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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcoholico de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) frente a Céndida albicans
ATCC 10231.

Material y Método: La investigacion es de tipo cuantitativo, de tipo prospectivo,
transversal con disefo experimental, la poblacion de estudio estuvo conformada por
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) obtenida del distrito de Tarapoto,
provincia y departamento de San Martin, ubicado a una altitud de 400,7 m.s.n.m.; se
tomo una muestra de 2 kilos de corteza de la muestra vegetal; el extracto se prepard
a las concentraciones de 50, 75 y 100% mediante maceracion en frio, para la
determinacion del efecto antifungico frente a Candida albicans ATCC 10231 se

empled la técnica de difusion en pozo.

Resultados: Los resultados encontrados con respecto al tamafio del halo de
inhibicion fueron de 16,47 + 0,44mm IC: 16,22 -16,71 para el extracto de capirona al
100%; de 11,05 + 0,25mm IC: 10,91 -11,19 para el extracto de capirona al 75%; de
9,11 + 0,43mm IC: 5,75 -6,20 para el extracto de capirona al 50%; los grupos control
obtuvieron halos de 5,98 + 0,41mm IC: 5,75 - 6,20 para el control negativo y para el
control positivo fue de 26,66 + 0,40mm IC: 26,44 - 26,88. Segun la escala de
Durafourd Candida albicans ATCC 10231 es Sensible a los extractos de capirona al
50% y 75%; es muy sensible al extracto de capirona al 100%; es altamente sensible

a la nistatina y presenta sensibilidad nula al control negativo.

Conclusiones: El| extracto hidroalcoholico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) presenta efecto antifingico in vitro frente a Candida
albicans ATCC 10231 .

Palabras clave: Calycophyllum spruceanum Benth; capirona; Candida albicans;

extracto; corteza.



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antifungal effect of the hydroalcoholic extract
of the bark of Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) against Candida albicans
ATCC 10231.

Material and Method: The research is quantitative, prospective, cross-sectional with
an experimental design, the study population was made up of Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) obtained from the district of Tarapoto, province and
department of San Martin, located at an altitude 400.7 meters above sea level; a
sample of 2 kilos of bark was taken from the vegetable sample; the extract was
prepared at concentrations of 50, 75 and 100% by cold maceration, to determine the

antifungal effect against Candida albicans, the well diffusion technique was used.

Results: The results found regarding the size of the inhibition halo were 16.47 +
0.44mm CI: 16.22 -16.71 for the 100% capirona extract; 11.05 + 0.25mm CI: 10.91 -
11.19 for capirone extract at 75%; 9.11 + 0.43mm CI: 5.75 -6.20 for capirone extract
at 50%; the control groups obtained halos of 5.98 + 0.41mm CI: 5.75 - 6.20 for the
negative control and for the positive control it was 26.66 + 0.40mm CI: 26.44 - 26.88.
According to the Durafourd scale, Candida albicans ATCC 10231 is sensitive to
capirona extracts at 50% and 75%; it is very sensitive to 100% capirone extract; it is

highly sensitive to nystatin and has no sensitivity to the negative control.

Conclusions: The hydroalcoholic extract of the bark of Calycophyllum spruceanum
Benth (capirone) has an in vitro antifungal effect against Candida albicans ATCC
10231.

Keywords: Calycophyllum spruceanum Benth; capirona; Candida albicans; extract;
Cortex.



. INTRODUCCION

En la actualidad existe una problematica a nivel mundial, pues nos
referimos a la presencia de una resistencia frente a antifungicos
especificamente frente a Candida albicans la cual siendo una célula
eucariota es capaz de mutar provocando asi la ineficacia a algunos
antifingicos'. Candida albicans es un dermatofito frecuente de nuestra
flora cutdnea, afectando érganos internos como la boca y vagina, actua
como hongo oportunista, manifestandose cuando el sistema inmunitario
esta disminuido?. Tal dermatofito presenta diferentes factores
predisponentes, los mismos que favorecen a su desarrollo, asi como su
prevalencia en el huésped, C. albicans es la responsable de una de las
causas principales de infecciones tanto cutaneas o superficiales, asi como
infecciones sistémicas, llegando ser calificadas como potencialmente
mortales. Se dice que tiene una gran incidencia en cuanto a mortalidad
segun estudios realizados la tasa de mortalidad se encuentra entre 30% a
50 % segun el estado en que se encuentre la persona siendo mucho mas
mortales aquellos pacientes con presencia de VIH o se encuentren

inmunodeprimidos?.

C. albicans se encuentra dispersa en todo el mundo, estudios realizados
en EE.UU presento resultados afirmando que es una de las causas mas
comunes de IS adquiridas a nivel nosocomial llegando a presentar tasas
brutas de mortalidad de hasta 50%*. “En Brasil, un estudio de vigilancia
en 16 hospitales (2007-2010), se encontré Candida en 249 casos de cada
1000 admisiones hospitalarias, con una mortalidad bruta del 72 % (53 %
para pacientes que no estaban en la UCl y 85 % para pacientes que

estaban en UCI)™.

