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RESUMEN

En el presente estudio el objetivo fue determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca frente a Streptococcus mutans, en el cual
se empleo el tipo de investigacion cuantitativa, con disefio experimental verdadero de
estimulo creciente, donde se trabajé con tres concentraciones diferentes (25 mg/ml, 50
mg/ml y 75 mg/ml), asimismo del control positivo con Gluconato de clorhexidina al
0.12% vy el control negativo el cual fue Cloruro de Sodio al 0.9 %. Para determinar el
efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca se procedié a
sembrar con hisopo estéril el in6culo de S.mutans en placas con agar sangre con base
Mueller-Hinton en donde posteriormente se colocaron discos de papel filtro debidamente
esterilizados en los cuales se incorporaron 25 L de cada concentracion del extracto, Las
placas donde se sembrd y enfrentaron las concentraciones del extracto posteriormente
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. La lectura de los resultados se hizo midiendo
el didmetro, en milimetros, de los halos de inhibicion formados con respecto a cada
concentracion del extracto de Erythroxylum Coca.

En los resultados se encontré que a la concentracion de 25 mg/ml del extracto
hidroetanolico de Erythroxylum Coca se produjo un halo promedio de 12,57 mm,
mientras que para la concentracion de 50 mg/ml del extracto hidroetandlico de
Erythroxylum Coca se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 20,07 mm, asimismo
para la concentracion de 75 mg/ml del extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca se
obtuvo un halo de inhibicion promedio de 24,10 mm. El halo promedio formado por el
control positivo de Gluconato de Clorhexidina 0.12% fue de 18,47 mm, con respecto al
control negativo de Cloruro de sodio al 0.9% se obtuvo una media de 00 mm. Se
concluye que el extracto hidroetanodlico Erythroxylum Coca tiene efecto altamente
significativo frente a S. mutans ATCC 35668 en sus concentraciones de 75 % y 50 %,

mientras que en la concentracion de 25% el efecto no fue significativo.

Palabras Claves: Antibacteriano, Extracto, Streptococcus Mutans, Inhibicion.



ABSTRACT

In the present study, the objective was to determine the in vitro antibacterial effect of the
hydroethanolic extract of Erythroxylum Coca against Streptococcus mutans, in which the
type of quantitative research was used, with true experimental design of increasing
stimulus, where three different concentrations were worked (25 mg/ ml, 50 mg / ml and 75
mg / ml), also of the positive control with 0.12% chlorhexidine gluconate and the negative
control which was 0.9% Sodium Chloride. To determine the antibacterial effect of the
hydroethanolic extract of Erythroxylum Coca, the S.mutans inoculum was seeded with
Mueller-Hinton-based blood agar plates with sterile swabs, where filter paper disks were
duly sterilized and incorporated into them. 25 pL of each concentration of the extract, The
plates where they were planted and faced the concentrations of the extract were
subsequently incubated at 37 ° C for 24 hours. The reading of the results was done by
measuring the diameter, in millimeters, of the inhibition halos formed with respect to each

concentration of the Erythroxylum Coca extract.

In the results it was found that at the concentration of 25 mg / ml of the hydroethanolic
extract of Erythroxylum Coca, an average halo of 12.57 mm was produced, while for the
50 mg / ml concentration of the hydroethanolic extract of Erythroxylum Coca, an average
inhibition halo of 20.07 mm, also for the concentration of 75 mg / ml of the hydroethanolic
extract of Erythroxylum Coca, an average inhibition halo of 24.10 mm was obtained. The
average halo formed by the positive control of 0.12% Chlorhexidine Gluconate was 18.47
mm, with respect to the negative control of 0.9% sodium chloride, an average of 00 mm
was obtained. It is concluded that the hydroethanoic extract Erythroxylum Coca has a
highly significant effect against S. mutans ATCC 35668 in its concentrations of 75% and

50%, while in the concentration of 25% the effect was not significant.

Keywords: Antibacterial, Extract, Streptococcus Mutans, Inhibition.
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INTRODUCCION

La enfermedad de la caries dental muestra una prevalencia de hasta un 99% en
las personas, siendo la principal causa por la que se pierden los dientes, su
inicio se da desde una edad muy temprana siguiendo su progreso con el pasar
del tiempo. En cuanto a los escolares se ha demostrado que llega hasta un 90%
quienes presentan esta afeccion segin la Organizacion mundial de la Salud
(OMS)?, por otro lado se asocia como uno de los principales microorganismos

cariogénicos al Streptococcus mutans.

El Streptococcus mutans (s. mutans), solo después de la proliferacion de los
dientes se hospedara en la microbiota bucal, se sabe que el nifio por primera vez
entra en contacto con el microorganismo mediante la saliva de su madre. Se ha
evidenciado en reportes el ADN en las bacterias iguales en el de los hijos con
las de su progenitora. Ademas es sabido que el S. mutans coloniza a los 26

meses de edad del nifio, siendo conocido como ventana de infectividad?.

Nuestros ancestros con el pasar del tiempo supieron utilizar la medicina natural
debido a sus necesidades, pudieron utilizar las bondades de la naturaleza. Asi
como avanz6 mucho la produccion farmacéutica, de la mano ha ido el
crecimiento en el interés de investigadores en saber los componentes
medicinales que presentaban algunas plantas y la utilidad que le pueden dar
para la prevencion, tratamiento y control de algunas afecciones. Es por eso que
en la actualidad el estudio de la medicina alternativa se extendié a distintas
ramas, sin embargo eso ha generado una controversia a comparacion con los
medicamentos de otra procedencia. Ante eso podemos decir que la fitoterapia

nunca dejo de tener vigencia®.

Esto motivo a formular la interrogante ¢tiene efecto antibacteriano in vitro el
extracto hidroetanolico de Erythroxylum coca”coca” frente Streptococcus
mutans ATCC 35668?, siendo posible el efecto antibacteriano del extracto
sobre S. mutans, también pudiendo presentar variabilidad del efecto

dependiendo de sus concentraciones, cuyo objetivo es determinar el efecto



antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohodlico de Erythroxylum coca

“coca” frente S. mutans ATCC 35668, esto mediante el método de kirby-bauer.

1.1 Realidad Problematica

Al quedar expuesto el 6rgano dentario ante los desechos de los microorganismos se
da la caries dental, se muestra mediante una inestabilidad entre el contenido de la
microflora y el 6rgano dental, ddndose como producto una merma del mineral en la
superficie del diente, para finalmente darse una destruccion localizada en los tejidos

duros®.

Ademas, se le conoce como una dishiosis que se da por una alta ingesta de
azUcares, presentandose inicialmente como una disminucion en los minerales del
diente por accion de los acidos producidos por los microorganismos, para
posteriormente producir la caries de esmalte y dentina, pudiendo muchas veces
causar dolor en sus fases més avanzadas. Por otro lado al verse alterado los
componentes del sistema estomatognatico por la pérdida de dientes, la salud bucal
perdera equilibrio funcional, sin embargo si hablamos de microorganismos
asociados a la caries dental principalmente debemos reconocer al S.mutans como

uno de los mas importantes®.

Se sabe que el S. mutans es uno de los microorganismos que normalmente los
vamos a encontrar en la etapa inicial de la formacion del proceso carioso, su
andlisis de estudio y medida de prevencion se dirige a atenuar la carga bacteriana en

la flora bucal®.

Por otro lado, se necesita un medio enriquecido de la mano con un ambiente a baja
tension para que el S. mutans pueda crecer, asimismo es sabido que es una especie
de bacteria aerobio facultativo, gram positivo y finalmente cocacea. Asimismo esta
bacteria es capaz de producir enzimas la cual tienen como principal caracteristica

generar que el S. mutans se adhiera al diente’.

En el Peru, el 2017 se reportd en escolares la prevalencia de caries un 59.1% para

los que tenian denticion decidua, 85.0% con denticion mixta y finalmente un 56.8%
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para los de denticion permanente, segin el Ministerio de Salud del Per(i (MINSA)?,
por otro lado en nuestro departamento de Lambayeque, se reportd desde enero a
octubre del 2018 una tasa de morbilidad de 61.786 de pobladores con caries
dental®. Asimismo en nuestra provincia Chiclayo se ha registrado desde enero a
octubre del 2018 una tasa de morbilidad de 34.404 en la poblacién presentando
caries. Por lo que es importante en nuestra localidad crear habitos de higiene oral e

instruir acerca de alimentos saludables para asi disminuir los aztcares diarios?®.

1.2 Trabajos previos.

Vilchez M, Diaz C, Baca F . Pert. (2017) “efecto del extracto acuoso, acido y
alcohdlico de las hojas secas Erythroxylum coca var coca (coca) en Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis y Candida albicans
in vitro” en su estudio utilizaron cepas de Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum canis y Candida albicans las cuales fueron cultivadas
en los extractos acuoso, &cido y alcohdlico de hoja seca de coca, De los resultados se
concluy6é que los extractos acuoso, acido y alcohdlico de hoja seca de coca no
presentan efecto sobre el crecimiento de CA'y TM pero si sobre el crecimiento de TR
y MC en extracto alcoholico. Ademés hubo diferencia de velocidad de crecimiento
de CA, TRy TM en extractos acuoso, acido y alcohdlico, pero entre ellos solo TR,
TM y MC presentaron diferencia con la velocidad de crecimiento en el extracto

alcoholico.

