland.
Elaboracién: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.

Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marilu Jhoselin

3.6.6 Inoculacion bacteriana

Se procedio a dispersar el contenido fungico del tubo de ensayo sobre el medio de
cultivo Sabouraud Dextrosa 4% Merck localizado en las cajas Petri, previamente
realizado la estandarizacion McFarland, mediante un hisopo estéril el cual fue
presionado sobre las paredes del mismo para reducir excesos. La siembra se realizd
en diferentes direcciones con la finalidad de esparcir sobre toda la superficie de la
placa la levadura.
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Figura 9. Inoculacion bacteriana en el medio de cultivo.
Elaboracién: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacteriolégico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.

Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marilu Jhoselin

3.6.7. Colocacion de las diluciones sobre discos blancos
Se colocd 20 microlitros de la diluciones (50%,75% y 100%) sobre cada disco de
papel con la ayuda de una pipeta. En cada caja Petri se ubico un disco de control
positivo Nistatina 30 mg/ml y ketoconazol 15mg/ml, y un disco para control negativo
con agua destilada.

Elaboracién: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Maril( Jhoselin
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3.6.8 Incubacion de colonias fiingicas
Se colocd las 15 cajas Petri en la incubadora a temperatura 35°c para su posterior

desarrollo.

Elaboracion: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 04/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin

3.6.9 Medicion de las zonas de inhibicion

Se procedié a medir los halos de inhibicién a las 24 y 48 horas posterior a su
incubacion, se utilizd una regla milimetrada Merck Sharp & Dohme y un contador

de colonias tipo Quebec. Se detallan los resultados en el capitulo V.

Figura 12. Contador de colonias tipo Quebec®
Elaboracion: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 06/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marilt Jhoselin
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Figura 13. Medicion halos de inhibicion.
Elaboracion: Laboratorio de Anélisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de Quimica de
la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 06/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Maril( Jhoselin.
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3.7. Manejo, bioseguridad y proteccion

Todo el proceso experimental se realizd dentro de la cdmara de flujo laminar, que es
un equipo disefiado para filtrar el aire contaminado y emitir aire limpio en cada
momento mientras dura el proceso de manipulacion. El objetivo de trabajar dentro de
ésta cabina fue evitar respirar particulas de bacterias que afecten la salud, el medio
ambiente y evitar a toda escala que las muestras elaboradas se contaminen.

Figura 14. Camara de flujo laminar tipo II.
Elaboracion: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacteriolégico de la Facultad de Quimica de
la Universidad Central del Ecuador.
Fecha: 06/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marilu Jhoselin
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3.8 Eliminacion de desechos

Toda caja Petri, tubos de ensayo e hisopos que fueron utilizados durante el proceso
de la investigacion fueron clasificados y llevados a un autoclave especifico para
procesar material contaminado por alrededor de 30 minutos a 134°C, 1,1 atmosferas
de presion, el paso final después del enfriamiento por alrededor de 30min es colocar
en fundas rojas rotuladas, pesar, fechar y enviar al Deposito final de Desechos de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central. La empresa que retira los
desechos infecciosos de la Universidad es la empresa “EMGIRS-EP”. Toda
informacion adicional en base al manejo de material infeccioso fue proporcionada
por el laboratorio de analisis clinico y bacteriologico. (VER ANEXO 15)

Figura 15. Autoclave derecha esteriliza material contaminado antes de su proceso final de
eliminacion. Autoclave izquierda esteriliza material previo a su uso.
Elaboracion: Laboratorio de Analisis Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de Quimica de
la Universidad Central del Ecuador.

Fecha: 08/12/2017 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin

3.9 Métodos de recoleccion de datos
La informacion obtenida en el proceso experimental fue certificada por el Laboratorio
de analisis clinico y bacterioldgico de la Facultad de Quimica.

Para obtener los resultados y su posterior anlisis estadistico se utilizaron programas
como Excel, Excel gréficos, y un software SPSS 22.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS
El objetivo de la investigacion fue analizar la actividad antimicrobiana que podria
producir el extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata sobre cepas de
Candida albicans, para esto se llevd a cabo un proceso experimental en el que se
midi6 en milimetros las zonas de inhibicidn capaces de ser creados por el extracto en
mencion sobre el fangico, la técnica utilizada fue de difusion en agar, y los

resultados fueron avalados por profesionales especialistas. (VER ANEXO 13).

ACTIVIDAD INHIBITORIA CASSIA RETICULATA |

50% 75% 100%  NISTATINA  KETOCONAZOL AGUA
DESTILADA
REPETICION HALOS INHIBITORIOS mm
1 6 7 11 25 12 6
2 6 7 10 26 10 6
3 6 8 12 25 7 6
4 6 7 12 25 8 6
5 6 8 11 27 7 6
6 6 8 10 26 10 6
7 6 8 11 25 8 6
8 6 7 11 26 8 6
9 6 8 12 27 8 6
10 6 8 12 27 10 6
11 6 7 11 26 10 6
12 6 7 11 27 10 6
13 6 8 10 25 10 6
14 6 7 12 27 10 6
15 6 7 10 25 8 6

Tabla 1. Resultados inhibicion
Fecha: 13/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Marilt Jhoselin

47



4.1 Analisis estadistico

Las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Shapiro-Wilk (menor a 20 datos), nos
ayudan a verificar que las muestras provienen de una poblacion con distribucion

normal. Si las muestras son positivas a distribucion normal se realizaran pruebas

paramétricas de ANOVA o T student. Si las muestras son negativas a distribucion
normal se realizaran pruebas no paramétricas de Whitney, Kruskal Wallis, Wilcoxon o

Mann.

