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RESUMEN

Hedyosmun luteynii Todzia o Sambuel pertenece a la familia Chloranthaceae es un arbol de
3-16 metros de altura posee hojas, flores de color verde brillante y frutos de color negro. El
objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar el efecto antimicotico del aceite
esencial de Hedyosmum luteynii Todzia que fue recolectada en el bosque natural Jacarén
ubicado en la provincia de Chimborazo, Canton Colta en Ecuador, frente a 8 levaduras las
cuales fueron C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei,
Trichosporon sp., Cryptococcus sp. y Rhodotorula sp. Esta investigacion fue descriptiva,
cuasi-experimental, de corte trasversal caracter mixto. El aceite esencial fue extraido
mediante hidrodestilacion usando la trampa de Clevenger, a partir de 2000 g de materia
prima se obtuvieron 5 ml de aceite esencial con un rendimiento de 0.25 % mediante el
método Kirby-Bauer se determind la actividad antimicaética de las 8 levaduras estudiadas.
Los resultados fueron interpretados mediante la observacion y medicion de los halos de
inhibicion. Se realizd los ensayos empleando el aceite puro y concentraciones desde 1.0 hasta
0.007 g/mL, se incluyen controles positivos y negativos para confirmar que el ensayo es
valido. Como resultado se puede observar que las levaduras presentan una gran sensibilidad
frente al aceite esencial donde C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, Trichosporon sp.,
Rhodotorula sp. las levaduras mas susceptibles con CMI de 0,062g/mL, seguidas de C.
glabrata, C. parapsilosis con CMI de 0,25 g/mL. Se concluye que el aceite esencial de
Hedyosmum luteynii Todzia resultd ser activo frente a las ocho levaduras empleadas en este
estudio.

Palabras claves: Actividad antimicética, Concentracion minima inhibitoria (CMI),

Hedyosmun Luteynii Todzia, Sensibilidad.



ABSTRACT

Hedyosmun luteynii Todzia or Sambuel belongs to the Chloranthaceae family and is a
tree 3-16 meters high with leaves, bright green flowers and black fruits. The objective of
this research work was to determine the antifungal effect of the essential oil of
Hedyosmun luteynii Todzia that was collected in the Jacarén natural forest located in the
province of Chimborazo, Canton Colta in Ecuador, against 8 yeasts which were C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis and C. krusei, Trichosporon sp,
Cryptococcus sp. and Rhodotorula sp. This research was descriptive, quasi-experimental,
cross-sectional, mixed character. The essential oil was extracted by hydrodistillation
using the Clevenger trap. From 2000 g of raw material, 5 ml of essential oil were obtained
with a yield of 0.25 % using the Kirby-Bauer method and the antifungal activity of the 8
yeasts studied was determined. The results were interpreted by observation and
measurement of the inhibition halos. The assays were performed using pure oil and
concentrations from 1.0 to 0.007 g/mL, including positive and negative controls to
confirm that the assay is valid. As a result it can be observed that yeasts show a high
sensitivity to the essential oil where C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, Trichosporon
sp-, Rhodotorula sp. are the most susceptible yeasts with MIC of 0.062g/mL, followed by
C. glabrata, C. parapsilosis with MIC of 0.25 g/mL. It is concluded that the essential oil
of Hedyosmum luteynii Todzia was found to be active against the eight yeasts used in

this study.

Key words: Antifungal activity, Minimum inhibitory concentration (MIC), Hedyosmun

Luteynii Todzia, Sensitivity.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.

Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal la evaluacion del andlisis del
efecto antimicotico del aceite esencial extraido de las partes aéreas de Hedyosmum luteynii
Todzia frente a 8 levaduras las cuales fueron C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. krusei, Trichosporon. sp., Cryptococcus sp. y Rhodotorula. La resistencia
a los antifungicos se considera como un problema grave de salud en todo el mundo, las
infecciones causadas por hongos consideradas como micosis afectan a cualquier tipo de
tejido y son capaces de provocar cuadros clinicos graves o mortales, se observa un
incremente importante de pacientes con micosis que no responden a los tratamientos, siendo
el inadecuado uso de medicamentos para su manejo el factor principal que produce la

resistencial.

El origen de la medicina natural y tradicional esta ligada a la historia de la humanidad con
la lucha por la supervivencia, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) conceptualiza a
la medicina natural y tradicional a todas las practicas, creencias, enfoques y conocimientos
que estén ligados a plantas, animales y terapias espirituales que tienen el fin de diagnosticar,
tratar o prevenir enfermedades. Este tipo de practicas son muy utilizadas en la actualidad
debido a que resulta ser una alternativa accesible, efectiva y de bajo costo?.

A inicios del siglo XX por el auge de avances cientificos se incrementaron el uso de
sustancias de sintesis lo que produjo un retroceso de la medicina natural y tradicional. Sin
embargo, en la actualidad la importancia se evidencia debido al alto consumo de los
productos para el manejo de las enfermedades®. El Ecuador posee gran biodiversidad con
apenas el 2 % de la superficie de la tierra, este cuenta con almenos el 10 % de plantas
existentes alrededor de todo el mundo, de las cuales se han reportado 5 172 especies de uso
alimentico o medicinal, en la region de la sierra se han encontrado 2 430 especies
aproximadamente y se encuentran tanto en cerros como en parques protegidos entre ellos

podemos encontrar al cerro Teligote y al Bosque de Jacaron®.