En el Peru existen algunos estudios acerca de C. albicans y su

prevalencia, uno de ellos se realizd en el hospital nacional de alta
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complejidad de Lima (2004-2006) afirmando en un estudio mediante
hemocultivo que un 11,6% de pacientes en UCI presentan Candida.
Existe otro estudio que se realizd en tres hospitales de Lima y Callao
(2013 al 2015) donde se reportaron 158 aislamientos y una recurrencia de
candidiasis sistémica que fluctua entre 1 y 2,6 casos por cada 1000

ingresos?®.

Asimismo, en Lambayeque algunos estudios han reportado la presencia
de infecciones por Candida albicans en varias poblaciones, por ejemplo
un 15% de infecciones en trabajadoras sexuales (segun el MINSA 2001,
Programa de control de enfermedades de transmision sexual y SIDA —
PROCETSS), un 6.52% en mujeres que pertenecen al centro
penitenciario de Picsi, un 48.14% en pobladoras gestantes de la ciudad
de Chiclayo, 2% en trabajadoras sexuales de José Olaya - Chiclayo (DISA

Lambayeque, 2000) y un 38.10% en mujeres del grupo etario fértil®.

En los ultimos tiempos se ha visto un incremento descontrolado en cuanto
al uso de antifungicos esto generando el uso irresponsable de diversos
farmacos que muchas veces causan dafo en el organismo, o su valor es
elevado como consecuencia de la baja economia que existen en muchas
zonas del pais. Por ende, es necesario se busquen y estudien nuevas
alternativas naturales al alcance de todos nosotros. El desarrollo del
proyecto de investigacion permitira contribuir con el conocimiento y
aplicacioén de la especie Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) y su
propiedad antimicética frente a un dermatofito muy conocido como C.

albicans.

Callycophyllum spruceanum Benth (capirona), pertenece a la familia de
las Rubiaceas, se distribuye por zonas tropicales, templadas. Los
marcadores quimiotaxondmicos de la familia Rubiaceae son: alcaloides
inddlicos, iridoides y antraquinonas. Los alcaloides inddlicos han sido los
metabolitos secundarios mas estudiados con el fin de comprobar la
quimiotaxonomia de la familia. En Callycophyllum spruceanum Benth

(capirona) Se identificaron cinco metabolitos secundarios en el extracto, a
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saber, gardendsido, 5-hidroximorina, cianidina, taxifolina y 5-hidroxi-6-

metoxicumarina-7-glucésido’.

Por otro lado, Candida albicans es un hongo que se encuentra en la
microflora natural y necesita de factores dependientes del huésped para
poder desencadenar su patogenicidad de dicho dermatofito. Las especies
de Candida se encuentran entre las causas mas comunes de enfermedad
micoética invasiva, y Candida albicans reina como la principal causa de
candidiasis invasiva. Dado que los hongos son eucariotas como su
huésped humano, la cantidad de objetivos moleculares unicos que
pueden explotarse para el desarrollo de antifungicos sigue siendo

limitadas®.

Su patogenicidad se debe a la presencia de glicoproteinas las que son
capaces de adherirse a la superficie de las células epiteliales para
posteriormente formar una especie de tubos germinales los que van a
penetrar las células y formar una serie de enzimas las que van a contribuir

con la fijacion de dicho dermatofito®

Entre los antecedentes internacionales tenemos a Dookie R. et al (2021),
quienes definieron por objetivo realizar la caracterizacion fitoquimica, asi
como la evaluacion antimicrobiana de los extractos metandlicos vy
etandlicos a partir de la corteza de Calycophyllum spruceanum. Mediante
el uso del equipo cromatdgrafo de gases se identific6 compuestos como
iridoides, terpenos, alcaloides y fenoides. El extracto metandlico presento
mayor potencial antimicrobiano contra las cepas A. baumannii, P.
aeruginosa, S. enteritidis y S. aureus en concentraciones a partir de
500u/ml’°,

Souza A. et al (2018), publicaron su investigacion, en la cual realizaron
un cribado fitoquimico y evaluaron la accion antioxidante de las especies
Lafoensia pacari y Calycophyllum spruceanum formuladas en extractos
con etanol y extractos con agua. Los compuestos fitoquimicos

encontrados de la especie C. spruceanum son acidos organicos,
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glucésidos cardioactivos, saponinas y alcaloides. La accién antioxidante
fue mayor para el extracto de la especie Lafoensia pacari muy similar a la
vitamina C y el extracto de C. spruceanum no presenté una buena accion

antioxidante.