HIPOTESIS A DEMOSTRAR:

Ho: Las muestras provienen de poblaciones con distribucion Normal

Ha: Las muestras NO provienen de poblaciones con distribuciéon Normal

Cada prueba de hipétesis se comparara con el valor de significacion (Sig), con el

valor 0,05 (porcentaje de confiabilidad de 95%).

ADVERTENCIAS

EXTRACTO 50% es constante.
AGUA DESTILADA es constante.

Si: Sig es <a 0,05 Ha no son similares.

PRUEBAS DE NORMALIDAD

Kolmogorov-Smirnov

Estadistico
EXTRACTO 75% 0,350
EXTRACTO 100% Rl
NISTATINA 0,255
KETOCONAZOL 0.275

Gl
15

15
15
15

Sig.
0,000

0,068
0,010
0,003

Estadistico
0,643

0,817
0,782
0,856

Tabla 2. Pruebas de normalidad
Fecha: 11/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Marilt Jhoselin
Elaboracion: Ing. Jaime Molina
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Shapiro-Wilk

Gl
15

15
15
15

Si: Sig es > a 0,05 Ho son similares.

Sig.
0,00

0,006
0,002
0,021



Interpretacion:

En la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk, los valores de SIG son < a 0,05 (95%
de confiabilidad), por tanto se acepta Ha: NO provienen de poblaciones con
distribucion Normal. Se realizan pruebas paramétricas.

Comparacion entre todas las sustancias.

DESCRIPTIVOS

HALOS mm
N° Media Desviacion Error Minimo Méaximo
estandar estandar

EXTRACTO 50% 15 6,00 0,000 0,000 6 6
EXTRACTO 75% 15 7,47 0,516 0,133 7 8
EXTRACTO 100% 15 11,07 0,799 0,206 10 12
NISTATINA 15 25,93 0,884 0,228 25 27
KETOCONAZOL 15 9,07 1,438 0,371 7 12
AGUA 15 6,00 0,000 0,000 6 6
DESTILADA

TOTAL 90 10,92 7,024 0,740 6 27

Tabla 3. Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis
Fecha: 11/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Maril Jhoselin  Elaboracién: Ing. Jaime Molina
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COMPARACION DE MEDIAS

25,93

EXTRACTO 50% EXTRACTO 75% EXTRACTO NISTATINA  KETOCONAZOL AGUA
100% DESTILADA

Figura 16. Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis
Fecha: 11/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin  Elaboracién: Ing. Jaime Molina

Interpretacion:

En la gréafica se observa que la media de la muestra de NISTATINA (25,93 mm) es la
que tiene el valor més alto, muy por debajo esta la media del EXTRACTO AL 100%
con una media de 11,07 mm, similar valor tiene el KETOCONAZOL con una media
de 9,07 mm, le sigue el extracto al 75% con una media de 7,47mm, al final estan el
extracto al 50% y el agua destilada con una media de 6 mm.
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Para determinar si existen diferencias significativas entre las muestras se realiza la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis:

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

30,00
2500 —
E
E -
o 20,007
S
£ 15,00
10,00 —_ é
[ —
5.00 T T T
EXTRACTO S0r% ] EXTRACTO 1 00% ] HETOHONAZOL ]
EXTRACTO 75% MSTATIMA AGLIA DESTILADA
SUSTANCIAS
N total a0
Estadistico de contraste 85,116
Grados de libertad 5
Significacién asintética (prueba 00
bilateral)

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates

Tabla 4. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
Fecha: 11/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Maril Jhoselin  Elaboracién: Ing. Jaime Molina

Interpretacion:

De la Prueba de Kruskal-Wallis, el valor del nivel de significacion (Sig. asintdtica
(prueba bilateral) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), luego se acepta
Ha, esto es, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. No

todas las medias de las muestras son similares.
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Para determinar cuales son similares o diferentes se hace la prueba dos a dos:

Comparaciones por parejas de SUSTANCIAS

EXTRACTO 100%

KETOKONAZOL
53, 66,23

EXTRACTO 50%)|
15,50
)

7

STATINA
apa0

Cada nodo muestra el rango promedio de muestra de SUSTANCIAS.

Muestra 1-Muestra 2 Esetap%s;i;: Esg:lod[ar Des:é I;Jsrtlfggsatico Sig. Sig. ajust.

Bl A 000 9329 000 1000 1000
EXTRACTO 50%-EXTRACTO 75% 25,133 9329 2694 007 106
EXTRACTO 50%-KETOKONAZOL 36,633 9,329 3927 000 001
EXTRACTO 50%-EXTRACTO 100% 50,733 9329 543 000 000
EXTRACTO 50%-NISTATINA 67 500 9,329 72% 000 000
AGUA DESTILADA EXTRACTO 25133 9329 2694 o07 106
KEToKoNAZoL A 36633 9,329 3927 000 001
AGUA DESTILADA EXTRACTO 50,733 9329 543 000 000
AGUA DESTILADA-NISTATINA 67 500 9,329 72% 000 000
EXTRACTO 75%-KETOKONAZOL -11,500 9329 4233 218 1,000
EXTRACTO 75%-EXTRACTO 100% 25,600 9,329 2784 006 091
EXTRACTO 75%-NISTATINA 42,367 9329 4541 000 000
KETOKONAZOL-EXTRACTO 100% 14,100 9,329 15011 13 1,000
KETOKONAZOL-NISTATINA 30867 9329 339 001 014
EXTRACTO 100%-NISTATINA 16,767 9,329 a79 o2 1,000

Cada fila prueba la hipdtesis nula hipdtesis nula de que las distribuciones de la muestra 1 y la muestra 2 son

uales.
ge muestran las significaciones asintdticas (pruebas bilaterales). El nivel de significancia es 05

Tabla 5. Comparacion por pareja de sustancias
Fecha: 11/01/2018
Fuente: Vallejo Salazar Marilt Jhoselin  Elaboracién: Ing. Jaime Molina
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Interpretacion:
Son similares (Sig. mayores a 0,05)