El cerro Teligote es un lugar sagrado para los Salacas, un pueblo indigena que habita en la
provincia de Tungurahua, canton Pelileo y parroquia Salasaca, presenta gran cantidad de
chamanes considerado como mediadores entre el cuerpo humano y la naturaleza ya que son
personas con poder espiritual que utilizan plantas del cerro para tratar enfermedades

comunes y realizacion de rituales tanto de curacion como de ofrenda®. Mientras que el
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Bosque de Jacardn esta situado en la provincia de Chimborazo cantén Colta, alberga
aproximadamente 34 especies identificadas como nativas y cubre una superficie de 106

hectareas. Una de las plantas que podemos encontrar aqui es Hedyosmum luteynii Todzia®.

El uso milenario de sustancias vegetales con fines medicinales terapéuticos y
antimicrobianos, ha llevado a investigar nuevas sustancias a partir de plantas consideradas
popularmente como medicinales®. Este es el caso de la familia Chloranthaceae conformada
por hierbas, arbustos y arboles perteneciente el género Hedyosmum presenta 16 especies
endémica del bosque andino alto del sur del pais, el centro de diversificacion de este género
es el centro de los Andes, donde se encuentra alrededor del 50% de sus especies. Hedyosmum

crece principalmente en los bosques nublados entre 600 y 3 000 msnm®*.

Sambuel o Hedyosmum luteynii Todzia es un arbol perteneciente a la familia Chloranthaceae
de 3 a 16 metros de altura con un didmetro de 7 a 50 centimetros, posee hojas brillantes,
flores verdes y frutos negros, esta especie es endémica de las cordilleras de Ecuador y
Colombia. Hedyosmum luteynii Todzia representa una de las 40 especies encontradas y tiene
un amplio uso en la medicina ancestral del Ecuador para el tratamiento de dolores
abdominales, problema digestivos y reumatismo ademas presenta caracteristicas de ser un

gran antiséptico, afrodisiaco y diaforético”.

Los aceites esenciales, aceites volatiles o esencias son extractos vegetales concentrados,
complejos, obtenido por destilacion de semillas, cortezas, raices, tallos, hojas, flores, frutos
es decir se obtienen de la parte de la planta que contenga los principios activos, estas
sustancias infieren en el sistema limbico que se encarga de la parte emocional del cerebro,
el percibir el olor de los aceites el cuerpo genera tranquilidad, placer y alegria ademas actdan
como mensajeros quimicos logrando asi interactuar las plantas con su entorno, estos aceites
presentan propiedades medicinales eficaces en presencia a virus, hongos y gérmenes, los

aceites se han utilizado desde la antigiiedad en ceremonias y rituales’.

Muchos son los benéficos que aportan los aceites pues poseen caracteristicas antioxidantes,
vitaminas y minerales que ayudan aliviar dolores, libera la tension, mejora la conciliacion
del suefio, combate el estrés entre otras propiedades®. Cada aceite esencial tiene su propiedad
terapéutica especifica se pueden utilizar de varias maneras, como son en aerosol con un
difusor eléctrico o vaporizador para asi propagar en el aire particulas muy finas de los aceites

esenciales para beneficiarse de sus propiedades por via respiratoria, cutanea y oral ademas
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de que aromatizan el lugar y purifican el aire. Si se utilizan forma incorrecta pueden producir

intoxicaciones®.

Las infecciones micéticas producidas por levaduras comensales del género Candida
especialmente de Candida albicans que residen en las cavidades oral y vaginal, membranas
mucosas Y el tracto gastrointestinal es inofensiva en hospederos sanos, pero su patogenicidad
incrementa en hospederos inmunocomprometidos’®. Las especies mas frecuentes de
Candida que podemos encontrar son: C. albicans, C. metapsilosis, C. lusitania, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. orthopsilosis,

C. krusei y C. famata®?.

La candidiasis es una infeccion producida por especies de Candida y con mayor frecuencia
es producida por Candida albicans un hongo dimorfico que presenta hifas, pseudohifas y
blastoconidias. La infeccidn puede ser aguda, subaguda o cronica, afecta a las membranas
mucosas, las ufias, los pulmones o los rifiones ademas es causante de endocarditis, meningitis
y sepsis. Estas levaduras estan ampliamente distribuidas en el medio ambiente y afectan
especialmente a pacientes con inmunosupresion por razones como infeccion VIH y
neoplasias hematoldgicas, ocurre de forma secundaria ante tratamientos o practicas como

son cirugia mayor, terapia antiviral, injertos dseos y quimioterapia®2.

La candidiasis, también conocida como candidiasis vulvovaginal o CVV, es una infeccion
fangica comun que ocurre cuando hay un crecimiento excesivo de Candida, la levadura esta
presente en el cuerpo en cantidades pequefias, pero cuando se produce un desequilibrio
hormonal o a su vez cambios del pH de la vagina, Candida tiende a multiplicarse. Cuando
esto sucede, se produce la candidiasis vaginal que es la segunda causa principal de infeccion

vaginal y afecta a mujeres de entre 20 y 40 afios®.

El fondo de accion mundial para las infecciones por hongos (GAFFI) realiz6 un programa
de estimacion, que demuestra el nimero de personas infectadas por hongos a nivel mundial
donde se incluyen 14 paises y entre ellos esta el Ecuador donde se ha demostrado que
almenos el 3 % es decir 433 856 personas ecuatorianas pueden estar o tener una infeccion
severa por hongos por ello se plantea que el Ecuador necesita trabajar en el diagnostico y
vigilancia de infecciones oportunistas**. Estudios realizados en el 2017 indican que las

infecciones producidas por Candida albicans surgen cuando se ve disminuido el sistema
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inmunologia, siendo estas infecciones una de las mas comunes en la provincia de

Chimborazo®.