Enciso C, Ramos D2, Peru. (2017) “Estudio in vitro de la actividad
antibacteriana del extracto de Erythroxylum coca sobre bacilos negro
pigmentados” Realizaron un estudio donde determinaron si existe actividad
antibacteriana del extracto de hoja de coca (Erythroxylum coca), sobre bacilos negro
pigmentados (BNP). Los resultados de la sensibilidad por dilucion determinaron una
concentracion minima del extracto capaz de inhibir el crecimiento de dicha bacteria,
100% (concentracion minima inhibitoria), y a las concentraciones de 12,5% y 6,25%
se observa una repotenciacion del efecto antibacteriano del extracto. Concluyendo
que el extracto hidroalcohdlico de hoja de coca, si presenta una actividad

antibacteriana frente a BNP, a las concentraciones de 100% y 12,5%.
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Vergara C. Per( (2011) “Efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso y el
extracto etanolico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. Truxillense
(COCA) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans” En su estudio muestra
como resultado la generacion de halos inhibitorios de pequefia longitud para tres
concentraciones de extracto acuoso ( 25%, 50% y 75%), y la generacion de halos de
mayor longitud para la concentracién al 100% de extracto acuoso y todas las
concentraciones de extracto etandlico, con lo que se concluyd que ambos extractos
poseen efecto inhibitorio sobre el crecimiento del Streptoccus mutans, Asimismo se
concluyé que la concentracion minima inhibitoria para el extracto acuoso es del 75%,

mientras que para el extracto etandlico es la concentracién al 50%.

Minaya P Pert. (2008), Determiné la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var truxillense
(coca) frente a bacterias orales cariogénicas, el objetivo de su investigacion fue
determinar la actividad antimicrobiana del extracto de la hoja de Erythroxylum
novogranatense var. Truxillense frente a Streptococus mutans y Lactobacillus casei,
al realizar las pruebas de sensibilidad obtuvo como resultado que el didmetro de los
halos de inhibicion para el S. mutans tuvieron una media de 34.4mm, y para el caso
de L. casei 33.7mm. Con respecto a la medida de los halos de inhibicién del control
negativo y positivo se obtuvieron una medida de 00mm para el agua destilada y de
11.4mm en el caso de alcohol de 96%. Encontrandose que éstos difieren en forma
estadisticamente significativa al 95% de confianza.

Negrete M, Quispe A *°. Bolivia. (2015) “Estudio In vitro de la capacidad
antibacteriana de la hoja de coca (Erythroxylum coca Lam) frente a bacterias
ATCC Staphylococcus aureus, Escherichia coli y pseudomonas aeruginosa”,
para obtener el extracto colocaron 1 mL del macerado de las hojas de coca (frescas y
secas) con el solvente (solucion fisioldgica, alcohol, cloroformo) en tubos de ensayo.
Los resultados fueron que los macerados preparados con alcohol absoluto de la hoja
de coca (Erythroxylum coca Lam) frescas y secas provenientes de los departamentos
de Cochabamba y La Paz, si presentan actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus. Con solucion fisioldgica y cloroformo no presento actividad
antibacteriana. Por otro lado los macerados preparados con solucién fisioldgica,

alcohol absoluto y cloroformo de la hoja de coca (Erythroxylum coca Lam) frescas y
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secas, provenientes de dos regiones (La Paz y Cochabamba) no presentan actividad

antibacteriana frente Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Kumarasamy B, Manipal S, Duraisam P*°, et al, India (2014) “Role of aqueous
extract of Morinda citrifolia (Indian Noni) ripe fruits in inhibiting dental caries-
causing Streptococcus Mutans and Streptococcus Mitis” Tuvieron como objetivo
explicar la actividad antibacteriana dependiente de la dosis del extracto acuoso crudo
de frutos maduros de Morinda citrifolia, contra estreptococos orales, la concentracion
minima inhibitoria (CIM) se determind mediante el método de microdilucion,
utilizando extracto de fruta diluido en serie 2 veces, de acuerdo con el Comité
Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS). Se obtuvo como resultado
que el extracto acuoso crudo de frutos maduros de M. citrifolia inhibio eficazmente
el crecimiento de S. mutans (19 £ 0.5 mm) y S. mitis (18.6 £ 0.3 mm) en

comparacion con el control con estreptomicina (21.6 + 0.3 mm).

Solano X, Moya T, Zambrano M?Y. Ecuador. (2016) “Inhibicion del
Streptococcus mutans, mediante el uso de extracto acuoso y oleoso de
Rosmarinus officinalis Romero” realizaron un estudio donde determinaron la
inhibicidn de crecimiento bacteriano in vitro de Streptococcus mutans, mediante el
uso de extractos: acuoso y oleoso de Rosmarinus officinalis (romero), los resultados
mostraron que los extractos acuosos y el agua destilada produjeron un halo de
inhibicion de 0 mm. El extracto oleoso elaborado produjo una media de 11,93 mm de
halo de inhibicion (p< 0.001), versus la Clorhexidina que presentdé una media de
16.13 mm (p< 0.001). No se encontraron diferencias entre el extracto oleoso y la
clorhexidina (p>0.05). Concluyéndose que en el extracto acuoso no hubo inhibicién
contra el S. mutans pero el extracto oleoso mostré un efecto antibacteriano parecido
al de la clorhexidina.
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1.3 Teorias relacionadas al tema.

1.3.1 Microflora oral

Es un habitat que estd conformada por un gran nimero de gérmenes. Es sabido que
un recién nacido no presenta microorganismos en su flora bucal, sin embargo se
conoce que antes de que proliferen los dientes, estos llegan a colonizar la
microflora. Después que ocurre la erupcion dental sino se llega a dar una adecuada
y eficiente higiene oral puede llegarse a formar la placa dental en la superficie
adamantina del diente que muchas veces esta cubierta por una pelicula conformada

por glicoproteinas salivales®®.

En la cavidad oral un promedio del 60% de microorganismos que encontramos se
pueden cultivar, siendo unas quinientas y setecientas especies las cuales son las que
colonizan los dientes y mucosas, entre los mas estudiados veremos al
Streptococcus. Es asi que una membrana biol6gica muy delgada se hospedaré en el
esmalte, Ilamada pelicula adquirida que asi como cuida la integridad del diente,

también provee sitios para la adhesion de microorganismos en el mismo®2,

1.3.2 Pelicula adquirida

Se sabe que normalmente sobre la superficie adamantina hay un tegumento que la
recubre, siendo muy fina de unas 10 micras de espesor, llamada pelicula adquirida,
presentando naturaleza organica, acelular y estéril, ademas es conocido que también
recubre las obturaciones y proétesis metalicas o acrilicas, siendo muchas veces eliminado
con las fuerzas del cepillado, pero solo se necesita que el esmalte entre en contacto para
que en cuestion de segundos se forme nuevamente la cuticula. Sin embargo, también
encontramos un liquido compuesto por componentes organicos e inorganicos
proveniente de las glandulas salivales extendiéndose por toda la cavidad bucal conocido

como saliva®®.
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1.3.3 Saliva

A la formacion de la pelicula adquirida y a la ayuda en la agregacion bacteriana, se
asocia a las moléculas salivales, que por otra parte también ayudan a metabolizar los
alimentos y a la mineralizacion de igual manera. Es una mezcla saturada en calcio y
fosfato, teniendo entre sus contenidos flior y proteinas, entre otros elementos. Es
conocido que al disminuir el flujo salival, la tasa de probabilidad de presentar

lesiones cariosas aumenta?.

La saliva mantiene una estabilidad en el medio idnico para que pueda ofrecer la
remineralizacion como una de sus principales funciones, para poder equilibrar
fisiolégicamente al 6rgano dentario constantemente. Ante esto podemos ver que en la
microbiota bucal encontramos un gran numero de microorganismos en los cuéles
tenemos que tomar mayor importancia a los que colonizan inicialmente ante un

desequilibrio en el érgano dentario®.

1.3.4 Los principales microorganismos cariogénicos

Debemos reconocer que hay principales microorganismos con capacidad cariogénica
entre ellos podemos hablar del S. sobrinus, y el S. mutans, por otra parte
encontramos colonizadores iniciales, entre ellos el S. sanguinis, S. mitis, S. oralis,
quienes son los que primero se adhieren a la pelicula, generando una biopelicula,
creando un ambiente para que las bacterias colonicen y produzcan &cidos, afectando
notablemente al 6rgano dentario; No obstante, es necesario evaluar qué tipos de
microorganismos acttan en las diferentes etapas de la lesion cariosa para asi poder

diferenciarlos segun el dafio y la zona afectada?.

Microorganismos en etapas de la caries dental, Distintos estudios han reportado que
conforme evoluciona o avanza la lesion cariosa, acttan distintos microorganismos
dependiendo sus etapas, si hablamos del inicio de la enfermedad encontramos al S.
mutans, mientras que en sus etapas mas avanzadas encontraremos Lactobacillus y

Bifidobacterium?.
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1.3.4.1 Lactobacillus
Son bacilos gram positivos, anaerobios facultativos, acidogeno que
puede convertir los azlcares en acidos y acidaricos que puede tolerar
un medio &cido, haciéndolo que pueda crecer en un ph cercano a 5,
capaz de degradar proteinas gracias a su funcion proteolitica. A
partir de la sacarosa algunas cepas sintetizan polisacaridos, ya que
muy poco se adhieren a superficies lisas, pueden colonizar
distintamente a la forma en la que lo hacen otras bacterias, por
ejemplo, mediante una unidn fisica en zonas retentivas y también

uniéndose con otras bacterias®.