. EXTRACTO 50% es similar al AGUA DESTILADA (p=1,00)
° EXTRACTO 75% es similar al KETOCONAZOL (p=0,218)

° KETOCONAZOL es similar al EXTRACTO 100% (p=0,131)
J EXTRACTO 100% es similar a la NISTATINA (p=0,072)

NO son similares (Sig. menores a 0,05)

o EXTRACTO 50% no es similar al EXTRACTO 75% (p=0,007)

o EXTRACTO 50% es similar al KETOCONAZOL (p=0,000)

o EXTRACTO 50% no es similar al EXTRACTO 100% (p=0,000)

o EXTRACTO 50% no es similar a la NISTATINA (p=0,000)

o AGUA DESTILADA no es similar al EXTRACTO 75% (p=0,007)
o AGUA DESTILADA no es similar al KETOCONAZOL (p=0,000)
o AGUA DESTILADA no es similar al EXTRACTO 100% (p=0,000)
o AGUA DESTILADA no es similar a la NISTATINA (p=0,000)

o EXTRACTO 75% no es similar al EXTRACTO 100% (p=0,006)

. EXTRACTO 75% no es similar a la NISTATINA (p=0,000)

. KETOCONAZOL no es similar a la NISTATINA (p=0,001)

Dentro de los resultados se observa que el EXTRACTO 75% es similar al
KETOCONAZOL (p=0,218), que el KETOCONAZOL es similar al EXTRACTO
100% (p=0,131) y que el EXTRACTO 100% es similar a la NISTATINA (p=0,072).
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Para verificar si esta situacion es debida a que se compara todos contra todos, se hace
pruebas separadas dos a dos: Mann - Whitney.

e Prueba de Mann- Whitney: Extracto 75% es similar al ketoconazol (p=0,218)

ESTADISTICOS DE PRUEBA |

HALOS (mm)
U de Mann-Whitney 39,500
W de Wilcoxon 159,500
Z -3,215
Sig. asintética 0,001
(bilateral)

Tabla 6. Prueba Mann-Whitney extracto 75% similar ketoconazol
Fecha: 11/01/2018 Fuente: Vallejo Salazar Maril( Jhoselin
Elaboracion: Ing. Jaime Molina

Interpretacion:

De la Prueba de Mann Whitney, el valor del nivel de significacién (Sig. asintotica
(prueba bilateral) = 0,001) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), luego se acepta
Ha, esto es, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. Las
medias, medianas no son similares, mayores valores tiene el KETOCONAZOL.

e Prueba de Mann-Whitney: KETOCONAZOL es similar al EXTRACTO 100%

NS | csroistcosoeprutses
ESTADISTICOS DE PRUEBA

HALOS (mm)
U de Mann-Whitney 26,500
W de Wilcoxon 146,500
Z -3,697
Sig. asintotica 0,000
(bilateral)

Tabla 7. Prueba Mann-Whitney ketoconazol similar extracto 100%
Fecha: 11/01/2018 Fuente: Vallejo Salazar Maril( Jhoselin
Elaboracion: Ing. Jaime Molina
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Interpretacion:

De la Prueba de Mann Whitney, el valor del nivel de significacion (Sig. asintética
(prueba bilateral) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), luego se acepta
Ha, esto es, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. Las
medias, medianas no son similares, mayores valores tiene el EXTRACTO 100%.

Prueba de Mann-Whitney: EXTRACTO 100% es similar a la NISTATINA (p=0,072)

Estadisticos de prueba

HALOS (mm)
U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 120,000
Z -4,735
Sig. asintotica 0,000

(bilateral)

Tabla 8. Prueba Mann-Whitney extracto 100% similar nistatina
Fecha: 11/01/2018 Fuente: Vallejo Salazar Marild Jhoselin
Elaboracion: Ing. Jaime Molina

Interpretacion:

De la Prueba de Mann Whitney, el valor del nivel de significacién (Sig. asintotica
(prueba bilateral) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), luego se acepta
Ha, esto es, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. Las

medias, medianas no son similares, mayores valores tiene NISTATINA.

De las tres demostraciones dos a dos, se observa que ninguna de las muestras son
similares, los mayores valores tiene la NISTATINA con una media de 25,93mm, le
sigue muy por debajo el EXTRACTO al 100% con una media de 11,07, a
continuacion el KETOCONAZOL con una media de 9,07 y luego le sigue el
EXTRACTO al 75% con una media de 7,47. Son similares unicamente entre el
EXTRACTO al 50% y el AGUA DESTILADA
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CAPITULO V

5. Discusion

La planta ha sido investigada cientificamente en el campo de la salud por una sola
ocasion, para la cual tomaremos referencia de éste Unico articulo sobre la planta Cassia

reticulata para posibles comparaciones de datos.

En la presente investigacion se buscd determinar la posibilidad de que una planta
presente en el Ecuador, y de la que no se tiene evidencias de ningun estudio en el
pais, pueda mostrar un efecto antimicrobiano sobre un patdégeno importante en cavidad
oral como es la Candida Albicans, para la cual, se realiz6 un estudio experimental, con
la técnica de difusion en disco, y al andlisis de resultados indico que, dependiendo la

concentracion aplicada, si posee efecto inhibitorio sobre el hongo.

La eficiencia del extracto hidroalcoholico de la planta Cassia reticulata sobre Candida
albicans, fue comprobada en un estudio por la Universidad Nacional Mayor de San
Macos, Lima-Perd, los cuales utilizaron métodos distintos para llegar a un mismo fin,
como la utilizacion de Dimetilsulféxido (DMSO) que es un disolvente organico sobre
el extracto hidroalcoh6lico. En nuestra investigacion se realiz6 solo con sustancia

hidroalcohol, obteniendo como resultado un efecto positivo de inhibicién. (30).