Encontramos que méas del 70% de la poblacién mundial todavia recurre a las plantas
medicinales para solucionar problemas béasicos de salud. La industria farmacéutica obtiene
materias primas del reino vegetal, que son necesarias para producir el 30% de los farmacos,
la medicina moderna a pesar de sus tremendos avances cientificos y tecnologicos, también
reconoce sus limitaciones para resolver muchos de los problemas de salud que aln aquejan
a la humanidad. El elevado costo de la atencion médica, la medicina y la necesidad de nuevas
soluciones a los problemas de salud promueve a la investigacion de las plantas medicinales

y el uso prudente de las mismas?.

Por lo tanto tomando en cuenta las consideraciones anteriores se plantea la siguiente
¢Presenta actividad antimicoética el aceite esencial de las partes aéreas de Hedyosmum
luteynii Todzia, frente a las especies de estudio de hongos levaduriformes?, este estudio
podria ayudarnos en la identificacion de compuestos con actividad bioldgica presentes en el
aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia, que serian fuente de nuevos farmacos para

el tratamiento de distintas enfermedades producidas por las especies de estudio.
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OBJETIVOS

General

e Evaluar la actividad antimicotica del aceite esencial extraido de las partes aéreas de

Hedyosmum luteynii Todzia.
Especificos

e Extraer el aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia por el método de
hidrodestilacion para determinar su actividad antimicotica.

e Analizar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia
frente a diferentes especies de hongos levaduriformes mediante la técnica de Kirby
Bauer.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

Hedyosmum luteynii frente a las especies que presente susceptibilidad al mismo.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO.

Medicina Ancestral y alternativa en el Ecuador.

El Ecuador posee una gran biodiversidad de plantas medicinales que han sido utilizadas
desde tiempos inmemoriales y se ha transmitido por generaciones hasta la actualidad, para
el alivio y tratamiento de varias dolencias y enfermedades como los dolores de cabeza,
dolores estomacales y dolores articulares, la medicina ancestral en la sociedad sigue siendo
utilizada en la actualidad ya que es econdmica e invasiva. La medicina natural se aplica
después de un diagnostico médico, la naturopatia o medicina natural busca fortalecer el
organismo humano y mejorar su calidad de vida, inicia con el analisis del estado de salud

del paciente y su entorno para la determinacion del origen de la dolencia o patologia®®.

La medicina alternativa en el Ecuador se clasifica en dos grandes grupos el primero esta
conformado por médicos con especialidades en Homeopatia, Terapia neutral y Acupuntura
mientras que el segundo grupo de terapias alternativas estan conformadas por la Terapia
floral, la Naturopatia, la Fitoterapia incluidas otras técnicas. La Asociacion de Profesionales
Neuropatas del Ecuador (APNE) es una organizacion que busca la aceptacion de las practicas
alternativas médicas, han logrado ya la normalizacion de la medicina alternativa por parte
del Ministerio de Salud Publica (MSP) y buscan la regularizacion en todos los consultorios

y centros terapéuticos'’.

Plantas medicinales

El Ecuador cuenta con un 10% de todas las plantas existentes a nivel mundial, de ellas 2 900
son de uso medicinal, entre las mas utilizadas encontramos a la sangre de drago, el barbasco
y achiote que son utilizados como antimicoéticos, la chonta, el chuchuwasu y el floripondio
que son utilizados para el tratamiento de espanto mal aire y el mal de ojo, mientras que la
ufia de gato, la dulcamara, el aji y la uva de monte se utilizan para el tratamiento de
enfermedades cancerigenas, por Gltimo encontramos a la canela, el chuchuwasu y el piton
que actlan como analgésicos. Las plantas medicinales para el tratamiento se pueden

consumir en infusiones, bafios corporales, jugos, compresas o emplastos*é.

Familia Chloranthaceae

Chloranthaceae es una familia de arboles y arbustos nativos del sur de las regiones templadas

y los tropicos, presenta cuatro géneros, Chloranthus, Ascarina, Hedyosmum y Sarcandra. El
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género mas estudiado por sus propiedades bioldgicas es el Hedyosmum. Esta familia esta
constituida por 75 especies aproximadamente cuyo ascendiente genético comun es una flor

fosilizada similar a Hedyosmum?®.
Taxonomia

Tabla 1.Taxonomia del género Hedyosmum.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales
Familia: Chloranthaceae
Género: Hedyosmum
Especie: Luteynii Todzia

Fuente: SiB Colombia %°,

Las especies de Hedyosmum tiene una larga trayectoria en la historia por su uso como
medicina tradicional por sus propiedades bioldgicas farmacoldgicas comprobadas

cientificamente?®.

Hedyosmum luteynii Todzia

Hedyosmum luteynii Todzia (Chloranthaceae) o Sambuel es un arbol de 3 — 16 metros de
altura, y un didmetro de 7-50 centimetros poses flores verdes, carente de estambres o
carpelos, hojas brillantes y aromaticas con frutos negros. Hedyosmum luteynii es endémica
de las cordilleras de Colombia y Ecuador la misma que se produce de manera silvestre en
bosques montafiosos que se encuentren a una altitud de aproximadamente 2 600 — 3 600
metros sobre el nivel del mar. En el Ecuador se encuentran 12 de las 40 especies del género
Hedyosmum como son: H. anisodorum Todzia, H. luteynii Todzia, H. purpurascens Todzia,
H. spectabile Todzia, H. cuatrecazanum Occhini, H. cumbalense Karsten, H. goudotianum
Solms-Laub., H. translucidum Cuatrec, H. racemosum, H. sprucei Solms-Laub, H. scabrum

y H. strigosum Todzia®®.
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Hedyosmum luteynii se ha utilizado y se sigue utilizando en la actualidad en el Ecuador como
medicina natural para tratar problemas digestivos, reumatismo, neuralgia ademas de
presentar caracteristicas antisépticas y afrodisiacas®®.