1.3.4.2 Bifidobacterium spp.
Se han reportado en diferentes habitats, lo que nos demuestra que
puede subsistir en diferentes ecosistemas, entre ellos la cavidad
bucal, son gram positivo, anaerobios, con propiedades aciduricas y
acidogénicas, polimoérficamente ramificados, no formadores de

esporas?.

1.3.4.3 Streptococcus mitis
Bacteria gram positiva que normalmente se encuentra en la flora
bucal, especificamente en toda la cara dorsal de la lengua con mayor
magnitud. En equilibrio no es causante de ninguna patologia. En su
superficie celular encontramos diversos tamafios de apéndices que

son prolongaciones?.

1.3.4.4 Streptococcus sanguinis
Colonizador primario por excelencia, con la capacidad de ser
antimicrobiano. Es anaerobio facultativo gram positivo, es una
bacteria enddgena del cuerpo, posee proteinas intracelulares y
peréxido de hidrégeno que es un bacteriostatico para otros
streptococcus, también tendria efectos inhibitorios contra patdgenos
periodontales como Prevotella intermedia y Porphyromonas
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gingivalis, siendo ambas bacterias gram negativas involucradas en el

desarrollo de las enfermedades periodontales?®.

1.3.4.5 Streptococcus mutans
Una vez que se da la proliferacion de los érganos dentarios el
S.mutans es uno de los primeros en colonizar. Dependen de oxigeno,
sin embargo necesitan condiciones de anaerobiosis para
desarrollarse. Varia de forma dependiendo el ph en el que se

encuentre?®,

El S. mutans es un coco Gram positivos, puede pasar rapidamente a
un ph critico en 24 horas. Su mecanismo se da fermentando los
azucares y produciendo &cidos, asimismo se han evaluado los
factores que pueden intervenir en la adquisicion del S. mutans en los
nifios, por lo que es fundamental saber como se produce esta

colonizacion inicial®®.

1.3.5 Lacolonizacion inicial por S.mutans

Hay reportes en donde demuestran que nifios predentados ya muestran una
presencia del S. mutans. Sin embargo, esta presencia aumenta a medida que se da la
erupcion dental, siendo los dientes posteriores los que van a facilitar la
colonizacion. Se ha comprobado que las actividades diarias entre la madre y el nifio

favorecen el contacto entre el S. mutans y el infante?’.

Muchas veces se ha vinculado la transmision del S. mutans al nifio con la leche
materna. Asimismo se ha observado que madres y tutoras de los infantes
presentaban el S. mutans, coincidiendo con los nifios que también presentaban este
microorganismo, Por otro lado, el uso de nuevas alternativas para combatir los altos
indices de caries a nivel mundial ha dirigido las investigaciones en encontrar
productos o componentes naturales provenientes de plantas evidenciando sus

efectos medicinales?’.
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1.3.6

1.3.7

Antibacterianos naturales

Se debe destacar que la medicina con base de derivados naturales tienen una
ventaja con respecto a los farmacos sintéticos. En las plantas gracias a la naturaleza
sus principios activos son equilibrados teniendo como resultado efecto adversos
limitados. En el &rea odontoldgica, el crecimiento de la fitoterapia evaluando las
propiedades de plantas ha llevado a investigadores querer conocer mas acerca de
nuevos productos, con el fin de demostrar los efectos medicinales de distintas
plantas, para la prevencion, tratamiento y control de gérmenes de importancia

odontoldgica®.

Antibacterianos naturales, los podemos diferenciar en dos tipos, siendo los de
origen vegetal los que contengan compuestos fenolicos principalmente y los de

origen animal que presentan sus contenidos enzimas y proteinas®.

Caries Dental

La caries dental es una afeccion que se caracteriza por un constante desequilibrio
en el proceso de remineralizacion y desmineralizacion. Asimismo tiene que
presentarse la exposicion del diente y que los microorganismos dispongan de una
fuente de carbohidratos. Al reducir los minerales del diente constantemente, el
primer resultado sera una mancha blanca, de no controlar este proceso patoldgico,

la cavitacion del tejido sera inevitable®C,

La etiologia de la caries dental consta en que es una pérdida de minerales
denominado desmineralizacion que causa dafios irreversibles, que inicia con un
desequilibrio en la flora bucal para finalmente dafar el 6rgano dental. Podemos
demostrar cobmo se instaura la enfermedad mediante la trilogia etiologica de Keyes,
modificada por Newman, que dice que tienen que darse tres factores constantes los
cuales son: un hospedador susceptible, una microbiota cariogena localizada en la
placa bacteriana y un sustrato adecuado, suministrado por los alimentos que seran

fuente de energia para los microorganismos®..
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El problema en un primer momento es el alto consumo de azlcares lo que daré en
la placa momentos largos de gran acidez. Estos acidos son producidos por especies
bacterianas que en un adecuado ambiente Illegan a colonizar, pueden crecer a ph
acido e incluso seguir generando aquellos a pH bajo, por tal motivo es importante
hablar sobre la capacidad de producir dafio y las caracteristicas del S. mutans

cuando se encuentra en desequilibrio para la formacion de caries®.

Los factores de virulencia mas involucrados en la produccion de caries son; la
acidogenicidad donde el streptococcus fermenta los azlcares produciendo acido
lactico que produce la desmineralizacién, por su parte se sabe que la aciduricidad
tiene la capacidad de producir &cido aun estando en un ph critico, y finalmente la
acidofilicidad hace que el S. mutans pueda resistir la acidez del medio bombeando
protones fuera de la célula, Por otro lado se han establecido clasificaciones para
poder evaluar las cavidades que producen las segun su ubicacion y su avance

dependiendo de cada clasificacion®2.

Segun la Clasificacion de Black que nos permite distinguir las lesiones de las
cavidades las cuales se clasifican en clase I, cuando existe lesion en fosas y fisuras
en dientes posteriores, en superficies linguales de incisivos superiores, surcos
bucales y linguales de molares, la clase Il, cuando la lesién se encuentra en caras
proximales de dientes posteriores, clase Ill, en caras proximales de dientes
anteriores, en la clase IV la lesion se presentard en caras proximales de dientes
anteriores abarcando el borde incisal, la clase V en el tercio gingival de todos los
dientes, y por ultimo la clase VI la lesion se encontrara en las cuspides afectadas,

asimismo tenemos una alternativa de clasificacion y sustituto actual a la black®:.

Segun clasificacion de Mount y Hume, modificada por Lasfargues denominan a
las cavidades de las lesiones cariosas mediante dos nimeros separados por un
punto, siguiendo dos criterios: la localizacion y el avance de las lesiones. En la zona
1 las lesiones se presentaran en fosas, fisuras y defectos del esmalte en las
superficies oclusales de los dientes posteriores, de las superficies palatinas de los
dientes antero superiores o un defecto simple del esmalte en una superficie lisa de

cualquier diente, en la zona 2, se encontrara la lesion en superficies proximales
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ubicadas en el punto de contacto proximal o en la superficie circundante, asimismo

en la zona 3 la lesion involucrar el tercio gingival de la corona®.

Segun su avance se clasifica por tamafios, en el cual el tamafio 0 es una lesion no
presenta cavidad llamada mancha blanca, el tamafio 1 se conserva la corona pero
hay cavidad con cierta afeccion a dentina, en el tamafio 2 hay una moderada
afectacion de la dentina, la corona es lo suficientemente fuerte para soportar fuerzas
oclusales, en el tamafio 3 hay una lesion grande, el diente queda débil pudiendo
ceder ante fuerzas de la oclusion, en tamafio 4 la lesion es extensa, pérdida

importante del remanente3*,

1.3.8 Medicina Alternativa
En la medicina alternativa y complementaria (MAC), hoy en dia hay mas de medio
centenar de técnicas, practicas de medicina alternativa entre las mas conocidas
tenemos a la fitoterapia, acupuntura, entre otras. No obstante el uso de plantas como
uso curativo cada vez toma mayor fuerza en la parte cientifica debido a que existe
una gran variedad de especies las cuales tienen efectos bondadosos para el cuidado

de la salud®.

La fitoterapia estudia todo aquel producto que tenga origen vegetal para su uso
terapéutico para la prevencion y tratamientos de patologias. La OMS aln no ha
dejado bien en claro el término fitoterapia, pero si se refiere a la medicina

herbolaria®®.

1.3.9 Erythroxylum Coca

En el Perd, actualmente se sigue consumiendo tradicionalmente la hoja de coca sola
0 con una pizca de ceniza alcalina, ya sea como un gran estimulante o para aumentar
la resistencia fisica a gran altitud sobre el nivel del mar de personas que trabajan en
el campo grandes jornadas de trabajo, también con fines anestésicos y terapéuticos,
en la poblacion campesina su uso viene de familia en familia siendo parte de los

productos que normalmente podemos encontrar en sus viviendas ya que juega un
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papel importante en sus costumbres. Como se conoce en los consumidores de coca
hay una baja prevalencia de caries dental, pero a su vez presentan desgaste dental
como la abrasion y la erosion, este ultimo posiblemente por los componentes de la
coca y sus derivados, esto demuestra que la hoja de coca forma parte de nuestra

historia®’.