Ruiz et al. 2009 (30) en su estudio concluyeron que al utilizar el extracto de la planta
Cassia reticulata sobre hidroalcohol puede lograrse zonas de inhibicion sobre Candida
albicans en la realizacion de su prueba experimental in vitro. Los resultados en
mencion se correlacionan a nuestra investigacion, ya que el extracto si detuvo el

crecimiento fungico, dependiendo la concentracion a la que fue expuesta.
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Ruiz et al. 2009. (30) mencionan que el extracto hidroalcoholico de la planta Cassia
reticulata inhibe Candida albicans por halos mayores a los 18 mm, lo que discrepa de
la investigacion presente, ya que la concentracion de 100% tuvo la mayor zona de

inhibicion en 12mm existiendo una diferencia de aproximadamente 5mm.

En la investigacion se realizaron tres distintas concentraciones 50%,75% y 100% del
extracto hidroalcoholico teniendo como desarrollo inhibitorio valores promedio de
6mm, 7mm y 11mm respectivamente, mientras que, en el estudio de Ruiz et al. 2009
(30). Se realiz6 con una Unica concentracion del 100% obteniendo valores mayores o
iguales a 18mm de inhibicion frente a Candida Albicans, pero, en todo momento
intervino Dimetilsulfoxido en su proceso. En nuestro estudio Unicamente se utilizo

hidroalcohol. Por lo tanto, cabe mencionar la diferencia en el estudio.

Mencionan en su estudio Ruiz et al. 2009. (30) que, las concentraciones de nistatina al
0,2mg/ml obtuvieron inhibicion de 37mm frente a Candida siempre y cuando estén
disueltas en Dimetilsulfoxido. Nuestra investigacion no utilizé disolvente organico
Dimetilsulfoxido frente a nistatina, Gnicamente utilizamos nistatina en concentracion
de 30mg/ml y el valor promedio de inhibicién fue de 26mm frente a Candida
Albicans. Razon por la cual el estudio varia.

De igual manera, mencionan en su estudio Ruiz et al. 2009. (30). que, las
concentraciones de ketoconazol al 0,2mg/ml obtuvieron inhibicién de 26 mm frente a
Céandida siempre y cuando estén disueltas en Dimetilsulféxido. Nuestra investigacion
no utiliz6 disolvente organico Dimetilsulfoxido frente a ketoconazol, unicamente
utilizamos ketoconazol en concentracion de 15mg/ml y el valor promedio de
inhibicion de nuestro estudio fue de 9mm frente a Candida Albicans. Razén por la cual

el estudio es diferente en este aspecto.
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La presencia de Dimetilsulfoxido en su estudio, la localizacion de la especie en
Iquitos-Perd con 20% de humedad mas que en Arenillas-El Oro, Ecuador, 66%
humedad. La localizacion sobre el nivel del mar. Pueden ser factores que arrojan
resultados distintos. La combinacién de la planta con Dimetilsulfoxido produce
inhibicion de Céndida albicans en mayor escala que al no usar éste disolvente
orgéanico, por lo que los datos son variables en cuanto a inhibicion.

De ésta manera, con los datos obtenidos en nuestra investigacion experimental, y las
variaciones que hemos encontrado al comparar con los estudios realizados sobre ésta
planta, se puede sefialar que la Planta Cassia reticulata en sus diferentes
concentraciones obtenidas si posee un efecto antifingico sobre Candida albicans, por
lo que no se descarta estudios posteriores en los que se incluya DMSO,
concentraciones mayores del extracto, obtencion de aceites o esencias del mismo para
poder hacer m&s comparaciones e investigaciones, ya que es una planta que se localiza

en Ecuador, y no se le ha dado ningun uso hasta la presente fecha.
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6. Conclusiones

- El extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata a concentraciones del
100% presentd actividad antimicrobiana in vitro sobre Céandida albicans con

un promedio de halos de inhibicion de 11mm.

- El extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata a concentraciones del
75% presento actividad antimicrobiana in vitro sobre Candida albicans con un

promedio de halos de inhibicion de 7 mm.

- El extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata a concentraciones del

50% no presento actividad antimicrobiana in vitro sobre Céndida albicans.

- La nistatina present6 halos de inhibicién in vitro por un promedio de 26 mm
frente a Céndida albicans.

- Ketoconazol presenté halos de inhibicion in vitro por un promedio de 9 mm

frente a Candida albicans.

- Céndida albicans demostré ser sensible al extracto hidroalcoholico in vitro de
la planta Cassia reticulata en concentraciones del 75% y 100%, no obstante,
presentd mayor sensibilidad frente a la nistatina 30mg/ml.
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7. Recomendaciones

- Se sugiere nuevos proyectos de estudios donde se utilice Dimetilsulféxido
como agente organico disolvente a las mismas concentraciones de 50%, 75% y
100% para poder determinar cuales son las semejanzas o las diferencias al

utilizarlo.

- Se recomienda analizar la actividad antimicrobiana de la planta Cassia
reticulata en extractos, esencias o aceites frente a otros microorganismos

causantes de infecciones orales.

- Por su efecto antimicrobiano, se sugiere investigaciones junto a medicamentos
naturales ya existentes en el mercado para saber si puede actuar como

potenciador de medicamentos antifungicos orales.

- Se recomienda realizar una experimentacion del extracto hidroalcohélico de la

planta fresca versus la planta seca, para saber si varia los resultados.

- Promover el uso de ésta planta con propiedades eficientes en el campo de la

odontologia.

- Incentivar para que estudiantes realicen estudios posteriores a fin de
experimentar y descubrir si la planta puede actuar con diferentes
microorganismos que se localizan en boca, a fin de encontrar soluciones a

patologias estomatoldgicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Factura de autenticidad de compra cepa Céndida albicans ATCC® 10231™

(@) MEDIBAC- iMNCD.A.