Figura 1.Muestra de las partes aéreas (hojas) de la planta Hedyosmum Luteynii Todzia.

Fuente. Torres Rodriguez, et al *°.

Figura 2.Ubicacion del lugar de recoleccion de Hedyosmum luteynii Todzia (Bosque

Jacaron) Cantdn Colta provincia de Chimborazo.

FUENTE DE INFORMACION CARTOGRAFICA
CARTOGRAFIA TEMATICA: 1GM-2014
Datom: WGS, TM_Zone_17S

Bosque
Fecha de Elab: Enero 2018

Fuente: Torres Rodriguez, et al *°.
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de compuestos volatiles, principalmente
terpenoides, que forman parte del metabolismo secundario de las plantas, su produccion
tiene diferentes funciones y usos para la planta, estos aceites pueden actuar como un
atrayente para los polinizadores, repele fitdfagos, poseen actividad alelopatica,
antibacteriana y puede ayudar a mantener el nivel de agua en la planta. Alguna de estas

propiedades curativas ha hecho que se utilicen los aceites esenciales desde la antigiiedad??.

Los aceites esenciales poseen propiedades Unicas, entre ellas podemos destacar los
principios antibidticos, agentes antivirales, agentes antisépticos, propiedades antibacterianas
y antifungicas, refuerzos inmunoldgicos que pueden usarse para mejorar la circulacion y el
sistema linfatico, incluso para equilibrar el estado de animo. Algunos aceites como los del

arbol de té y lavanda, que contribuyen a la regeneracion celular’.

En las ultimas décadas, la resistencia a antibidticos y otros compuestos, ha abierto nuevos
horizontes en la blasqueda de alternativas antibacterianas de origen natural, se ha podido

comprobar que los aceites esenciales tienen un gran potencial antimicrobiano®.

Proceso de extraccion de aceites esenciales.

La extraccion de aceites esenciales se puede realizar mediante varios métodos uno de ellos
es la "hidrodestilacion” que es el proceso de obtencion de aceites esenciales de plantas
aromaticas utilizando vapor saturado a presion atmosférica?. En el hidrodestilador se agrega
la materia vegetal de manera que forme un lecho fijo compactado, el material vegetal puede
estar entera, molida o una combinacion de ambas. Se inyecta vapor a través de un
distribuidor interno en su parte inferior con suficiente presion para vencer la resistencia

hidraulica del lecho. La generacion de vapor puede ser local, remota o interna?,

Al entrar en contacto el vapor con el lecho, se calienta la materia prima que se ha utilizado
para la extraccion del aceite esencial y libera los aceites esenciales contenidos en ella, que a
su vez se evaporan debido a su volatilidad alta, como es ademas soluble con el vapor
circundante y es arrastrado la parte superior de hidrodestilador. La mezcla de aceites
esencialesy vapor saturado fluye a través del "cuello de cisne™ o extension curva de la tuberia
de salida de gas hidrégeno hacia el condensador. En el condensador, la mezcla se condensa

y se enfria a temperatura ambiente®,
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Se obtiene una emulsion liquida inestable a la salida del condensador y para separarla se
utiliza un decantador dinamico este dispositivo se llena con agua fria, el aceite esencial se
va acumulando debido a que los aceites esenciales apenas se mezclan con agua y tienen una
densidad y viscosidad diferente a la del agua, los aceites esenciales. El vapor condensado
que acompafia a los aceites esenciales y que se obtiene del decantador dinamico es llamado
"agua floral". Contiene bajas concentraciones de compuestos de aceites esenciales solubles

que dan a los aceites resultantes un aroma ligero similar?.

El proceso termina cuando la cantidad de aceite esencial almacenado en el decantador
dindmico o florentino no cambia con el tiempo. Luego se debe retirar el aceite del florentino
para guardarlo y almacenarlo de manera apropiada. El hidrodestilador es evacuado y llenado

con la siguiente tanda de caldo vegetal, iniciando asi una nueva operacion?3.

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

La composicion de los aceites esenciales se encuentra asociada a una multifuncionalidad,
logrando interaccionar con receptores especificos de mdltiples dianas biologicas, por ello
destacan los aceites esenciales por contener caracteristicas como insecticidas,
antimicrobianos y antimicdticos, las caracteristicas de los aceites han sido utilizados desde
la antigiiedad. Un agente antimicético es aquel compuesto quimico que mata o inhibe el
crecimiento de los microorganismos. La resistencia adquirida a los antimicéticos supone la
capacidad para resistir ante efectos de un agente al que habitualmente es sensible, este

problema se incrementa con el tiempo®.

Estudios han permitido identificar la composicién y accion bioldgica de los aceites
esenciales teniendo como resultado que la canela, la mostaza, orégano, tomillo, clavo son
los aceites esenciales que presentan mayor efecto antimicrobiano debido a su alta
composicion de carvacrol en el orégano, timol en el tomillo, y el eugenol que es el
componente del clavo pues se conoce que este Ultimo actda inhibiendo la produccion de
enzimas intracelulares como proteasas y amilasas. Los aceites esenciales son mas activos
frente microrganismo Gram positivos, posiblemente sea porque los microorganismos Gram

negativos poseen una membrana externa en las paredes celulares de naturaleza lipofilica?*.