Magrini V, Fernandez A, Fraige K, Siqueira D, Bolzani V (2016), en su
estudio cuyo objetivo fue realizar el estudio fitoquimico de extractos de
hojas, ramas y corteza de tallo de Calycophyllum spruceanum Benth
(Rubiaceae), se obtuvieron extractos con solventes de diferente polaridad
(hexanico, acetato de etilo, metandlico, hidroalcohdlico (70:30EtOH:H20
v/v) y acuoso (por extraccion por decoccion) y fueron analizados, donde
se logré identificar compuestos fendlicos que pueden actuar como

antioxidantes y antifungicos potencialmente activos®.

Con respecto a los antecedentes nacionales del estudio, tenemos la
publicacion de los autores Colque, L y Arias L. (2021). Elaboraron su
estudio con el propdsito de evaluar la sensibilidad in vitro de Candida
albicans cuando es expuesta en un extracto hidroalcohdlico de la corteza
de la especie Calycophyllum spruceanum (Benth). A través de la técnica
de difusién en disco el extracto hidroalcoholico de C.spruceanum formd
un halo de 16.6mm al 50%, de 13.4mm al 28% y 10.6mm al 14% contra
Candida albicans in vitro, comprobando que si tiene actividad contra dicho

hongo siendo el efecto mayor en la concentracion del 50%13.

Gamboa M. y Miranda E. (2020), evalud la actividad cicatrizante, analisis
fitoquimico y su toxicidad en la piel (dermis) de la planta Calycophyllum
spruceanum (Benth) formulados en extracto etandlico a partir de su
corteza en ratas. Se prepararon tres geles con la especie vegetal en
concentraciones de 1%, 2% y 4%, siendo mas eficaz en la concentracion
del 1% con una eficacia de cicatrizacion del 90%, ademas, ninguna rata
presento toxicidad en la piel al administrarlo topicamente. Los metabolitos
encontrados azucares reductores, flavonoides, taninos y compuestos

fenodlicos™.
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Roca M. (2019) cuyo objetivo fue determinar la actividad bactericida y
fungicida de los extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de las hojas
y corteza de capirona (Calycophyllum spruceanum Benth). Los resultados
mostraron que los extractos de corteza tuvieron mayor efecto que los de
las hojas. Los extractos etanolicos de corteza de 50 y 100 mg/mL
presentaron mayor efecto antibacteriano con excepcion de los extractos
con metanol que si inhibieron a C. albicans a partir de 250 mg/mL. Los
extractos metandlicos de hoja y corteza presentaron poca actividad

antifngica’®.

El objetivo general del presente estudio es demostrar el efecto antifungico
in vitro del extracto hidroalcoholico de la corteza de Calycophyllum

spruceanum Benth (capirona) frente a Candida albicans ATCC 10231;

Asi mismo, la hipétesis general del estudio el extracto hidroalcoholico de
la corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) presenta

efecto antifungico in vitro del frente a Candida albicans.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y disefio de la investigacion:

2.2.

El enfoque de la investigacion es de tipo cuantitativo, debido a
que las variables del estudio son numéricas y fueron analizadas
mediante analisis estadistico'®.

El disefio corresponde al experimental porque existe una
influencia y manipulacion con respecto a las variables que
presentan los investigadores'”.

El tipo de estudio es prospectivo, transversal, la recoleccién de los
datos se realiza en un tiempo futuro; asi mismo, el andlisis de

estos se efectud en un determinado momento.

Poblacién, muestra y muestreo:
Poblacién vegetal:

La poblacion estuvo representada por 8 kilogramos de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) del distrito de
Tarapoto, provincia y departamento de San Martin, ubicado a una
altitud de 404,5 m.s.n.m.

Muestra vegetal:

La muestra empleada fue de 2 kilogramos de corteza del arbol
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona)'®.

El tipo de muestreo empleado en la recoleccion de los datos fue
no probabilistico por conveniencia?.

Poblacion biolégica:

Candida albicans ATCC 10231

Muestra biolégica:

15 placas con cultivos de Candida albicans ATCC 10231

2.3. Variables de la investigacion:

Variable  independiente: Extracto  hidroalcohdlico  de

Callycophyllum spruceanum Benth (capirona)

- Definiciéon conceptual

15



2.4.

2.5.

Solucion acuosa obtenida mediante maceracion con etanol de
70°C de las cortezas de Callycophyllum spruceanum Benth

(capirona).

Variable dependiente: Efecto antifungico frente a Candida
albicans ATCC 10231

- Definicién conceptual
Inhibicién en el crecimiento de cepas de Candida albicans
ATCC 10231

Técnicas de instrumentos y de recoleccion de datos:
Maceracién: Técnica que permiti6 por medio del contacto con un

solvente obtener los principios contenidos en la corteza de la planta?’.
Difusiéon en pozo: Permitié determinar por medio de la medida de los
halos producidos por los extractos hidroalcohdlicos de Calycophyllum
sprucenaum que fueron colocados en pocitos en la placa con cultivo

del microorganismo?2.