MATRIZ

Guayaquil : Enrique Ortega Moreira (Av. Las Aguas ) 1111

y Laureles (Urdesa Central

Teléfonos:  (04) 288 1414 - 238 8597 - 288 1887

Celular. (09) 8574 8298

SUCURSAL MULTIPLE GUAYAQUIL
Victor Emilio Estrada # 916 e llanes (Urdesa Central)
Telfs.(04) 454 8929 - 4632714 460 2999 - 461 2069
SUCURSAL QU

Av. Republica de EI Sa]vndov N34-399 e Irlanda. (La Carolina),

ZRXNN ©
MevilBAC 25

Proveedor Integral para Laboratorio

R.U.C. 0992401494001

002-001- 000006934

www.medibac.com medibac@medibac.com Edificio Rosania, Planta Baje, Oficinas 4 y 6

(991 )

IMPORTADOR - DISTRIBUIDOR

Teléfonos:  (02) 226 1478 - 246 6318

ESTABLECIDOS EN 1991 SUCURSAL PORTOVIEJO

IAutorizacién S.R.1. 1121534523 |

Cdia. Los Mangos calle Elias Cedefio E/ Bolivar Avila y Manuel Andrade,
Piso 1. Telf.: (05) 256 5182

Documento Categorizado: NO Celular:(09) 5893 5253

FECHA DE AUTORIZACION:3/ OCTUBRE/2017

Cliente: VALLEJO SALAZAR MARILU JHOSELIN
Direccién:  SECTOR SANTA RITA, CUBLIIES OE4-205 Y RUMICHAC
RU.C./C.C.: 1714366471 Asesor Comercial: CARMITA PAZMINO
Teléfono: 0998118236 Fecha de Emisién: 1o, 14 /2017
Guia de Remisioén: Fecha de Vencimiento: 17/11/2017
Orden de Compra: Orden de Pedido: 19.989
(cant| copico | marca DESCRIPCION s EREee h
1 | osaprs C. ALBICANS, ATCC 10231 (DUGPACK) 189,73 189,73 g
1 | crossss oXolb BLANK CT888 OXOID 4,50 4,50 g
12130487 EXP:2020-05-01 8
2
g
MISHELL CAROLINA CUASES 0401829436 g
2
g
2
&
13
|
2
g
2
z
:
\ g
DESCUENTO
Son: Doscientas Diecisiete Y 54 / 100 Délares Americanos  pglares BASE 0 0.00
{4
BASE 194,23
72/ LVA. 12 % 23,31
FAVOR EMITIR CHEQUE CRUZADO A NOMBRE DE MEDIBAC INC. S.A. TOTAL § 217,54
ro recibir la mercaderia de psta FACTURA a mi entera conformidad; lo tanto, DEBO Y PAGARE a la orden de MEDIBAC INC SA. 4

Esla factura de encmlravse vencila, al siguiente dia devengara el maximo de INTERES POR MORA autorizado por la LEY, més todos los umos
de cobranzas ocasionados. En ¢aso de juicio me sujetaré a los jueces competentes de la ciudad de Guayaquil y a la accion ejecutiva par
lo cual renuncio a fuero y domicilib. PASADO LOS CINCO DIAS DE SALIDA LA MERCADERIA NO SE ACEPTAN DEVOLUCIONES

SOLICITE SU RECIBO DE COBRO AL CANCELAR ESTA FACTURA
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Anexo 2. Aprobacion para el uso de los laboratorios de Ciencias Quimicas.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIDAD DE GRADUACION, TITULACION E INVESTIGACION

Oficio No. 01897 - 2017-CUTGI

Quito, D.M 15 de Noviembre del 2017

ASUNTO: USO LABORATORIO Y ASESORAMIENTO

Sefora Doctora

ISABEL FIERRO

DECANA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
Presente

De mi consideracion:

Solicito a usted de la manera mas comedida permita acudir a la Institucion que tan
acertadamente dirige al(a) sefor(ita) VALLEJO SALAZAR MARILU JHOSELIN, egresado(a)
2016-2016 de la Facultad de Odontologia, para realizar el proyecto de investigacion cuyo tema
es: “Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcoholico de la planta Cassia
Reticulata sobre Candida Albicans. Estudio in vitro”. Para el efecto se requerira el
asesoramiento y la utilizacion de implementos del laboratorio. Requisito previo para la
obtencién del titulo de Odontdlogo.

Favor considerar el respectivo descuento.

Por la favorable atencion que se digne dar a la presente, anticipo mis agradecimientos,

Atentamente,
,C(LL%
Dra. Karina Farfan
COORDINADORA UTGI
2\ FACULTAD D@ CIENCIAS Quim:
SB . -
g ae_csPcElosne D%c%rzgos

.......

Ciudad Universitaria - Telefax: 321.50.82 ext. 213 - Casilla17-03-76 - E-mail: isifo@hotmail.es
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Anexo 3. Certificado de Aprobacién del SEISH-UCE.

a7l

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

EL SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SEISH - UCE

CERTIFICA:

Que conocié la evaluacién realizada por el Comité de Etica de Investigacion de la Facultad
de Odontologia al Protocolo de Investigacién presentado por el (la) sefor (ita), Marild
Jhoselin Vallejo Salazar, egresado (a) de Grado de la Facultad de Odontologia, con el
tema:

“Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de la planta cassia
reticulata sobre céndida albicans. Estudio In - Vitro.”

Una vez analizados los fundamentos metodoldgicos, bioéticos y juridicos del mencionado
estudio, el Subcomité certifica la VIABILIDAD ETICA.