En la conquista del Per(, en américa se supo de la manera en la que los peruanos
usaban la hoja de coca, desde su cultivo que viene de practicas antiguas hasta en las
formas en la que lo usaban, la arqueologia nos han dejado datos confirmados donde
se ha encontrado hojas de coca en las tumbas ancestrales, esto demuestras otro uso
mas que le daban como ofrenda a los muertos dandole un valor muy alto en la parte
religiosa. Con la conquista del Perd, los cronistas queriendo describir las costumbres
del supuesto mundo nuevo que encontraban se dieron cuenta de la importancia de la

coca en todos los aspectos®,

Acerca del uso y del consumo de la hoja, la coca estaba muy insertada en la cultura
era como una deidad, Ilaméandola hija de la pachamama, es asi la importancia de esta.
Pero su uso principal era como ofrenda a las cosas mas importantes para la cultura
entre ellas tenemos ofrendas al Sol, a la Pachamama, a las huacas, a los ancestros,
personas, lugares. Por otro lado, era medio para pedir favores a sus dioses como para
que les vaya bien en sus cultivos agricolas o también al terminar una obra grande,
entonces llegamos a entender que tan importante y generosa era la hoja de coca que
desde tiempos ancestrales nos viene regalando sus bondades®.

La caracteristica de la planta de coca es un arbusto que puede llegar hasta los 3
metros. Crece en América del Sur, en todo el territorio de Peru, Bolivia, Ecuador,
Brasil, Chile y Colombia, pudiendo crecer también bajo sombra de grandes arboles
en regiones tropicales, sabiendo que se ha registrado un tipo de hoja de coca en la
regiones africanas. De color blanco son las flores con unos cinco pétalos. De color
rojo el fruto, con una unica semilla. Las hojas tienen lineas longitudinales que van
hacia el centro de la misma, debido a sus efectos antes mencionados fue posible
destacar sus propiedades que muchas veces superan en gran cantidad a verduras y

frutos presentes en nuestra alimentacion cotidiana °.
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Entre sus propiedades funcionales se destaca su gran cantidad de calcio siendo casi
20 veces mas de calcio que la leche de vaca. Teniendo igual o mas vitamina A que la
zanahoria. Ademas, complejo B, B12, que nos hace asimilar mejor los alimentos;
presentando zinc, magnesio y calcio. También es energética lo que también nos da
una mejor oxigenacion celular, por otra parte también nos hacen aumentar nuestra

capacidad y resistencia fisica*.

Ademas es un estimulante por naturaleza en las préacticas fisicas e intelectuales. Es
baja en grasa y potente antioxidante, también existen estudios donde nos indican que
presentan efectos anticancerosos, si bien es cierto la coca viene siendo utilizado
desde nuestros ancestros es fundamental conocer como ha venido siendo consumido

y utilizado hasta la actualidad esta poderosa hoja con cualidades curativas®.

Las formas de uso uno de los usos méas conocidos es la masticacion llamado también
aculli, que en castellano seria “mascar 0 masticar”. Un dato curioso es que las hojas
no se mastican sino se van juntando a un lado de la boca con una pequefia cantidad
de sustancia alcalina, hasta obtener un bolo. Se debe conservar el bolo cada vez que

se quiera extraer el jugo®.

La hoja puede consumirse en forma de mate pudiéndose tomar Unicamente con coca
o también agregarle otras hierbas. En ocasiones se pega hojas enteras a la altura del
cuero cabelludo para aliviar los dolores de cabeza. Ademas el mismo residuo del
bolo que es masticado junto con la saliva se puede utilizar en la heridas para evitar
las infecciones, también se conoce que la coca presenta 14 alcaloides que la hacen

una de las hojas mas completas del mundo*°.

1.3.10 Alcaloides naturales que posee Erythroxylum coca*

Cocaina: Gran poder anestésico y analgésico.

Atropina: Anestésico por naturaleza unas de sus efectos adversos es que seca el

arbol bronquial.
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Higrina: Estimulante de saliva cuando hay poco oxigeno en el ambiente.

Pectina: Antidiarreico, mantiene en equilibrio la produccién de melanina.

Pyridina: Mejora el funcionamiento cerebral.

Papaina: Acelera la digestion.

Egnonina: Asimila y transforma biomoléculas.

Globulina: Mantiene en equilibrio el oxigeno del cuerpo.

Benzoina: Importante para el tratamiento de afecciones gastrointestinales.

Conina: Poderoso anestésico.

Cocamina: Potencia a los otros alcaloides, siendo un gran analgeésico.

Reserpina: Controla la presion del cuerpo.

Inulina: Regula la secrecion de la bilis y su acumulacion en la vesicula, mejora el
funcionamiento del higado, equilibra la formacion de melanina, ademés ayuda a
eliminar las sustancias nocivas y toxicas no fisiolégicas, por otro lado encontramos
uno de los alcaloides que mas nos llama la atencién de acuerdo a los intereses del
presente estudio, cuyas caracteristicas aun no son muy conocidas, a este alcaloide es
conocido como quinolina.

Quinolina: Su presencia evita que se forme la caries. Los compuestos de quinolina
han sido muy ampliamente estudiados como agentes antipaludicos y anticancerosos
durante muchos afios mostrando profundas actividades funcionales. Muestran una

potente actividad antibacteriana contra un gran grupo de cepas bacterianas Gram

positivas resistentes a multiples farmacos*?
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1.3.11 Clasificacion botanica de Erythroxylum coca®

Se reconocen principalmente dos especies de Erythroxylum coca, y un gran nimero
de variedades, siendo las presentadas a continuacion las mas conocidas, las
variedades por lo regular llevan el nombre del lugar donde fueron cultivadas,
también se debe conocer que pueden presentar cambios en sus componentes

dependiendo su especie y variedad.

Erythroxylum coca Lam, var. Coca, conocida como coca de Bolivia 0 coca de
Huanuco. Puede encontrarse la variedad en Africa tropical. Normalmente se

desarrolla en presencia de gran humedad y a gran altitud pasando los 2000 metros.

Erythroxylum coca Lam., var. lpuda: Denominada coca Amazobnica, se la
reconoce como una variante a la variedad coca, su desarrollo se da en climas

calidos, data desde épocas preincaicas.

Erythroxylum novogranatense Morris, var. Novogranatense: También llamada
coca colombiana presenta ambas cualidades de las dos cocas antes mencionadas ya
que puede adaptarse a climas himedos como secos, pero existe una variedad que
puede ser considerada una union entre la coca boliviana y la coca colombiana

denominada var. Truxillense.

Erythroxylum novogranatense Morris, var. Truxillense: También llamada coca de
Trujillo, cultivada a baja altura, con riego en valles de la costa de Perd, siendo

también resistente a sequias.

1.3.12 Cabinas de Seguridad Bioldgica*

También denominadas campanas microbiologicas o también campanas de flujo
laminar. Al trabajar con agentes altamente infecciosos estos equipos nos dan la
garantia de trabajar bajo una estricta proteccion controlando el ambiente. Muchos de
estos equipos pueden variar segun su clase o tipo de fabricacion de tal manera que

podemos clasificarlos del siguiente modo.
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Clase I, caracterizada por brindar proteccion al personal y al ambiente, su desventaja
principal es que no brinda seguridad al producto. Se usan para aislar equipos de uso

laboratorial.

Clase II, el equipo se caracteriza por dar proteccion al personal, ambiente y
finalmente al producto, gracias a un filtro que presenta podemos evitar una

contaminacion cruzada.

Clase I, es totalmente cerrada, usado para trabajar con agentes altamente

contaminantes.

El objetivo del equipo es de a proteccién del trabajador expuestos a los agentes
altamente contaminantes, asimismo protege al producto a examinarse Yy
fundamentalmente protege al medio ambiente, se puede trabajar cualquier tipo de

microorganismo®.

1.3.13 Liofilizacion

Con baja presién y moderada temperatura la liofilizacion se produce para poder
darnos un buen producto seco conservando todas sus propiedades. Mediante un
mecanismo donde no se evapora el agua a partir del estado liquido lo que
normalmente pasa en los procesos convencionales de secado, pero si hay una
sublimacién del hielo. Durante este proceso es obligatorio que los productos estén
congelados durante el secado. Esto hace a la liofilizacion una de las técnicas mas

modernas en la actualidad para extraer extractos*.
Ventajas de la liofilizacion, su principal caracteristica es que mantiene los

componentes de los productos, sin perder ninguno, lo que lo hace un equipo muy

importante para la obtencion de sustancias secas*’.
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1.3.14 Medios de Cultivo®
Un medio de cultivo es una solucidon que usualmente es usado para técnicas en
laboratorio, que proporcionan un ecosistema ideal para el crecimiento de muchos
microorganismos bajo ciertos criterios estrictos, existen diferentes medios de cultivo
especificamente para cada tipo de microorganismo de los cuales vamos a ver los mas

importantes.

Agar BHI (infusion cerebro corazon), utilizada para el crecimiento de un gran
namero de microorganismos, presenta agregados de varios tejidos de animales.