Caracteristicas generales de Candida.

La candidiasis invasiva surge como resultado de la penetracion de Candida al torrente

sanguineo y posterior a su diseminacion que se manifiesta por lesiones focales en higado,
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bazo, rifion, piel, endocarditis, tejido celular subcutaneo y otros tejidos. Se han reconocido
aproximadamente 200 especies de Candida de ellas 10 son productoras de enfermedades
infecciosas en la humanidad. De estas especies la que méas predomina es Candida albicans
que es la especie mas frecuente en todas las regiones. EIl género Candida es responsable de
almenos el 15 % de las infecciones nosocomiales y de estas infecciones un 72 % son

adquiridas en hospitalizacion?®.

Entre los factores de riesgo relacionados con la candidiasis sistémica nosocomial podemos
encontrar la estadia hospitalaria prolongada, colonizacion previa, catéteres venosos
centrales, cirugia gastrointestinal o cardiaca, uso de antibioticos de amplio espectro,
guemaduras extensas y la prematuridad. Ademds, podemos encontrar factores
predisponentes para la candidiasis sistémica por inmunosupresion dentro de ellos
encontramos a la diabetes mellitus, infeccion por el virus de inmunodeficiencia adquirida,

neutropenia y el tratamiento con esteroides?>.

Epidemiologia

La candidiasis se considera una de las infecciones oportunistas mas comunes que ha
aumentado su incidencia significativamente en los Gltimos 20 afios, afectan a humanos sin
importar la edad, género o raza Candida se encuentra en sustancias que poseen gran cantidad
de carbohidratos, en la naturaleza (arboles, verduras, granos), el suelo y el agua dulce.
Ademas, son residentes permanentes del aparato digestivo, respiratorio y regiones

mucocutaneas tanto del humano como de animales domésticos®.
Candida albicans

Candida albicans es un hongo dimérfico de 3-8 x 2-7 um micras de tamafio?’ , localizada
en la vagina humana, el sistema digestivo y el tracto respiratorio. Afecta a la piel, las
mucosas y ufias. La candidiasis invasiva es una enfermedad fungica de mayor incidencia que
afecta a determinados pacientes inmunocomprometidos, pacientes sometidos a cirugia

mayor %,

Candida glabrata

Es una levadura saprofita, y que forma parte del microbiota comensal. Las esporas formadas
por gemacion o blastoconidios miden de 1 a 4 um, son considerablemente mas pequefios,

con respecto a los blastoconidios de Candida albicans que miden de 4 a 6 um. Una de las
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caracteristicas mas importantes de Candida glabrata es que asimila solo los azlcares
trehalosa y glucosa, que a diferencia de las otras especies de Candida que asimilan mas
azucares. Cabe sefialar que el genoma de C. glabrata es haploide (C. albicans es diploide),
lo cual facilita la adquisicion de resistencia secundaria®. Las infecciones son dificiles de

tratar debido a sus caracteristicas genéticas presentan resistencia a farmacos azélicos %°.
Candida tropicalis

Es una levadura diploide con una forma que va desde redonda hasta ovalada y varia de
aproximadamente 2 a 10 micrometros. Esta levadura es la segunda especie de Candida mas
frecuente productora de candidemia en paises tropicales, teniendo en cuenta que en algunos
centros es mas prevalente que Candida albicans, sobre todo con pacientes de leucemia®.
Candida tropicalis y Candida albicans comparten caracteristicas patogénicas es decir son
taxondmicamente similares. Para el tratamiento candidiasis invasiva y candidemia se

recomienda el uso de anfotericina B o equinocandina *°.

Candida krusei

Es una levadura perteneciente al género Candida que se presenta como levadura y
pseudohifa. Candida krusei es de forma alargada con apariencia a un grano de arroz alargado
a diferencia de la mayoria de Candida que son de forma ovoide y miden 25 mm. Se considera
que es un comensal transitorio en el humano. Este patdgeno nosocomial afecta
principalmente a pacientes con neoplasias hematologicas incluyendo a pacientes
inmunodeprimidos. Posee una resistencia natural a fluconazol, un agente antimicético

estandar®..

Candida parapsilosis

Candida parapsilosis es una levadura diploide caracterizada morfoldégicamente por producir
pseudohifas y ser de forma redondeada, ovales o alargadas. C. parapsilosis es incapaz de
formar hifas verdaderas. La incidencia de esta levadura ha aumentado considerablemente
durante la Gltima década, pues es causante de infecciones invasivas que provocan mortalidad
y morbilidad considerables en almenos 4 muertes por 100.000 habitantes. Este
microorganismo se aisla con frecuencia en la piel y ufias de las manos de enfermeras y otros

profesionales del area de salud, de donde forma parte de la flora comensal humana normal®.
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Diagnostico de Laboratorio

Examen Directo (KOH)

e Sobre una placa porta objetos colocar 1 gota de KOH al 10%.
e Con un asa de siembra 0 a su vez un hisopo tomar una porcion de la muestra y
extenderla de forma homogénea a continuacion cubrirlo con un cubreobjetos.

e Observar al microscopio.

El examen directo es un procedimiento de diagnostico valioso que permite la observacion
de estructuras micoticas que generan una infeccién para su preparacion se utilizara
Hidréxido de potasio (KOH) el cual lisa las células y aclara la muestra permitiendo una
mejor visualizacion para la observacion microscopica de estructuras fangicas, en el examen
directo se pueden observar estructuras esféricas de distintos tamafios de entre 5 um y 60 pum
de diametro y diferentes tipos de gemacion, conocidas como blastoconidias ademas se
pueden observar hifas que poseen una estructura alargada, que pueden ser ramificados o0 no

ramificadas con presencia de septos (septadas) o con septos esporadicos (aseptadas)®3.