Quito, 14 de noviembre del 2017.
e \t\/ﬁ’—\
_—fp(:; . N/

Dr. Fernando Solcz;Mcnosolvcs
PRESIDENTE

Dr. Patricio Pazdn Léén
SECRETARIO

Germania R,

Direccion: Ciudadela Universitaria , Teléfono: 2904-211 / 2902-192
Junto a Consejo Universitario E-mail: comite.etica@uce.edu.ec
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Anexo 4. Idoneidad ética experticia del investigador principal

v \ UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

IDONEIDAD ETICA Y EXPERTICIA DEL INVESTIGADOR

Quito, 23 de Octubre de 2017

Yo, MARILU JHOSELIN VALLEJO SALAZAR C.I 171436647-1, declaro no tener
experiencias previas en otras investigaciones afines o anteriores a ésta, ademas debo
aclarar que dentro de mi formacién académica recibi las catedras de Metodologia de la
investigacion, Histologia, Patologia Oral, materias que se encuentran relacionadas con
ésta investigacion y representan una base fundamental en la estructura de éste estudio,

para lograr los objetivos planteados.

Es todo cuénto puedo certificar en honor a la verdad.

Atentamente:

Marili Jhoselin Vallejo Salazar

C.1171436647-1
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Anexo 5. ldoneidad ética experticia del tutor

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

IDONEIDAD ETICA Y EXPERTICIA DEL TUTOR

Quito, 23 de Octubre de 2017

Yo, MARINA ANTONIA DONA VIDALE C.I 170888442-2, en calidad de docente
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador y tutora de la
investigacién denominada “Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohélico
de la planta Cassia reticulata sobre Cdndida Albicans. Estudio In vitro”, manifiesto
que tengo idoneidad ética y profesional en temas afines a microbiologia oral, docente
ejecutante de Periodoncia. Por tanto declaro tener la experticia suficiente para tutorear

ésta investigacion.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad.

Atentamente:

Dna. Marina Antonia Dona Vidale

C.1170888442-2
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Anexo 6. Declaracion de conflicto de intereses del investigador principal

(ﬁ) UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
4 FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES
Quito, 23 de Octubre del 2017

Yo, MARILU JHOSELIN VALLEJO SALAZAR con C.I: 171436647-1, en calidad
de la estudiante investigadora principal del tema: “Actividad antimicrobiana del
extracto hidroalcohélico de la planta Cassia reticulata sobre Cindida Albicans.
Estudio in vitro”. Declaro no tener conflictos de intereses, ninguna relacion
econdmica, personal, familiar o filial, politica de interés financiera con ninguna
institucion o empresa internacional o nacional. Declaro ademas no haber recibido
ningln tipo de beneficio monetario, bienes, ni subsidios de alguna fuente que pudiera

tener interés en los resultados de esta investigacion.
Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, particularmente pongo en

conocimiento del comité del subcomité de ética de la Universidad Central del Ecuador

para los fines pertinentes.

Atentamente

MARILU JHOSELIN VALLEJO SALAZAR
171436647-1

68



Anexo 7. Declaracion de conflicto de intereses del tutor

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES
Quito, 23 de Octubre del 2017

Yo, MARINA ANTONIA DONA VIDALE c.i. 170888442-2, en calidad de tutor del
proyecto de titulacion: “Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohélico de la
planta Cassia reticulata sobre Candida Albicans. Estudio in vitro”, declaro no
tener conflictos de intereses, ninguna relacién econdémica, personal, familiar o filial,
politica de interés financiera con ninguna institucién o empresa internacional o nacional.
Declaro ademés no haber recibido ningun tipo de beneficio monetario, bienes, ni
subsidios de alguna fuente que pudiera tener interés en los resultados de esta

investigacion.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, particularmente pongo en
conocimiento del comité del subcomité de ética de la Universidad Central del Ecuador

para los fines pertinentes.

Atentamente

(2 Prouidielor

Dra. NA ANTONIA DONA VIDALE
C.1170888442-2
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Anexo 8. Certificado de elaboracién del extracto hidroalcohélico de la planta Cassia
reticulata.

Quito, 10 de enero de 2018

A QUIEN INTERESE

Yo, Darwin Rolddn Robles Bioquimico Farmacéutico con CC 1002174116.
CERTIFICO QUE;

Los extractos hidroalcohdlico de Cassia reticulota que se utilizaron en el
trabajo de tesis de la seforita Marild Jhoselin Vallejo Salazar " Actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de la planta Cassia reticulata
sobre Candida albicans. Estudio in vitro ” ; fueron elaborados bajo mi

responsabilidad técnica, controlando los parametros de calidad que este tipo
de productos requieren.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad. La mencionada
sefiorita puede hacer uso de este certificado como bien lo pareciere.

Atentamente

\ 7 ;\
B.F. Darwin Rolddn Robies. Msc.

CC1002174116
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Anexo 9. Anadlisis de las propiedades organolépticas y fisicas del extracto hidroalcoholico de
la planta Cassia reticulata.

PREINFORME DE RESULTADOS
LABORATORIO DE QUIMICA FARMACEUTICA

SOLICITADO POR MARILU VALLEIO

DIRECCION CUBLIJIES OE 4- 205 Y RUMICHACA
FECHA DE RECEPCION 2015-08- 14
HORA DE RECEPCION (AN

MUESTRA DE EXTRACTO
DESCRIPCION

FECHA DE ANALISIS

EXTRACTO DE CASSIA RETICULATA

DEL O3 AL 17 /12/2017

PARAMETRO | UNIDADES I il T METODO
b e Ll i RURO NS -, NSO sy . TNy Y
ORGANOLEPTICO
S el ot e e b e TA—
N/A AMARILLENTO A i AN Nt |
_N/A | CARACTERERISTICO | CARACTERERISTICO | CARACTERERISTICO |
hia LIQUIDO HOMOGENO H(li;\;')(l)!'[é(rx)l('w LIQUIDO
OLEOSO ALGO o e ALG | HOMOGENO OLEOSO
_— . LTEORe L WiErso  JACOPERERE |
FISICOS ) ol i, R ) P HFS i B S
PR o tell s a BBl e c e 0L ey . . B ——
DENSIDAD: .k o gmlo b 000 i
INDICE DE e 5
|REFRAGEION . | -c o - W& ¢ WA L e

F-DARWIN CDAN ROBLES
LABORATORIO DE QUIMICA FARACEUTICA
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Anexo 10. Certificado de calidad de la cepa Candida Albicans ATCC® 10231™, adquirida a
la empresa MEDIBAC.