Pudiéndose utilizar en caldo o medio s6lido, asimismo se le puede adicionar sangre.

Agar chocolate, se afiaden como suplementos a un agar base muy rico, usa la

misma base del agar sangre, se da una lisis de las proteinas y nutrientes,

Agar glucosa de sabouraud, utilizado para el cultivo de microorganismos del reino

fungi, actualmente se recomienda sélo para el aislamiento primario de dermatofitos.

Agar MacConkey, es un medio selectivo utilizado para la recuperacion de
enterobacterias y bacilos gram negativos, contiene sales biliares y cristal violeta que

inhibe el desarrollo de bacterias gram positivas.

Agar mueller-hinton, medio de cultivo rico disefiado especialmente para hacer
ensayos de sensibilidad, también para la realizacion del ensayo de difusion en placa,
Asimismo para el uso de todos los medios y el trabajo en laboratorio se deben
respetar ciertos principios de bioseguridad que tienen como finalidad disminuir el
riesgo de accidentes al personal expuesto ante peligros microbiolégicos, por ello es

indispensable respetar y practicar las siguientes normas.
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1.3.15 Principios de bioseguridad*

Universalidad, esto nos dice que las medidas de bioseguridad la deben respetar

todos los integrantes de una institucion.

Uso de barreras, esto nos previene de accidentes y que el personal quede expuesto
a agentes contaminantes.
Medios de eliminacién del material contaminado, protegemos a la comunidad

eliminando adecuadamente los desechos.

Evaluacion de riesgos, las probabilidades de que ocurran dafios en el laboratorio

tienen que ser bajos.

1.4 Formulacién del Problema.

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Erythroxylum

coca’coca” frente Streptococcus mutans ATCC 356687

1.5 Justificacion e importancia del estudio.

El presente estudio se justifica porque existe gran incidencia de caries dental en la
poblacion, uno de los principales factores para su inicio y gran responsable es el S.
mutans que desmineraliza el esmalte dental debido a un desequilibrio en la flora
bucal por distintos factores, Asimismo otra de las causas es por el aumento de uso de
drogas inmunosupresoras y también por las aparicion de infecciones virales que son
causantes de pacientes inmunodeprimidos que repercute en el desequilibrio de la

flora bucal.

Asimismo porque en la actualidad los extractos de plantas estan siendo estudiados y
su frecuencia de uso est& siendo muy marcado, gracias a sus efectos farmacoldgicos
avalados en reportes cientificos. Estudios a lo largo de los ultimos afios han

demostrado la efectividad de Erythroxylum coca”coca” frente a un gran numero de
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1.6

bacterias y hongos, pero existe insuficiente informacion acerca de la efectividad del

extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca”coca” frente S. mutans.

En nuestra regién no se encontrd reportes de trabajos que revelen el efecto inhibitorio
de Erythroxylum coca”coca” frente S. mutans ATCC 35668, por lo que aportariamos
mucho a nuestra region con este aporte cientifico como una base para futuros
estudios. Los resultados incentivaran para que otros estudios puedan demostrar el
efecto inhibitorio sobre otros microorganismos relacionados a la flora bucal siendo
posible no solo enfrentar a bacterias con importancia odontolégica sino también a
hongos presentes en la cavidad bucal para evaluar si también presenta efecto

antifungico.

Asimismo con los resultados siendo significativos se podra evaluar la posibilidad de
futuros proyectos comerciales como antisépticos como por ejemplo para la
desinfeccion perioral o preparaciébn de campos operatorios, también para la
desinfeccion de protesis removibles para su mejor cuidado, ademas pastas dentales o
colutorios para la prevencion y control de la flora bucal, realizando otros estudios
demostrando que el extracto hidroetanolico de Erythroxylum Coca también presenta
efecto contra otras bacterias se podrian realizar soluciones para cualquier otros

procedimientos odontoldgico como retratamientos endodénticos.

Hipdtesis
Ho: El extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca “coca” no tiene efecto

antibacteriano in vitro frente a S. mutans ATCC 35668.

Ha: El extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca “coca” si tiene efecto

antibacteriano in vitro frente a S. mutans ATCC 35668.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum

coca’coca” frente a S. mutans ATCC 35668.

1.7.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
Erythroxylum coca”coca” frente a S. mutans ATCC 35668 al 75mg/ml.
Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
Erythroxylum coca”coca” frente a S. mutans ATCC 35668 al 50mg/ml.
Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
Erythroxylum coca”coca” frente a S. mutans ATCC 35668 al 25mg/ml.
Comparar en grupo las concentraciones 75mg/ml, 50mg/ml, 25mg/ml, el
efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum
coca’coca” frente a S. mutans ATCC 35668
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MATERIAL Y METODO

2.1 Tipo y Disefio de Investigacion®.

Para el presente proyecto de investigacion se empled el tipo de investigacion

cuantitativa, disefio experimental verdadero de estimulo creciente.

Cuantitativa, ya que recopilaremos datos de medidas para posteriormente

analizarlo estadisticamente.

Disefio experimental de estimulo creciente, debido a que podemos manipular
nuestra variable en este caso el extracto para realizar las concentraciones y

observar su efecto inhibitorio evaluandolo con el grupo control.

2.2 Poblacion y muestra:

Para el presente trabajo se obtuvo una muestra no probabilistica, constituidos por
3 concentraciones de extracto, 1 extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca, 1
cepa de Streptococcus mutans ATCC 35668, se realizaron 30 repeticiones, por
lo tanto, se obtuvieron 90 unidades experimentales.

2.2.1 Criterios de inclusién:
- Cepa bacteriana de S. mutans

- Placas Petri debidamente sembradas con el inoculo.
- Medio de cultivo correctamente manipulado.

- Discos de papel filtro correctamente recortados.

- Discos de papel filtro debidamente ubicados.

- Halos de inhibicion que tengan una forma regular.

30



2.2.2 Criterios de exclusion:

- Placas Petri donde la bacteria no haya crecido uniformemente.
- Cultivos con inadecuada manipulacion.

- Discos de papel filtro que no estén bien recortados.

- Halos de inhibicion de formas irregulares.

- Siembras donde se observo contaminacion de otro tipo de bacterias.

2.3 Variables, Operacionalizacion.

Variable Independiente: Extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca’coca”

Variable Dependiente: Efecto inhibitorio
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Definicion Definicion Tipo de Téchica e
_ Conceptual Operacional variable _ _ _ instrumento de
Variables Dimensiones Escala Indicadores .
recoleccion de
datos
se L evao Zona o Halo de inhibicion
. - nula (-) menor o igual 8 mm;
Varigble | Mcaieamento, | velor pumerico sensibilidad limite (sensible |  Método de
Dependiente: a . L Crecimiento de = +) de 9 a 14 mm; media Kirby-bauer
sustancia que | midiendo el _ A
Efecto inhibe o evita | halo de cuantitativa Streptococcus Intervalo | (muy sensible = ++) de 15 a
Iibtond | que algo | inibicien  de mutans O censible (55, = | iR
sobre S. mutans | o 451 acuerdo a  su sumamente sensible (S. L= milimetrada
concentracions +++) si serd igual o superior
a 20 mm.
Variable Sustancia que
Independiente: a Capacidad  del .
L en forma Ebullicion
Concentracion extracto . iy
del concentrada, hidroetandlico Concentraciones Maceracion
Extracto de se extrae de arainhibir el Cuantitativa | Hidroetandlico Nominal (75mg/ml, 50mg/ml, | Dilucién doble
Erythroxylum otra, de la cual Erecimiento 25mg/ml) seriada

coca’coca”

conserva  sus
propiedades®®

bacteriano®*
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2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad.
2.4.1 Procedimiento para la recoleccion de datos

En el presente estudio se obtuvo la cepa de Streptococcus mutans ATCC
35668 de manera comercial (GenLab del Pert S.A.C). Todo el procedimiento
se desarroll6 bajo las normas del laboratorio de investigacion de la facultad
de ciencias de la salud, Universidad Sefior de Sipan (USS), por el
investigador bajo la supervisién de un microbidlogo, asimismo la cepa
bacteriana comercial fue rehidratada y cultivada en placa de Agar Mueller
Hinton que es uno de los mas utilizados para realizar pruebas de
susceptibilidad suplementadndola con sangre para el crecimiento de bacterias
del género Streptococcus.

Las hojas de Erythroxylum coca’coca” fueron obtenidas de la empresa
nacional de la coca (ENACO S.A) sede Trujillo, para la desinfeccion de las
hojas de Erythroxylum coca’coca”, fueron lavadas con agua destilada vy
desinfectadas con alcohol de 96 grados, posteriormente se dejo a secar por 3
semanas, pasando la etapa del secado se realizo el licuado y tamizaje de las
hojas hasta obtener el material, posteriormente para la preparacion del
extracto hidroetandlico se macerd 300 g de Erythroxylum coca”coca” y se
agreg6 500 mL de etanol al 100 % (Puro) y 100 ml de agua destilada en una
botella de vidrio ambar hermética, Se agitd la botella diariamente durante una
semana.