Plan metodoldgico de la recoleccion de datos:

2.5.1. Recoleccion y preparacion de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona):

- Se recolecté de la muestra 2 kg de corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona), del departamento de San Martin,
provincia y distrito de Tarapoto. La corteza obtenida se
encontré en oOptimas condiciones verificando su buen estado
para mejores resultados.

- Luego se procedio a lavar la corteza con agua estéril.

- A continuacion, se dejo secar la corteza a temperatura
ambiente por 3 dias en papel kraft cuidando de no contaminar

la muestra con polvo o cualquier otro tipo de sustancia.

16



2.5.2.

Luego se trozd la corteza en porciones mas pequefias para
luego pulverizarla en un molino de cuchillas y luego se coloco

en un frasco de boca ancha y color ambar.

Obtencion del extracto hidroalcohdlico:

Se pesaron 500 g de la corteza pulverizada de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona), la misma que se coloco en el
frasco ambar de 4 Litros de capacidad y se agregd 1 litro de
etanol de 70°, se dejo macerar por 10 dias y se agité por 4

minutos dos veces al dia.

2.5.3. Activacion y sembrado de la cepa:

2.54.

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue reactivada en
caldo dextrosa Sabouraud. Los cultivos de Candida albicans
ATCC 10231 se incubaron a 37°C en un lapso de 24 a 48
horas.
Una vez obtenido el cultivo se procedid a diluir segun la
escala de MacFarland 0.5.
Con las placas ya preparadas con agar dextrosa Sabouraud y
con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril se procedid
hacer la siembra de la cepa y llevar a incubacion a 37°C por
24 horas?3.
Evaluacién de la actividad antimicética y medicion de los
halos:
En una placa se prepararon 3 pocitos para las
concentraciones de 50%, 75 % y 100% de los extractos de la
planta.
En otra placa se prepararon dos pocitos para el control
positivo (nistatina) y control negativo (etanol 70°)
Se realizaron 15 repeticiones por placa y se llevaron a

incubacion por 24 horas a 37°C.
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2.6.

2.7.

- Luego se retiraron las placas de la incubadora y se procedio a
leer los halos de inhibicion formados con un vernier digital,
para continuar con el registro los datos en la ficha de

recoleccion.

Procesamiento del analisis estadistico:

Los datos recolectados fueron registrados en una base de datos en
Excel y luego importados al programa estadistico SPSS version 26
para obtener la estadistica descriptiva e inferencial de los datos
mediante las pruebas de normalidad, homogeneidad de varianzas,
ANOVA y Tukey, con un nivel de significancia de 0.5%32*.

Aspectos éticos:

Dentro de los principios éticos se considerard el principio de no
maleficiencia, por lo tanto, se mantuvieron las medidas de
bioseguridad necesarias en los laboratorios de ensayo, manejo de
protocolos para prevencion del COVID-19 y manejo de residuos

biocontaminados, segun los estandares MINSA25:26,
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lll. RESULTADOS

Tabla 1. Analisis estadistico descriptivo para los datos recolectados
de los halos de inhibicién promedio

95% del intervalo
de confianza para

Diametro del halo la media
de inhibicion
Limite
Desv. Desv. Limite superio
N Media Desviacion Error inferior r Minimo Maximo
Ext. Alc. 1 16,47 0,44 0,11 16,22 16,71 15,78 17,29
Capirona - 100% 5
Ext. Alc. 1 11,05 0,25 0,07 10,91 11,19 10,63 11,58
Capirona - 75% 5
Ext. Alc. 1 9,11 0,43 0,11 8,87 9,35 8,42 9,98
Capirona - 50% 5
Control Negativo 1 5,98 0,41 0,11 5,75 6,20 5,32 6,57
(etanol) 5
Control Positivo 1 26,66 0,40 0,10 26,44 26,88 25,96 27,22
(nistatina) 5
Total 7 13,85 7,31 0,84 12,17 15,54 5,32 27,22
5

Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 1 muestra el analisis estadistico descriptivo realizado a los datos

recolectados con respecto a los diametros de los halos de inhibicién

obtenidos para cada grupo de datos, con respecto a los grupos

experimentales se obtuvieron halos de inhibicién de 16,47 + 0,44mm IC:
16,22 -16,71 para el extracto de capirona al 100%; de 11,05 + 0,25mm IC:
10,91 -11,19 para el extracto de capirona al 75%; de 9,11 + 0,43mm IC:

5,75 -6,20 para el extracto de capirona al 50%; los grupos control

obtuvieron halos de 5,98 + 0,41mm IC: 5,75 - 6,20 para el control negativo
y para el control positivo fue de 26,66 + 0,40mm IC: 26,44 - 26,88.
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Tabla 2. Analisis comparativo de las medias de cada grupo mediante