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/12/31

Microorganism Name: Candida albicans Release Information:
Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 443-688 Release Date: 2017/1/23

Reference Number: ATCC® 10231 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies. Nutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results

(1) Germ Tube Test: positive
(1) Chlamydospore production: positive

QLZVV\ st %f)&«-—«

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

See attached ID System results document.

Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base lot
number.

Nota for Vitek®: Although the Vitek® pans! uses many conventional tests, the unique environmant of the card, combined with the short incubation period, may produce results that differ
from published results obtained by other methods.

1. Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC
ATCC Licensed L
Derivative

)
Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

(AccrebiTED)

TESTING CERT $2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Anexo 11. Instrucciones de uso y activacion de la cepa Candida Albicans® 10231™,

F

/
/

z(WIK-STIK“‘ Instructions for Use

Please add the packaging option to the catalog number when placing an order: P = KWIK-STIK™ 2 Pack,
S = KWIK-STIK™ 10 Pack. Example: 0335P, 0335S

Allow the unopened
KWIK-STIK™ pouch to equilibrate to
room temperature. Tear open pouch

at notch and remove the KWIK-
STIK™ unit. 4

Tear off Pull-Tab portion on the
label and attach it to the primary
culture plate or QC record. Do not
disassemble the device during

uydration

N

A

Pinch (once only)
the ampoule at the top of the |
|| KWIK-STIK™ (just below the fluid "
g meniscus of the ampoule) found in
y nLthe cap to release the hydrating fluid.

Hold vertically and
tap on a hard surface
to facilitate flow of fluid
i through shaft into
i bottom of unit
. containing pellet.
Allow the hydrating
.. fluid to flow through the =
~ swab shaft and into the =
- bottom portion of the unit

containing the pellet.
containing the p y

Y

Using a pinching

action on the /

bottom portion

of the unit, crush

the pellet in the

fluid until the pellet

suspension is
\homogenous. 5

IMMEDIATELY heavily saturate the
swab with the hydrated material
Land transfer to agar medium. 4

Inoculate the primary culture plate(s) ¥

by gently rolling the swab over
| one-third of the plate.

N

Using a sterile loop, streak to

facilitate colony isolation.

\

IMMEDIATELY incubate the
inoculated primary culture
plate(s) at temperature and
conditions appropriate to the
microorganism.

Visit www.microbiologics.com or call 320.253.1640 to place your order!
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Anexo 12. Certificado de la realizacion de las pruebas bacterioldgicas

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
LABORATORIO DE ANALISIS CLIiNICO Y BACTERIOLOGICO

CERTIFICADO

Certifico que la Sefiorita, VALLEJO SALAZAR MARILU JHOSELIN, con Cédula de
Identidad No. 171436647-1, realizd las pruebas diagndsticas bacteriolégicas en el
Laboratorio Microbiolégico de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad
Central def Ecuador en conjunto con fa Dra. Rachide Acosta, para ef estudio de su tesis
con el tema: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE LA PLANTA CASSIA RETICULATA SOBRE CANDIDA ALBICANS”. Dicho estudio
fue realizado con las normas de calidad establecidas.

La mencionada sefiorita puede hacer uso de este documento como crea conveniente
a sus intereses.

Quito, 21 de diciembre del 2017

Coadnidy A asks

——
Dra. Rachide Acosta
JEFA DE LOS LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

@exandra

Direccidn: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 13. Certificado de los resultados del analisis inhibitorio

CLIENTE: MARILU JHOSELIN VALLEJO SALAZAR
MUESTRA: EXTRACTO HIDROALCQHOLICO DE CASSIA RETICULATA
FECHA DE ANALISIS: 2017/12/04

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA

PLANTA CASSIA RETICULATA SOBRE CANDIDA ALBICANS.
ESTUDIO IN VITRO

CEPA DE ESTUDIO: CANDIDA ALBICANS

ATCC 10231

LOTE 433-688-2

CADUCIDAD 31/12/2018

RESULTADOS
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CASSIA RETICULATA NS RS PO -
50% | 75% | 100%
REPETICION HALOS DE INHIBICION (mm)

1 6 7 11 25 12 6
2 6 7 10 26 10 6
3 6 8 12 25 7 6
4 6 7 12 25 8 6
5 6 8 11 27 7 6
6 6 8 10 26 10 6
7 6 8 11 25 8 6
8 6 7 11 26 8 6
9 6 8 12 27 8 6
10 6 8 12 27 10 6
11 6 7 11 26 10 6
12 6 7 11 27 10 6
13 6 8 10 25 10 6
14 6 7 12 27 10 6
15 6 7 10 25 8 6

VALORES DE SENSIBILIDAD AROMATOGRAMA (DURAFFOURD)

S.NULA

S. LIMITE

S. MEDIA
SUMAMENTE SENSIBLE

LS, el i
e ¢ 3 3
DRA. RACHIDE ACOSTA
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<8 mm
9-14 mm
15-19 mm
>0=20mm




Anexo 14. Certificado de esterilizacion de los materiales

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

CERTIFICADO

El Laboratorio Clinico y Bacteriolégico de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la
Universidad Central del Ecuador, certifica que todo el material utilizado en la
realizacién de las tesis de la Facultad de Odontologia, es sometido a proceso de
esterilizacion previo a su uso.