El producto fue filtrado 3 veces con papel filtro Whatman N° 41 ya que
presentan estandares de referencia mundial por su calidad y fiabilidad para el
filtrado en laboratorio dependiendo el numero se puede controlar la retencién
de particulas como también la velocidad de absorcion, y se obtuvo un extracto
purificado libre de residuos, para posteriormente se procedié al secado del
extracto purificado en placas Petri expuesto a aire frio por 8 horas para su
posterior raspado obteniendo el extracto, que fue guardado en refrigeracion a
2 °C en frasco de vidrio color ambar, hasta su reactivacion en agua destilada
estéril para su posterior uso.

Siguiendo las recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory Standard

Institute), para evaluar la potencia puede expresarse como porcentaje o en
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unidades de pg/mg, mg/mL, (p/p). Por tanto se resuspendié 75mg de residuo
seco en 1000ul de la suspencién, siendo considerada como la solucién Stock
(madre), que es la primera dilucion de ella salen las otras concentraciones.
Asimismo mediante el método de dilucion doble seriada, se calcularon 3
diluciones, los cuales fueron distribuidos en los discos de papel filtro en la
superficie del agar en la placa petri®.

Las colonias de Streptococcus mutans fueron seleccionadas de un cultivo en
placa de agar Mitis Salivarius después de 18 a 24 horas®, de la placa de agar
se selecciond de tres a cinco colonias bien aisladas y con el mismo tipo
morfoldgico. Por lo que la parte superior de cada colonia se tocd con un asay
se transfirid a un frasco esteril con 4-5 mL de suero fisiolégico, con ayuda del
turbidimetro el cual mide las particulas suspendidas en un liquido o gas, se
midié la turbidez equivalente a 0,5 del estdndar de McFarland, con
absorbancias de 0,08 — 0,1 para bacterias. La suspension bacteriana resultante
contiene aproximadamente 1 a 2 x 108 (UFC/mL).

Tendra un lapso de tiempo Optimo de 15 minutos después de ajustar la
turbidez de la suspension del indculo, mediante un hisopo estéril se sumerge
en ella. El hisopo debe ser rotado varias veces y presionado firmemente
contra la pared interna del tubo sobre el nivel de liquido. Esto remueve el
exceso de indculo, se inocula la superficie de una placa de agar sangre con
base Mueller Hinton por rayado con la torunda sobre toda la superficie. Este
procedimiento es repetido rayando dos o mas veces, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucion constante del
inéculo.

Como paso final se pasd sobre los bordes del agar, las tapas de la placa
pueden quedar entreabiertas por 3 a 5 minutos, pero no mas de 15 minutos,
para evitar un exceso de humedad. Se colocaron discos de papel de filtro en la
superficie de los agares con ayuda de una pinza estéril. Dichos discos
tuvieron una dimensién de 6 mm de didmetro, y en cada uno de ellos se
incorpord 25 pL del extracto. Se dejo reposar por 30 minutos y después las
placas fueron llevadas a incubacion a 36 °C, esto crea un ambiente con la
humedad y temperatura adecuada para el crecimiento de la bacteria, por un

periodo de 24 horas.
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Pasada las 24 horas de incubacion, cada placa fue examinada, las zonas de
inhibicion resultantes son uniformemente circulares en una capa homogénea
de crecimiento. Los tamafios de las zonas de inhibicion fueron medidos con
una regla en milimetros y serdn interpretados segun orientaciones del CLSI
(Clinical Laboratory Estandar Institute). La actividad se considerd en funcién
al didametro del HICM: nula (-) si es inferior o igual a 8 mm sensibilidad
limite; (sensible = +) de 9 a 14 mm media; (muy sensible = ++) de 15 a 19

mm y sumamente sensible (S.S. = +++) si es igual o superior a 20 mm®>.

2.5 Método de analisis de datos.

En este estudio se utilizé la prueba T- Student para medir el efecto antibacteriano
y también evaluar la diferencia entre las medias de las muestras del extracto
hidroetandlico de Erythroxylum Coca, también la prueba D de Cohen para medir
la significancia individualmente cada concentracion comparado con el grupo
control, asimismo un analisis de varianza para evaluar la significancia en conjunto

en comparacion con el grupo control.

2.6 Aspectos éticos.

Se considerd aspectos de bioseguridad para disminuir el riesgo microbioldgico
que lo encontramos presente cada vez que se realiza una actividad en el
laboratorio, donde se tiene la necesidad de manipular cultivos de microorganismos
los cuales tienen que ser manipulados de la mejor manera posible siguiendo
criterios internacionales, con respecto a la inactivacion de los medios con
Streptococcus mutans se realizé mediante un proceso con calor himedo que afecta
la estabilidad de estructuras celulares y proteinas que es el autoclavado donde se
utiliza vapor de agua, a una temperatura de 121 °C a 1 atm de presion durante 15
minutos, con la finalidad de inactivar todo tipo de microorganismo y asimismo

evitar su propagacion.

Asimismo se consider6 que al finalizar esta investigacion se genere nuevos

conocimientos, estando sujeta a normas éticas promoviendo el respeto por el
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procedimiento de las investigaciones para asi mejorar las intervenciones
preventivas, diagnosticas y terapéuticas dando como resultados productos finales

seguros, efectivos, accesibles y de calidad.

Finalmente, todo el procedimiento realizado en las instalaciones del laboratorio de
investigacion de la facultad de ciencias de la salud de la Universidad Sefior de
Sipan fue bajo el uso de normas y pautas de practica clinica como lo recomienda
el Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI), asegurando

procedimientos legitimos de muy buena confiabilidad.

2.7 Criterios de rigor cientifico

La metodologia empleada es validada a nivel internacional, cuyos procedimientos
aseguran la fidelidad de los resultados. La forma de presentacion de las
referencias bibliograficas utilizadas fue siguiendo el formato Vancouver,
establecido a nivel internacional para aquellas investigaciones en el campo de las
Ciencias de la Salud. La presente investigacion cumple todos los criterios de rigor
cientifico, siendo por tanto una investigacion inédita y debe ser considerada como
tal, ya que cumple y respeta todos los principios éticos que guian a la comunidad
médica dedicados a la experimentacion mediante la declaracién de Helsinki en
1964, promulgada por la Asociacion Médica Mundial (AMM).
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I11. RESULTADOS

3.1.Tablas y figuras

Tabla 1:

Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca “coca”
frente a S. mutans ATCC 35668.

Desviacion D de Cohen
grupo N Media estandar p
General CASOS 30 20.07 1.258 0,000 3.21
CONTROLES 30 18.47 1.042 P <0,01
95% de intervalo de
Diferencia confianza de la
Sig. Diferencia  de error diferencia
t gl (bilateral) de medias estandar Inferior Superior
General 5,367 58 ,000 1,600 ,298 1,003 2,197

Fuente: Elaboracién del autor

En la tabla 1; se observa que, la aplicacion del antibacteriano del extracto

hidroetanolico de Erythroxylum coca “coca” hizo efecto positivo frente a S. mutans

ATCC 35668 (altamente significativo p < 0.01). Siendo corroborado por la prueba D

de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = 3.21).
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Tabla 2:

Efecto antibacteriano del extracto hidroetan6lico de Erythroxylum coca “coca”
frente a S. mutans ATCC 35668 al 75mg/ml

Desviacion D de Cohen
grupo N Media estandar p
75 mg/ml casos 30 24.10 1.029 0,000 7.87
CONTROLES 30 20.07 1.258 P <0,01

95% de intervalo de

confianza de la

Diferencia
Sig. Diferencia  de error diferencia
t gl (bilateral) de medias _ estandar Inferior Superior
ATCC 35668 al 75 mg/ml 136 58 ,000 4,033 297 3,440 4,627

Fuente: Elaboracion del autor

En la tabla 2; se observa que, la aplicacion del antibacteriana del extracto
hidroetanolico de Erythroxylum coca “coca” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 75mg/ml (altamente significativo p < 0.01). Siendo corroborado por
la prueba D de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = 7.87).

38



Tabla 3:

Efecto antibacteriano del extracto hidroetan6lico de Erythroxylum coca “coca”
frente a S. mutans ATCC 35668 al 50mg/mi

Desviacion
grupo N Media estandar p D de Cohen
50 mg/ml  casos 30 20.07 1.258 0,000 7.23
CONTROLES 30 18.73 1.285 P <0,01

prueba t para la igualdad de medias

95% de intervalo de

Diferencia confianza de la
Sig. Diferencia  de error diferencia
t gl (bilateral) de medias  estandar Inferior Superior
ATCC 35668 al 50 mg/ml 4,062 58 ,000 ,133 ,328 ,676 1,990

Fuente: Elaboracion del autor

En la tabla 3; se observa que, la aplicacion del antibacteriana del extracto
hidroetanolico de Erythroxylum coca “coca” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 50mg/ml (altamente significativo p < 0.01). Siendo corroborado por
la prueba D de cohen cuyo efecto del tamario es muy alta (d = 7.23).
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Tabla 4:

Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca “coca”
frente a S. mutans ATCC 35668 al 25mg/ml

Desviacion
grupo N Media estandar p D de Cohen
25 mg/ml CASOS 30 12.57 2.555 -4.76
0,000
CONTROL
30 20.07 1.258 P <0,01
ES
95% de intervalo de
Diferencia confianza de la
Sig. Diferencia  de error diferencia
t gl (bilateral) de medias  estandar Inferior Superior
ATCC 35668 al 25
-14,424 58 ,000 -7,500 ,520 -8,541 -6,459

mg/ml

Fuente: Elaboracion del autor

En la tabla 4; se observa que, la aplicacion del antibacteriana del extracto

hidroetanolico de Erythroxylum coca “coca” hizo efecto negativo frente a S. mutans