El efecto clarificador del KOH puede tardar hasta los 10 minutos por lo que se suelen utilizar
2 concentraciones, la de 20-30% para ufias y del 10-15% para otras muestras. Ademas, para

acelerar la aclaracion de la muestra se puede agregar dimetil sulfoxido (DMSO)®.

Reaccion positiva aminas, se produce cuando la muestra tiene contacto con el KOH el medio
se alcaliniza el produciendo liberacion de aminas y acidos grasos, lo que genera una reaccion

fétida (olor a pescado) .
Coloracion

Las levaduras se tifien bien con los colorantes bacterianos como es la tincion de Gram,
ademas se puede utilizar tinciones histoldgicas especificas como la del acido periédico de

Schiff (PAS) que permiten la vision de células bien diferenciadas.

Este procedimiento es rapido y de gran utilidad ya que nos permite la visualizacion de

hongos y su morfologia.

Coloracion Gram
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e Una vez tomada la muestra, preparar una extension sobre un portaobjetos y dejar
secar a temperatura ambiente.

e Fijar la muestra con calor.

e Colocar cristal violeta y dejarlo actuar durante 1 minuto y lavar con agua.

e Cubrir el portaobjetos por completo con lugol y dejarlo actuar durante 1 minuto y
lavar.

e Colocar alcohol-acetona durante unos segundos 15-20 para decolorar teniendo en
cuenta que es el paso mas importante de la coloracion por ello no se debe sobrepasar
el tiempo (Las bacterias Gram negativas se decoloran y las Gram positivas quedan
tefiidas de azul), lavar con agua.

e Por tltimo, colocar safranina o fucsina diluida durante 1 minuto y lavar con agua, las
bacterias Gram negativas quedan tefiidas de rojo y las Gran positivas permanecen
azules.

e Dejar secar la preparacion y observar al microscopio (colocar en la placa aceite de

inmersion).

Figura 3. Observacion microscopica 100x coloracién Gram en muestras vaginales.

s I
CEREATY Ko
. N

Fuente: Enlace Hispano Americano de la Slud®*

Tincién con azul de metileno.
Azul de metileno de Loffler.

e Realizar una extension del cultivo

e Fijar por calor

e Teiiir durante 3 minutos (Empleando una solucion saturada de azul de metileno con
etanol 30 mL y 100 mL de solucién de KOH al 0,01%).
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e Lavar la placa con agua, secar y observar al microscopio con objetivo de inmersion
100x.

Cultivos

Los cultivos son fundamentales para establecer la etiologia de la infeccion y para efectuar
pruebas de sensibilidad a los antifangicos.

Agar Saboraud Dextrosa: Es uno de los medios recomendados para aislamiento y
desarrollo de hongos, especialmente aquellos asociados con infecciones cutaneas, este medio
contiene la tripteina, la peptona y la glucosa que son nutrientes necesarios para el desarrollo
de los microorganismos, este agar inhibe el crecimiento bacteriano y favorece al crecimiento
de hongos debido a que contiene un alto contenido de glucosa la presencia de clorafenicol y

el pH 4cido. Se puede complementar con otros agentes de crecimiento selectivo® .

Pruebas Inmunologicas

Deteccion de Anticuerpos: Mediante las pruebas de ELISA del inglés (Enzyme Inmuno
Sorbent Asssay) que esta basado en una técnica inmunoenzimatica, es capaz de detectar a
tiempo oportuno, el antigeno manano circulante en el suero de los pacientes para el

diagndstico de candidiasis®.

Métodos moleculares

Las técnicas moleculares utilizadas con mayor frecuencia en la identificacion de hongos son:
la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE; del inglés, Multilocus Enzyme
Electrophoresis ), el uso de sondas de hibridacién marcadas para la identificacion de un
fragmento especifico de ADN (hibridacion Southern o Southern blot), el anélisis de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP); del inglés, Restriction Fragment Length
Polymorphism y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain
Reaction) y las modificaciones para la amplificacién de diferentes fragmentos de ADN

especificos®.

Tratamiento de candidiasis

El tratamiento se basa en el diagnostico precoz y preciso de la infeccion, la correccion del
factor predisponente o enfermedad de base, la determinacion del tipo de infeccion por

Candida y el uso de los antifingicos adecuados. El cotrimoxazol, el miconazol, el
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ketoconazol, el sertoconazol, la terbinafina o la naftalina se pueden usar por via topica. El

tratamiento sistémico mas utilizado es el itraconazol o el fluconazol®’.

Fluconazol

Agente antiflngico perteneciente a la clase de los azoles, especificamente los triazoles. Su
mecanismo de accion reduce la concentracion de ergosterol, que es esencial para la
integridad de la membrana plasmatica de las células fungicas. Actda inhibiendo los hongos,
su ambito de accién incluye: Candida albicans y otras especies de Candida excepto C.
krusei, C. ciferri, C. norvengensis y C. inconspicua. También es activo frente a Cryptococcus
sp., Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, dermatofitos y Malassezia

furfurse.

Esta disponible en forma intravenosa y oral. Se absorbe bien por via oral. Tiene una vida
media bioldgica de 18 horas en nifios y tiene poca unidn a proteinas. Su distribucion es
satisfactoria incluso para el sistema nervioso central en ausencia de una meninge inflamada,

es metabolizada en el higado y se excreta a través de los rifiones®.