ANOVA
Diametro del halo de inhibicion

Suma de Media al

cuadrados Df cuadrado F p-valor.
Entre grupos 3948,129 4 987,032 6426,12 0,000

6
Dentro de 10,752 7 0,154
grupos 0
Total 3958,880 7
4

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

La tabla 2, muestra el analisis comparativo de los valores promedio del

diametro de los halos de inhibicion mediante el Analisis de Varianza

(ANOVA), la prueba aplicada obtuvo un valor p-valor= 0,00; siendo este

valor inferior al nivel de significancia de 0,05; se demuestra que los

grupos de datos analizados presentan diferentes significativas en las

medias de los halos de inhibicion en al menos unos de los grupos

estudiados.

Tabla 3. Analisis de las medias de los halos de inhibicién mediante la
prueba de Tukey por sub grupos homogéneos

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control Negativo (etanol) 15 5,97
Ext. Alc. Capirona - 50% 15 9,11
Ext. Alc. Capirona - 75% 15 11,05
Ext. Alc. Capirona - 100% 15 16,46
Control Positivo (nistatina) 15 26,6
5
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,00
0

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armoénica = 15,000.

Fuente: SPSS ver. 26
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La tabla 3, permite determinar el efecto antifungico en funciéon de los
halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) mediante el analisis de la
prueba de Tukey por sub grupos homogéneos. Se observa que todos los
grupos de tratamientos presentan diferencias significativas con respecto
a sus medias, siendo el control negativo el grupo de comparacién sin
efecto antifungico con halo de inhibicion promedio de 5,97mm, los grupos
experimentales presentaron efecto antifungico creciente con halos de
inhibicion promedio de 9,11mm; 11,05mm; 16,46mm para los extractos al
50%, 75% y 100%; el control positivo (nistatina) obtuvo un halo de
inhibicion de 26,65mm.

Tabla 4. Sensibilidad antibacteriana segun la escala de Duraffourd

Sensibilidad . Muy Altamente
. Sensible . )
Tratamiento nula 814 mm sensible sensible
<8 mm 14-20 mm >20 mm

Control Negativo 5,97
(etanol)

Ext. Alc. Capirona - 9,11
50%

Ext. Alc. Capirona - 11,05
75%

Ext. Alc. Capirona - 16,46
100%

Control Positivo 26,65
(nistatina)

En la tabla 4, se aprecia la sensibilidad de Candida albicans ATCC 10231
frente a los grupos de tratamiento en funcién del tamafio del halo de
inhibicién tomando como referencia la escala de Durafourd; en tal sentido,
se observa que Candida albicans ATCC 10231 presenta sensibilidad
nula para el control negativo (etanol), es sensible al extracto alcohdlico
de capirona al 50% y 75%, es muy sensible al extracto alcohdlico de

capirona al 100% y altamente sensible al control positivo de nistatina.
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IV. DISCUSION
4.1. Discusion

Las infecciones micoticas se muestran como un tipo de enfermedad que
genera altos indices de morbilidad especialmente por la especie Candida
albicans, la que presentan de igual manera altos indices de resistencia a
los antifungicos, en tal sentido, la presente investigacion permite demostrar
el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) frente a Candida albicans

ATCC 10231, los resultados se presentan a continuacion:

Los halos de inhibicidon obtenidos por los extractos hidroalcohdlicos de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) frente a Candida
albicans ATCC 10231 fueron de 16,47 + 0,44mm para el extracto de
capirona al 100%; de 11,05 + 0,25mm para el extracto de capirona al 75%;
de 9,11 + 0,43mm para el extracto de capirona al 50%; los grupos control
obtuvieron halos de 5,98 + 0,41mm para el control negativo y para el

control positivo fue de 26,66 + 0,40mm.

Los resultados se corroboran con los estudios realizados por Roca M.
(2019) mediante su estudio realizado de los extractos acuosos, etandlicos y
metandlicos de las hojas y corteza de capirona (Calycophyllum
spruceanum Benth) frente a Candida albicans, observando que los
extractos etandlicos de la corteza de Calycophyllum spruceanum Benth
presentan mayor efecto contra C. albicans que el extracto metanolico,

observandose este efecto a partir de la concentracion de 50 mg/mL.

Por otro lado, el estudio de Prado, M. demostr6 mediante un estudio
fitoquimico que Calycophyllum spruceanum Benth “capirona” presenta
metabolitos activos como azucares, saponinas, quinonas, flavonoides,
cumarinas, iridoides y taninos condensados, siendo uno o varios de estas
sustancias las responsables de las propiedades medicinales y antimicoticas

de la especie vegetal.
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Parar determinar el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) comparado con
nistatina frente a Candida albicans ATCC 10231 se procedio a aplicar las
pruebas inferenciales de ANOVA y Tukey con un nivel de significancia del
0,05 encontrando que existe diferencia significativa entre todos los grupos
de datos analizados, la prueba de Tukey confirmo de los grupos
experimentales presenta menor efecto antifungico que el grupo control de

nistatina.