Quito, 21 de diciembre del 2017

Dra. Rachide Acosta
JEFA DE LOS LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

Rexandia

Direccidn: Francisco Viteri sin 'y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 15. Protocolo de manejo de desechos infecciosos

b)

c)

d)

g)

h)

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS CLIiNICO Y BACTERIOLOGICO
PROTOCOLO DE MANEJO DE DESECHOS INFECCIOSOS

Los cultivos de agentes infecciosos y desechos biolégicos, cajas Petri,
placas de frotis y todos los instrumentos para manipular, mezclar o
inocular microorganismos son' recolectados en un recipiente especifico
rotulado y son llevados al “area de generacion”.

Los desechos seran clasificados y separados, por los responsables en el
area de generacion.

Las Cajas Petri, los tubos de ensayo de vidrio, Hisopos contaminados se
colocaran en autoclave para el proceso de esterilizacion mediante la
combinacion de calor y presién proporcionada por el vapor de agua, en
un tiempo determinado a 134° C, a 1,1 atmésferas por un periodo de 30
min.

Se deja enfriar aproximadamente por 30 minutos.

Las placas, portaobjetos y cubreobjetos, se deja en un recipiente de
vidrio para su posterior descontaminacién (hipoclorito 5.000 ppm durante
20 minutos), se lava con agua y detergente.

Posterior a ello todo el material de desechos generado y previamente
tratado se coloca en funda roja rotulada que contiene la siguiente
informacién: contenido (cortopunzante, infeccioso), peso, fecha y
persona responsable. Se realiza el traslado del material generado al
cuarto de Depésito Final de Desechos de la Facultad de Ciencias
quimicas hasta su recoleccion.

El personal responsable observando los lineamientos de bioseguridad
correspondiente usa guantes, mascarilla, gorro, que posteriormente son
desechados en fundas rojas.

El manejo externo de desechos biolégicos, es efectuado por la Empresa
Publica Metropolitana Integral de Residuos Sdélidos. “EMGIRS-EP”,
quienes trabajan conjuntamente con el laboratorio de la Facultad de
Ciencias Quimicas, y son los encargados de retirar del area de Depdsito
los desechos Infecciosos, biolégicos y especiales.

Quito, 21 de diciembre del 2017
S n A
Dra. Rachide Acosta

LABORATORIO CLINICO Y BACTERIOLOGICO

Direccidn: Francisco Viteri sin y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 16. .Autorizacién para la eliminacion de desechos infecciosos utilizados en la
investigacion

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

AUTORIZACION

Se autoriza el uso de las instalaciones del depdsito de desechos infecciosos del
Laboratorio Clinico y Bacteriolégico de la Facultad de Ciencias Quimicas, para
descartar los materiales contaminados que fueron utilizados en el proyecto de
investigacion: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LA PLANTA CASSIA RETICULATA SOBRE CANDIDA
ALBICANS”. Realizado por la sefiorita Marili Jhoselin Vallejo Salazar.

Quito, 21 de diciembre del 2017

[P v
m%ﬁ/ FATS

Dra. Rachide Acosta
JEFA DE LOS LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

Direccidn: Francisco Viteri sin y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 17. Renuncia al trabajo estadistico

Quito, DM 11 de enero de 2018

A quien corresponda:

Yo, ING. JAIME MOLINA con CI. 1709175275, por el presente renuncio a todos los
derechos de autor y propiedad intelectual relacionado al trabajo estadistico, anélisis de
resultados, matriz o variables realizado en el trabajo de titulado “ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA
PLANTA CASSIA RETICULATA. ESTUDIO IN VITRO.”, de la seforita
VALLEJO SALAZAR MARILU JHOSELIN ente como a bien tuviere.

Atentamente:

ING. JAIME MOLINA

CI. 1709175275
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Anexo 18. Certificado URKUND-Antiplagio

17/1/2018 Urkund Report - TESIS ODONTOLOGIA2018.docx (D34759186) (2).pdf
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TOPIC: “Antimicrobial effect of the hydro-alcoholic extract of the Cassia reticulata
plant on the Candida Albicans. In Vitro study™.

Author: Marilu Jhoselin Vallejo Salazar

Tutor: Dr. Marina Antonia Dona Vidale

ABSTRACT

There is scientific probe that the Candida Albicans is the most common fungus in the oral
cavity, and it is characterized by being an opportunist and a relevant pathogen. It is why
this study aims at seeking new alternatives, easy to obtain at a low cost, in order to treat
oral pathologies through the use of the main components of medicinal plants. It was
proposed to identify the antimicrobial activity of the hydro-alcoholic extract of the Cassia
reticulata plant at 50%, 75% and 100% on strains of Candida Albicans ATCC® 10231™,
The positive control was made with ketoconazole 15mg/ml and nystatin 30mg/ml, and
the negative control was made with distilled water. The Cassia reticulata extract was
obtained through maceration at room temperature with a hydroalcoholic solution. The
yeast was activated with Sabouraud dextrose agar 4% (Merck) put is sterile Petri dishes.
It was measured the inhibition area formed around the discs with the concentrations of
the extract. As a result, it was determined that the concentrations of Cassia reticulata at
75% and 100% showed and inhibitory effect on the Candida Albicans. There was no
antimicrobial effect in the 50% concentration. The nystatin 30mg/ml had greater
inhibition halos when compared with the ketoconazole 15mg/ml.

KEY WORDS: CANDIDA ALBICANS, CASSIA RETICULATA, HYDRO ALCOHOLIC
EXTRACT.
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