ATCC 35668 al 25mg/ml (altamente significativo p < 0.01). Siendo corroborado por

la prueba D de cohen cuyo efecto del tamafio es muy baja (d = -4.76).
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Tabla 5:

Anélisis de varianza efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum

coca “coca” frente a S. mutans ATCC 35668

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
mg_75 Entre grupos 244,017 1 244,017 184,845 ,000
Dentro de grupos 76,567 58 1,320 P<0.01
Total 320,583 59
mg_50 Entre grupos 26,667 1 26,667 16,501 ,000
Dentro de grupos 93,733 58 1,616 P<0.01
Total 120,400 59
mg_25 Entre grupos 843,750 1 843,750 208,038 ,000
Dentro de grupos 235,233 58 4,056 P<0.01
Total 1078,983 59
General Entre grupos 38,400 1 38,400 28,800 ,000
Dentro de grupos 77,333 58 1,333 P<0.01
Total 115,733 59

Fuente: Elaboracion del autor

En la tabla 5; se observa el analisis de varianza (ANOVA), el cual nos indica la

significancia en grupo del extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca frente al S.

mutans ATCC 35668.
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3.2. Discusién de resultados

En la actualidad estan aumentando las investigaciones dirigidas a buscar nuevas
alternativas para su uso en terapias odontoldgicas a partir de una fuente natural, es por
eso que se presentan nuevos estudios evaluando extractos o aceites esenciales de
plantas y frutos tradicionales de cada region utilizados antiguamente, la hoja de
Erythroxylum coca fue muy aprovechado por antiguas culturas preincaicas e incas,
utilizandolas para atenuar dolores y también como estimulante para trabajos que
necesitaban un gran esfuerzo fisico, la presente investigacion tuvo como objetivo
determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca
frente a S. mutans siendo este un microorganismo cariogénico por excelencia,
quedando comprobado que las concentraciones 75 % y 50 % presentaron efecto
antibacteriano significativo, mientras que la concentracion 25% presento efecto

antibacteriano no significativo en comparacion con el grupo control.

Por otro lado, Vilchez M* et al, Evaluaron el efecto del extracto acuoso, &cido y
alcohdlico de las hojas secas de Erythroxylum Coca en Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes y Microsporum canis, teniendo como resultados que
solo el extracto alcoholico tiene efecto sobre Trichophyton rubrum y Microsporum
canis, con lo que coincide con el presente estudio por el método de maceracion con
contenido alcohélico con el que se obtuvo el extracto, el efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de Erytrhroxylum coca es también sustentado por estudios
como el de Enciso C y Ramos D2, donde demostraron mediante dos pruebas las cuales
fueron test de difusion de agar y dilucion en medio liquido que el extracto
hidroalcohdlico de hoja de coca si presenta actividad antibacteriana frente a Bacilos
negros pigmentados (BNP) a las concentraciones de 100% y 12,5%, cabe recalcar que
utilizaron como control negativo alcohol de 96° lo que difiere del presente estudio

donde utilizamos como control negativo Cloruro de sodio 0.9%.

Segun Vergara C'3, en los resultados de su estudio donde determind el efecto
inhibitorio in vitro del extracto acuoso y el extracto etandlico de la hoja de
Erythroxylum novogranatense var. Truxillense (COCA) sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans, mostraron que tanto el extracto acuoso y etanélico presentan
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halos inhibitorios sobre el S. mutans lo que coincide con el presente estudio quedando
demostrado que los extractos acuoso, etandlico e hidroetandlico presentan efecto
inhibitorio sobre el S.mutans, asimismo se demuestra que tanto el extracto etandlico
como el hidroetandlico presentaron mayor efecto significativo a diferencia del extracto

acuoso.

Minaya P en su estudio al realizar las pruebas de sensibilidad demostrd que el
extracto alcohdlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. Truxillense,
presenta efecto antibacteriano significativo frente a S.mutans con halos promedios de
34.4mm, coincidiendo con el presente estudio donde los halos promedio de la
concentracion maxima fueron de 24.10mm, pero sus controles difieren del presente
estudio ya que utilizd6 como control negativo agua destilada y como control positivo

alcohol a 96°.

Negrete M y Quispe A '° demostré que los macerados preparados con alcohol absoluto
de Erythroxylum Coca presenta actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, siendo esta también una bacteria gram positiva, esto demuestra que el extracto
de Erythroxylum Coca presenta un gran efecto tanto antibacteriano como antifungico
frente a un gran ndmero de microorganismos. Es importante mencionar que en los
resultados de los estudios coinciden que hay mayor efecto cuando se macerd

totalmente alcohdlico o hidroalcohdlico las hojas de Erythroxylum Coca.

Kumarasamy B'° et al, en su estudio demostraron que el extracto acuoso crudo de
frutos maduros de M. citrifolia “noni” inhibié eficazmente el crecimiento de S. mutans
con halos promedio de 19mm, esto demuestra que los efectos del extracto
hidroetandlico de Erythroxylum coca presenta mayor efecto a comparacion con el

extracto acuoso de frutos de M. citrifolia “noni”.

Finalmente Solano X7 et al, en su estudio demostraron que el extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis (romero), no produjo halo de inhibicion siendo 00mm, mientras
que el extracto oleoso si produjo halo de inhibicion promedio de 11.93mm, por otro
lado los controles que utilizaron como positivo y negativo fueron clorhexidina al

0.12% y agua destilada respectivamente, no presentandose diferencia significativa ya

43



que los halos que presento la clorhexidina al 0.12% fueron de 16.13mm, mayor a los
del extracto, esto difiere de los resultados encontrados en el presente estudio ya que en
las concentraciones de 50% y 75% si se encontraron diferencia significativa con los

grupos controles.

Es importante mencionar que en el presente estudio se controlé de manera muy estricta
la esterilidad de todos los materiales que van a ser utilizados, esto nos lleva a tener un
mayor conocimiento de los equipos que se usan para tal fin como lo son el autoclave,
esterilizador al calor seco y el uso de las cabinas de bioseguridad, un inadecuado uso de
estos equipos seria un limitante ya que no nos darian los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

3.3.Aporte cientifico

En la presente investigacion donde se evalud el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroetnadlico de Erythroxylum Coca frente Streptococcus mutans ATCC
35668, quedando comprobado que las concentraciones 75 % y 50 % presentaron efecto
antibacteriano significativo, mientras que la concentracion 25% presentd efecto

antibacteriano no significativo en comparacién con el grupo control.

Se obtuvo el extracto exponiéndolo al aire frio durante 8 horas por lo que no podria ser a
alta temperatura ya que podrian perderse algunos compuesto de la hoja de Erythroxylum
coca, conociéndose que podria presentar componentes termolabiles que se destruyen a
una temperatura mas o menos elevada, para posteriormente pasar a su raspado, esto se
hubiera podido manejar con el uso de un liofilizador que permite la eliminacion del
agua de productos o disoluciones en condiciones de baja presion y temperatura lo que
hace que estos productos deshidratados mantengan todas sus propiedades estables y por
otro lado seria un método mas rapido, pudiendo tener un mejor control del extracto, una

desventaja es el precio del equipo por lo que no es muy facil tener acceso a este.

Asimismo, en el periodo de maceracion del extracto hidroetnadlico de Erythroxylum en
el presente estudio se agitd la botella &mbar de manera manual diariamente, por otro

lado, se hubiera podido utilizar un agitador automatico para que constantemente esté en
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movimiento el extracto hidroetnadlico de Erythroxylum y asi obtener una mejor

extraccion de los compuestos.

Los resultados de la presente investigacion demuestran el efecto antibacteriano de
Erythroxylum Coca en sus concentraciones al 25%, 50%, 75%, se podria continuar en el
futuro realizando un estudio de cada uno de los componentes del Erythroxylum Coca por
separado, evaluando la toxicidad y poder asi utilizarlo en estudios in vivo
posteriormente, pudiéndose elaborar productos de importancia odontoldgica a base de

Erythroxylum Coca.
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IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se concluye que el extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca tuvo efecto
antibacteriano frente a S. mutans al 75 mg/ml, obteniéndose halos promedios de
24,10mm.

Se concluye que el extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca tuvo efecto
antibacteriano frente a S. mutans al 50 mg/ml, obteniéndose halos promedios de
20,07mm.

Se concluye que el extracto hidroetanolico de Erythroxylum Coca a la concentracion
25mg/ml no presenta efecto significativo con respecto a las dos primeras

concentraciones obteniéndose halos promedios de 12,57mm.
Se concluye que al comparar las tres concentraciones del extracto hidroetanélico de

Erythroxylum Coca, solo las concentraciones de 75% y 50 % presentaron efecto

positivo en comparacion a la concentracion de 25%.
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RECOMENDACIONES

El extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca puede ser en el futuro de mucha
importancia en el area odontoldgicas si se estudian por separados sus componentes
quimicos para asi determinar su relevancia de cada uno de ellos y poder evaluar su

indice de toxicidad.