Se determind la sensibilidad de Candida albicans ATCC 10231 frente al
extracto hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum spruceanum
Benth (capirona) a diferentes concentraciones mediante la escala de
Durafourd como se muestra en la tabla 4, los resultados de los halos de
inhibicion del estudio determinaron que Candida albicans presenta
sensibilidad nula al control negativo (etanol); es sensible al extracto
hidroalcoholico de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 50% y
75%; es muy sensible al extracto hidroalcohdlico al 100% y altamente

sensible al control positivo (nistatina).

4.2. Conclusiones

- Se demostré6 el objetivo general del presente estudio y se
determind el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcoholico
de la corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona)
frente a Candida albicans ATCC 1023.

- Se determind el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 50%
mediante la formacién de halo de inhibicion promedio de 9,11 +
0,43mm frente a Candida albicans ATCC 10231, siendo esta sensible

al extracto.

- Se determind el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 75%

mediante la formacién de halo de inhibicion promedio de 11,05 +
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0,25mm frente a Candida albicans ATCC 10231, siendo esta sensible

al extracto.

- Se determind el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 100%
mediante la formacién de halo de inhibicion promedio de 16,47 +
0,44mm frente a Candida albicans ATCC 10231, siendo esta muy

sensible al extracto.

- El efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) frente a Candida albicans

ATCC 10231 es menor que la nistatina.

4.3. Recomendaciones

- Se recomienda a los futuros investigadores seguir realizando estudios
sobre la actividad antifungica de la corteza de Calycophyllum

spruceanum Benth (capirona)

- Se requiere identificar los metabolitos secundarios contenidos en la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) mediante

procedimientos analiticos que permitan potenciar su efecto antifungico.

- Es necesario promover la investigacion de las diferentes partes de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) para determinar donde se
encuentran en mayor cantidad los principios activos con mayor

capacidad antifungica.
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Anexo A. Instrumentos de recoleccion de datos

Extracto alcohdlico de Grupos control
Calycophyllum spruceanum
N° de Benth
Repeticiones
50% 75% 100% Negativ | Positiv
o o

1 9,15 11,11 16,37 6,05 26,63
2 9,74 11,33 16,28 6,17 26,96
3 8,42 11,58 16,65 5,96 26,57
4 8,70 11,18 16,22 6,28 26,85
5 8,62 10,87 16,82 6,03 25,96
6 9,06 11,41 16,59 5,34 27,22
7 9,98 10,91 17,29 6,36 26,90
8 9,05 10,90 16,28 5,92 26,45
9 9,25 10,73 15,89 5,71 27,13
10 8,88 11,02 16,88 5,39 27,10
11 8,83 11,17 16,33 6,40 26,22
12 9,41 10,90 16,13 6,41 26,39
13 9,30 11,05 15,78 6,57 26,85
14 9,52 10,63 17,23 5,72 26,00
15 8,75 11,02 16,29 5,32 26,65
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Anexo B. Matriz de consistencia

EFECTO ANTIFUNGICO in vitro DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA CORTEZA DE Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) FRENTE A Candida albicans ATCC 10231

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

;Cudl serd el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) ante a Candida
albicans ATCC 102317

Demostrar el efecto antifingico in vitro del extracto
hidroalcoholico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) frente a Candida
albicans ATCC 10231

El extracto hidroalcoholico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) presenta
efecto antifungico in vitro del frente a Candida albicans
ATCC 10231

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢Presentarda efecto  antifungico el extracto | Determinar el efecto antifingico del extracto | El extracto hidroalcohdlico de Ila corteza de
hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum | hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum | Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 50%
spruceanum Benth (capirona) al 50% frente a | spruceanum Benth (capirona) al 50% frente a | presenta efecto antifungico frente a Candida albicans
Candida albicans ATCC 102317 Candida albicans ATCC 10231 ATCC 10231

¢Presentara efecto  antifungico el extracto | Determinar el efecto antifungico el extracto | EI extracto hidroalcohdlico de la corteza de
hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum | hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum | Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 75%
spruceanum Benth (capirona) al 75% frente a | spruceanum Benth (capirona) al 75% frente a | presenta efecto antifungico frente a Candida albicans
Candida albicans ATCC 102317 Candida albicans ATCC 10231 ATCC 10231

¢Presentara efecto  antifungico el extracto | Determinar el efecto antifungico el extracto | EI extracto hidroalcohdlico de la corteza de

hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) al 100% frente a
Céandida albicans ATCC 102317

hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) al 100% frente a
Candida albicans ATCC 10231

Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) al 100%
presenta efecto antifungico frente a Candida albicans
ATCC 10231

,Cuadl sera el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) comparado con
nistatina frente a Candida albicans ATCC 102317

Comparar el efecto antifingico del extracto
hidroalcohodlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) con nistatina frente a
Candida albicans ATCC 10231

El extracto hidroalcohdlico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) presenta
mayor efecto antifungico frente a Candida albicans
ATCC 10231 comparado con nistatina.
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

) ] ESCALA N° DE
DEFINICION DEFINICION INDICADORE DE q
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES S MEDICIO ITEM RLOR
N
Solucién acuosa
obtenida mediante 100
Extracto maceracion con etanol | Extracto
hidroalcohdlicode | de 70°C de las | hidroalcoholico
Callycophyllum cortezas de | obtenido por Concentraciones 75 Ordinal 3 %
spruceanum Benth | Callycophyllum medio de
(capirona) spruceanum  Benth | maceracion
(capirona). 50
Nula
e e < 8mm .
e Respuesta inhibitoria Medicion de los . Sensibl
Efecto antifungico en el crecimiento de halos de Diametro del R
frente a Candida . ! s o halo de Smma14mm | ojingl 4 .
albicans Candida albicans inhibicion inhibicion 15mm a Medio
ATCC 10231 formados 20mm Muy
>a 20mm sensible
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Anexo D. Analisis estadistico paramétrico de los datos recolectados

Figura: 1. Efecto antifingico de los extractos alcohdlicos de la
corteza de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) frente a
Candida albicans ATCC 10231.

30.00
25.00
20.00
15.00

10.00

INHIBICION

5.00 598
0.00

Ext. Alc. Capirona Ext. Alc. Capirona Ext. Alc. Capirona - Control Negativo Control Positivo
-100% -75% 50% (etanol) (nistatina)

GRUPOS DE TRABAJO

MEDIA DE DIAMETRO DEL HALO DE

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

La figura 1 muestra el comportamiento del efecto antifungico en funcién
del tamafo del diametro del halo de inhibicion, se observa un efecto
creciente de los extractos alcoholicos de la corteza de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona) con respecto a la concentracion, el control
negativo muestra el menor tamarfo del diametro del halo de inhibicién, y el

control positivo (nistatina) representa el mayor efecto antifungico.
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Tabla 5. Determinacion de la distribucion normal de los datos

recolectados
Shapiro-Wilk
Statisti
Grupos de trabajo c df Sig.
Ext. Alc. Capirona - 0,946 1 0,45
100% 5 8
Ext. Alc. Capirona - 0,974 1 0,91
Diametro del halo de 75% 5 3
inhibicion (mm) Ext. Alc. Capirona - 0,980 1 0,97
50% 5 2
Control Negativo 0,934 1 0,30
(etanol) 5 8
Control Positivo 0,951 1 0,54
(nistatina) 5 0

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 5, se determiné el comportamiento de los datos recolectados

en funcion al tipo de distribucion, para tal efecto se aplico la prueba de

Shapiro-Wilk, a cada grupo de datos estudiados obteniendo en todos los

casos valores de significancia superiores al 0,05, en tal sentido se

confirma que existe un comportamiento normal en la distribucién de los

datos recolectados en todos los grupos de tratamientos.
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Tabla 6. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico df p-
de Levene 1 df2 valor
Se basa en la 1,303 4 70 0,277
media
Se basa en la 0,983 4 70 0,423
Diametro del mediana
halo de Se basaenla 0,983 4 60,44 0,424
inhibiciéon mediana y con gl 6
ajustado
Se basa en la 1,295 4 70 0,280

media recortada

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 6, se realizé el analisis de la homogeneidad de la varianza

mediante la aplicacién de la prueba de Levene, esta prueba obtuvo un p-

valor de 0,277 basado en la media, lo que confirma que las medias de los

grupos analizados presentan varianzas homogéneas.
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Anexo E. Certificado de Candida albicans ATCC 10231

& Microbiologics*

Cearificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Nama: Candida albicars
Catalog Number: 0443

Lot Number: 443-1008%*

Reference Number: ATCC® 10231 ™
Purity: Pure

Pasgage from Reference: 3

Expiration Date: 2022/12/78 Release
Informatian:

Quality Contral Technolegist: Alexandra D 3ensvad
Reloase Date: 2020/11/18

Macroscopic Featuras:

Microscopic Features:
Gram posilive, ovoidal, budding yeas! cslis.