Resistencia

La resistencia se puede conceptuar de dos maneras diferentes que son la microbioldgica y
clinica en el caso del concepto microbioldgico de resistencia sugiere que una cepa es
resistente si su CMI es superior al rango normal para esa especie. Por el contrario, de acuerdo
con el concepto clinico, cuando un hongo continda causando enfermedad en un paciente,
desarrolla resistencia a los agentes antifngicos, aunque la concentracion de farmacos
antifingicos sea mas alta en el sitio de la infeccion. Esto se debe a que, la respuesta
inmunitaria del paciente se ve gravemente comprometida si este es el caso, el sistema

inmunoldgico no podra eliminar el patdgeno, sin importar cuantos medicamentos se tome®°.

La resistencia clinica depende de los siguientes factores:
e Respuesta inmune del huésped
e Penetracion de drogas.
e Presencia de focos de infeccidon permanentes.

Tipos de resistencia microbiana:

e Resistencia intrinseca a los medicamentos: Ningin miembro de la especie es

susceptible al medicamento. Por ejemplo: Candida krusei y fluconazol.
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e Resistencia primaria: debido a mutaciones aleatorias, las cepas que pertenecen a
especies que normalmente son susceptibles a los agentes antifungicos tienen
resistencia natural sin estar expuestas al compuesto. Ejemplos: Candida albicans y
5-fluorocitosina.

e Resistencia secundaria: mas interesante desde el punto de vista clinico, se da en
una cepa previamente susceptible que adquiere resistencia al compuesto tras la
exposicion al hongo. Por ejemplo: Candida albicans y 5-fluorocitosina y

fluconazol®.

Resistencia a los antibidticos

e Esunaamenaza para la salud mundial y la seguridad alimentaria.

e Afecta a todos, independientemente de la edad o el pais de residencia.

e Esun fendmeno natural, aunque el abuso de estos farmacos en humanos y animales
acelera el proceso.

e Las infecciones como la salmonelosis, neumonia, tuberculosis y gonorrea son mas
dificiles de tratar debido a que los antibi6ticos pierden su eficacia.

e Prolonga la estancia hospitalaria, aumenta los costos médicos y aumenta la

mortalidad.

Los antibioticos son medicamentos que se utilizan para prevenir y tratar infecciones
bacterianas, esta ocurre cuando las bacterias mutan al tomar estos medicamentos. La
resistencia a los antibidticos la desarrollan las bacterias, no los humanos ni los animales,
estas bacterias resistentes a los medicamentos pueden causar infecciones en humanos y
animales. La resistencia a los antibidticos aumenta y por ello es urgente cambiar el

procedimiento de prescripcion y uso de antibioticos®.

Incluso si se desarrollan nuevos medicamentos, la resistencia a los antibioticos seguira
siendo una grave amenaza si no se modifica el comportamiento actual. Los cambios de
comportamiento también deben incluir medidas destinadas a reducir la propagacion de
infecciones mediante la vacunacion, el lavado de manos, el sexo seguro y una buena higiene

alimentaria®.
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Trichosporon sp.

Es una levadura ubicua que se encuentra cominmente en sustratos ambientales y madera en
descomposicion. Forman parte del microbiota comensal del intestino humano y colonizan
temporalmente la piel y las vias respiratorias. Trichosporon sp. se clasifica tradicionalmente
en funcién de caracteristicas morfologicas, ecoldgicas y fisiologicas, pero con resultados
contradictorios, los estudios filogenéticos basados en herramientas de biologia molecular
llevaron a la reclasificacion de la especie. Se han descrito mas de 36 especies, las especies
clasicamente aisladas en procesos patoldgicos son T. mucoides, T. cutaneum, T. asahii, T.

asteroides, T. inkin y T. ovoides*.

En general, estas especies se asocian a infecciones superficiales benignas, especialmente
onicomicosis (T. cutaneum), Neumonitis por hipersensibilidad (T. asahii), y se ha asociado

con fracaso del tratamiento debido a la resistencia de algunas especies a anfotericina B,

Cryptococcus sp.

El género Cryptococcus sp. contiene alrededor de 100 especies, de las cuales solo C.
neoformans y C. gattii se consideran patogeno para los humanos, aunque existen en la
literatura otras especies patdgenas esporadicamente (C. albidus, C. uniguttulatus, C.
humicola, C. curvatus, C. luteolu y C. laurentii,). Cryptococcus sp. puede afectar cualquier
area anatémica, pero tiene predileccion por el sistema nervioso central. La infeccidn cutanea
puede ser primaria por inculcacion directa del hongo en la piel o secundaria por diseminacion
hematdgena desde otras regiones anatdmica, las manifestaciones cutaneas son muy diversas

y existen algunas caracteristicas que distinguen las formas primarias®2.

C. neoformans se divide en tres serotipos (A, D, AD) mientras que C. gattii tiene los
serotipos B y C ademas hibridos de C. Estos patdgenos provocan criptococosis que es una
infeccion fungica mundial que afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos,
actualmente su incidencia ha disminuido gracias al tratamiento antirretroviral de gran
actividad (TARGA), sin embargo, la incidencia y aun es alta en regiones sin acceso a
TARGA®,

Rhodotorula sp.