Realizar estudios con otro tipo de bacterias de importancia odontolégica como
Enterococcus faecalis, Lactobacillus, Streptococcus sanguis, entre otros para poder

determinar si el extracto hidroetanélico de Erythroxylum coca tiene efecto sobre éstos.

Realizar estudios con hongos de importancia odontoldgica como Céandida albicans
para poder determinar si el extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca no solo tiene

efecto antibacteriano sino también antifangico.

Estudiar también si con alguna otra solucién para la maceracion de Erythroxylum coca
como por ejemplo extracto acuoso, oleoso o totalmente alcohdlico, se puede tener

efectos antibacterianos o antiflngicos.
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ANEXOS
ANEXO N° 01

Ficha de Recoleccion de datos

Concentraciones

75% 50% 25%
Muestras | Casos Controles Casos Controles Casos Controles
1 25 20 18 20 12 20
2 22 22 20 22 12 22
3 25 20 20 20 15 20
4 24 19 18 19 11 19
5 22 22 18 22 11 22
6 24 21 21 21 11 21
7 25 21 20 21 13 21
8 24 22 20 22 11 22
9 25 20 20 20 10 20
10 25 19 18 19 11 19
11 25 19 17 19 13 19
12 22 21 20 21 11 21
13 23 20 18 20 13 20
14 24 20 18 20 21 20
15 25 19 17 19 12 19
16 23 20 20 20 15 20
17 23 22 19 22 11 22
18 23 18 20 18 13 18
19 25 21 21 21 21 21
20 25 21 19 21 12 21
21 25 18 20 18 11 18
22 24 18 18 18 12 18
23 25 21 18 21 11 21
24 25 19 17 19 13 19
25 23 20 19 20 12 20
26 24 18 17 18 12 18
27 24 21 17 21 11 21
28 24 21 18 21 12 21
29 25 20 17 20 12 20
30 25 19 19 19 12 19
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ANEXO N° 02

MUESTRA DE ERYTHROXYLUM
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ANEXO N° 03

CERTIFICADO DE MUESTRA DE ERYTHROXYLUM

HERBARIO

PEDRO RUIZ GALLO
UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA

La directora del herbario PRG de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, que
suscribe;

Hace constar:

Que, el alumno Bryan Alexis Cossio Alva, ha hecho llegar al herbario PRG 02
muestras botanicas, como parte de su tesis denominada Efecto antibacteriano
in vitro del extracto hidroetanolico Erytroxylum coca “Coca” frente a
Streptococus mutans ATCC 35668, las cuales ha sido identificada como
Erytroxylum coca Lam. Y registradas con el nimero de herbario 18026 PRG.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que
estime conveniente.

Lambayeque 26 de setiembre del 2018

Se. doudlts Eseh
M.Sc. Josefa Escurra Puicon

Directora
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ANEXO N° 04

SOLICITUD PARA ENACO

$ ‘ UNIVERSIDAD
SENOR DE SIPAN

SOLICITUD

“Afio del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

Yo, Cossio Alva Bryan Alexis con nimero de DNI 70616889, estudiante del
X ciclo de odontologia de la Universidad Sefior de Sipan (Lambayeque),
solicito a la empresa Nacional de Coca (ENACO) que se me brinde una
muestra de Erythroxylum Coca, para el adecuado desarrollo de mi tesis
denominado “Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de

Erytroxylum Coca frente a Streptococcus Mutans ATTC 35668”.

Por lo expuesto:

Pido a la empresa acceder a mi solicitud por ser de justicia.

Trujillo, 16 de julio de 2018
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ANEXO N° 05

CERTIFICADO DE ENACO

(i

== ENACO S.A.

= EMPRESA NACIONAL DE LA COCA SA.
AGENCIA TRUJILLO

&

EL ADMINISTRADOR DE LA AGENCIA TRUJILLO DE ENACO S.A.

CERTIFICA

Que, los 0.5 Kg. de hoja de coca, entregado al Sr. Cossio Alva Bryan Alexis
para fines de investigacién, corresponden, a la Familia Erythroxylaceae,

Genero Erythroxylum, Especie Erythroxylum Coca, Variedad
Novogranatense.

Se entrega el presente documento para determinar el origen de la muestra
de hoja de coca que se utilizara en Ia ejecucion de la Tesis denominada
“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE

ERYTHROXYLUM COCA “COCA" FRENTE A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC
35668".

Se expide en la ciudad de Trujillo a los (16) dias del mes de julio del afio dos
mil dieciocho.

Atentamente,

Los Berilos N° 502-504 Urb. Santa Inés — Trujillo Telef. 20-8984 Telefax 23-2812
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ANEXO N° 06

SOLICITUD DE PERMISO

Ao A~~~

B UNIVERSIDAD
SENOR DE SIPAN

SOLICITUD DE PERMISO

Sefior:
Jorge Luis Leiva Piedra
Yo...Lloamd.. %-‘5&“ s

Z .. Con DNIN®. TOC1EE8T
Ema nj/tﬂ«ma«(éw/f-« Teléfono.. 2652

25

Me dirijo a usted en condicién de alumna(o) de la escuela de estomatologia del X ciclo, con el fin
de solicitarle permiso para el uso del parque tecnoldgico del vicerrectorado de investigacion, por
el motivo de realizar mi estudio de investigacion que tieng como titulo

ﬂféﬂfﬁvéwfw‘#i/ o B fulclong b o4

([7/5,,,,7/“7 Coco Punte o 57 V4(Nf7 pdien [l i

Chiclayo, 15 de junio del 2018

s 7>

dintl : Z > 4 Z
Firma del solicitante ?ﬁﬁa Wﬁgeni ro
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ANEXO N° 07

CERTIFICADO STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 35668

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lvophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/9/30

Microorganism Name: Streptococcus mutans Release Information:

Catalog Number: 0969 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 969-49** Release Date: 2017/12/6

Reference Number: ATCC® 35668 ™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, white to translucent. SBAP
Microscopic Features: Method:
| Gram positive cocci in medium or long chains. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Resuits
See attached ID System results document, (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**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.

Note for Vitek®: Althoy#h the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique i of the card, bi with the short incubation period, may
produce results that differ from published results obtained by other methods.

. Refer to the enclosed product insert for instructi i useand I y i

pi are toa ized culture

e

lACCREDITEDl

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(*) The ATCC Li?ensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed lcrualttﬂuerré\sarks of ATCC. Microbiologics, Inc.is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®
\ Derivative ) S

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

lACCREDITEDl

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 N° 08

Obtencion del extracto hidroetandlico de Erythroxylum Coca

% iap
Tcko \—l;dwehmkw

“coca"

Fuente: Cossio B 25/09/2018 Fuente: Cossio B 25/09/2018
1 2
Trituracion de la hoja 300 g Macerado hidroetandlico 600 ml
Erythroxylum Coca Erythroxylum Coca

Fuente: Cossio B 02/10/2018 Fuente: Cossio B 02/10/2018
3 4
Filtrado Proceso de secado
Erythroxylum Coca Erythroxylum Coca
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Fuente: Cossio B 05/10/2018

Fuente: Cossio B 02/10/2018 Fuente: Cossio B 02/10/2018
5 6 7
Secado Extracto (2,12 g) Extracto pesado antes de
Erythroxylum Coca Erythroxylum Coca realizar la dilucién

Fuente: Cossio B 05/10/2018

Obtencioén de las concentraciones de
Erythroxylum Coca
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Fuente: Cossio B 05/10/2018

ANEXO N° 09

Fuente: Cossio B 05/10/2018

Agar base Mueller Hinton Pesado de Agar base Muller

Hinton

Fuente: Cossio B 05/10/2018 Fuente: Cossio B 05/10/2018 Fuente: Cossio B 05/10/2018
Placas Petri con Agar sangre, Cepa de S. mutans reactivada Dilucién de colonias en
un total de 40 placas en Agar Mitis Salivarius suero fisiologico
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Fuente: Cossio B 05/10/2018

Fuente: Cossio B 05/10/2018

Fuente: Cossio B 05/10/2018

Sembrado del inéculo en
placas con Agar sangre

Colocacion de los discos en la
superficie del agar sangre

Fuente: Cossio B 05/10/2018

Placas llevadas a incubacion
durante 24 horas a 36 °C

Aplicacion del extracto en los
discos segun las concentraciones
(75%0,50%,25%)
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ANEXO N° 10

Cossio Alva B,

Emhwxylum "
os/0/1g o oc

Cossio Alva B.
Erythroxylum coca “coca”
06/10/18

Cossio Alva B “g
EmhroXY\“‘“ e
06/10/18

oca”

> Cossno Alva B.
Erythroxylum coca “cocd
06/10/18

. 06/10/2018
Fuente: Cossio B

Halos de inhibicion del efecto antibacteriano de Erythroxylum Coca 64




Cossio Alva B.
Erythroxylum €02
06/10/18

“coca”
Cossio AlvaB. ” coca”.
Erythroxylum coca L

06/10/18

Fuente: Cossio B 06/10/2018

Halos de inhibicion de los controles con Gluconato de Clorhexidina
12% vy Suero fisioldgico

Fuente: Cossio B 06/10/2018 Fuente: Cossio B 06/10/2018

Medicion de los halos de inhibicidn con regla milimetrada
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