Small to medium, while, circular, convex, dull colonies

Performance

Medium:
Mulriert
Mathad:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF 1]

Other Features/ Challenges: Results
(1) Germ Tube Test: posiive

Ses attached ID Sysiem results document

[1) Chlamydospone producion: positive

Lo Hope

Amanda Kuperus
CQuiality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Eatificialio b D el bl b1 bl

producs resalls that dif

‘Diesclira: Tha lisl diglis) of B b fimbssl @ppaing o e proded kbl and packing sip @ menely & packagng ewenl number. Thi ld mmber Sepled on T

Kol e 'Vinakol: huL-hI_ ViRekEl pisa] ek iy comolitionl Lt B usigus ssvicoimest of 1hi cird, combised with th SR incebatien pirid, my
ram sl b

iH] by othar

= il ik 1o i

3

[T L

BEFTRIACD mANTRIAL BRDd(DR
CEAT FRESS00

TESTING CERT #2E5501

o FRaler to e encicded product issen lor instrustion, inlesded use and Bacard's slety imsrmation

3 1=} Thein ATCC Larisaed Diad il Erribsliss, i ATCC Liciroeid D rvilive word sarkl and thi ATCC calileg mirks ah Mademirks o ATCC
" ATCC Ir.::;.::.l: I Wit chdeprss i o carree b L Thecen ¥ ke and 1o sall osucts derheed Tom ATCOR sl s

{10 Thimician Disidsi i iccradited b0 ISOAEC 17025 2605

D 3012 Microbiol ogics, Inc. All Rights Resarved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303

Page 1 of1 DO 288
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Bruker Daltonik MALDI Blotyper Classificatlon Rasults .Eﬁu
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols | Color

greel

vellow

red

Category Interpretation

Hizh consstency: The best matcli s o lugh-confidence wennfication. The second-best match s (1) o
(Al |ligh-confidence dentification in which fhe species s idenfical o the best match, (2) a low-confidence
identification m wlich the species or genus is identical fo the best match, or (31 4 nop-identification

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a lugh- or low-
(B} Jeonfidence wennficaton. The second-best mateh 1s (1) & logh- of low-confidence wdentification m
whieh the genns is identical fo the bestmatch of (2 4 non-idennfication

(Cy |Noconsistency: The requirenents for lugh or low consistesicy are ol e,

Sample Name: Candida alblcans
Sample Description: i3
Samgple 1D 4 3-1006

Sample Creaton Date/Time:  2018-03-06T14:55:06.305 ADS
Applied MSF Librangles): BOAL, Mycobacteria Library (bead method), Flamentous Fungl Library, Listeria

Sample Name Sample Organism {best match) Score Value

A2 [iﬂ}
(A} 443-1006 Candida afblcans

Commants:
nia
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Anexo F. Identificacion taxonémica de Calycophyllum spruceanum

Benth (capirona)

Hamilton W. Beltran &.
Consultor Botsnico
Cale Matalic Sanchez 251- Jesds Maria
hamiltonbeftran@yahoo.com

El Bralogo colesiado,

CERTIFICACION BOTANICA

cerhfica que [z plantz conocidz come “CAPIRONA™ proporcionada

por los Bachillerss, YENIFER YOANA LLAAMO PAQUIRACHIN vy PETER JEAN
CLATUDE DEL CARPIO PACO, Tesistas de la Umiversidad MMaria Avsiliadora, ha side
estudiada clentificamente v determinada como Colpcoplvllum  sprucecmum  Benth

{capirona) v de acuerdo al Sistemz de Clazificacion da Cronguist 1981, ze ubicz en [azs

sigmientes categorias:

Femao;
Division:
Claza:
Bubclaze:
Crden:
Familia:
rénero:

Ezpacia:

Flantas
hlaznoliophyta
haznaliopada
Asteridas
Fubiales
Fubiaceae
Calyeopinilum

Celycophyllum spruceanum Benth

Se expide |z prezemts carfificacion a solioitud de los interesados para los fmss gque eztime

comvenients.

Lima, 03 marzo 2022

- _;.,,_{-':f i
Bigo. Hamilton Bealiran
e Wiy freliram Swviper
Fankinp - Brddnieo
R T
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Anexo G. Evidencias de la parte experimental de la investigacion

Figura 1. Recolecciéon de la muestra

20/2/202212:34p. m
18M 350518 928424°
302° NW

Jiron Tarapotg
San Martir
Altitud:400.7m
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Figura 2. Aplicando criterios de seleccion en la muestra

Figura 3. Lavado y secado de la muestra
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Figura 4. Pulverizado de la muestra
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Figura 5. Procedimiento de maceracion
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Figura 6. Filtrado del macerado obtenido
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Figura 7. Preparacion de los extractos de Calycophyllum
spruceanum Benth (capirona)
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Figura 8. Activacion de la cepa de Candida alibcans ATCC ATCC
10231
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Figura 9. Preparacion del inéculo - Escala de McFarland
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Figura 10. Sembrado del inéculo

Figura 11. Acondicionamiento de los pocitos en cultivos en agar
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Figura 12. Aplicacion de los extractos
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Figura 13. Formacion de los halos de inhibicion
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