Es un hongo levaduriforme pertenece a la familia Basidiomycota. Se considera como un

contaminante comun en los laboratorios que puede causar infecciones sistémicas,
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pulmonares, renales y del sistema nervioso central; se ha asociado con catéteres intravenosos
0 administracion intravenosa de soluciones contaminadas, valvulas protésicas o dialisis
peritoneal. Rhodotorula mucilaginosa esta ampliamente distribuido y se aisla de la

naturaleza la piel y las membranas mucosas en humanos y animales*.

En cuanto a su morfologia macroscopica podemos encontrar colonias de rapido crecimiento
(maduracion a los 4 dias), de 2 a 3 cm de diametro, de color rosa coral, aunque pueden
tornarse rojas o anaranjadas; aspecto suave, liso, himedo, a veces viscoso, Segun su
morfologia microscopica sus blastoconidios miden de 2-4 um de didmetro, ovoides o
ligeramente alargadas, solitarias, de base estrecha, y s6lo en casos excepcionales se forman

pseudohifas*.
Pruebas de sensibilidad

La prueba de sensibilidad o antibiograma determina la sensibilidad de los microorganismos
a los agentes antimicrobianos al exponer una concentracion estandar de bacterias a estos
agentes. Se pueden realizar pruebas de susceptibilidad para bacterias, virus o hongos. Para
algunos microorganismos, los resultados obtenidos con un farmaco pueden predecir los
resultados obtenidos con farmacos similares. Por lo tanto, no es necesario probar todos los

medicamentos potencialmente Utiles®.

Las pruebas de susceptibilidad se realizan in vitro e ignoran muchos factores que afectan al
farmaco in vivo (farmacodindmica y cinética, concentracion del farmaco en el sitio de
exposicion, estado inmunitario del huésped, defensas especificas del sitio) y factores que
afectan el éxito. Por lo tanto, las pruebas de susceptibilidad a los medicamentos no
necesariamente predicen el resultado del tratamiento. Pueden ser métodos cualitativos,
semicuantitativos o basados en &cidos nucleicos. Las pruebas también pueden determinar el

efecto de combinar diferentes antimicrobianos (prueba de sinergia)®.
Para efectuar las pruebas de sensibilidad, se cuenta con los siguientes métodos.

e Difusion en agar (Técnica de Bauer & Kirby)
e Dilucién en agar
e Macrodilucién o Microdilucion en caldo

e Prueba de Epsilon (prueba E)
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e Métodos automatizados

e Pruebas especiales
Difusién en agar (Técnica de Kirby &Bauer)

El método de difusion en agar es cualitativo y los resultados solo pueden mostrarse como
susceptibles, intermedios o resistentes y pueden analizarse especificamente contra bacterias
de crecimiento rapido como los estafilococos o miembros de la familia Enterobacteriaceae.
En esta técnica, se lleva al indculo bacteriano a una concentracion de 1 estdndar de
McFarland y se esparce con un hisopo sobre la superficie de una placa de agar seco Mueller-
Hinton con un pH de 7,2 a 7,4 a temperatura ambiente cuando el medio se ha solidificado,

después se insertan los discos segln corresponda®.

A continuacion, la placa se incuba durante un maximo de 18 horas, excepto para los aislados
de Staphylococcus y Enterococcus sp, se recomiendan 24 horas, principalmente para detectar
mejor la resistencia a la oxacilina y la vancomicina. Se observa cada placa bajo luz indirecta
para medir cada halo de inhibicion usando un calibrador o, en ausencia de un marcador de
medicion, una regla con graduaciones adecuadas. El diametro alrededor de cada disco se
mide e interpreta de acuerdo con las pautas emitidas periédicamente por el NCCLS (Comité
Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico) e informa si el organismo es susceptible,

intermedio o resistente a los antibi6ticos probados®.

Cada antibiotico tiene su propio anillo inhibidor especifico, que depende del tamafio de la
molécula del antibidtico y de su polaridad; esto permite que los antibiéticos de molécula
pequefia como la penicilina migren mucho, por lo que su didmetro de halo sera muy grande
en el caso de cepas susceptibles. La vancomicina, que tiene una molécula muy grande y muy
hidrofoba, tendra un halo de inhibicion muy pequefio. Por lo tanto, no esta claro si una cepa
en particular es mas sensible a la penicilina que a la vancomicina porque la primera tiene un

halo de inhibicion mas grande®.
La técnica de difusion en agar tiene varias ventajas como:

e Esfacil de implementar y altamente reproducible.
e No se requiere equipo especial

e Sus resultados pueden ser facilmente interpretados.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA.
Tipo de la investigacion

e Segun el nivel

Descriptiva debido a que se recolecto informacién en diferentes bases de datos, relacionada
con la medicina tradicional y ancestral y las caracteristicas biolégicas antimicoéticas de la

especie vegetal Hedyosmum para el tratamiento de infecciones causadas por hongos.
e Segun el disefio
El disefio aplicado fue Cuasi experimental ya que se realizaron ensayos microbiol6gicos

utilizando aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia a diferentes concentraciones para

la determinacion del efecto antimicotico frente a hongos levaduriformes.

e Segun la secuencia temporal

Corte transversal la investigacion se ejecut6 con el anlisis del efecto antimicético del aceite
esencial extraido de las partes aéreas de Hedyosmum luteynii Todzia durante un tiempo

determinado que partié del periodo académico 2022-2S.
e Segun el enfoque

Mixto ya que se recolecto datos relacionados con la investigacion, con el analisis de datos
tanto cualitativos (observacién de la inhibicién mediante los halos de crecimiento) como

cuantitativos (medicion de los halos de inhibicion).
Material bioldgico

e Muestra vegetal

Partes aéreas del arbol de Hedyosmun luteynii Todzia que fueron recolectadas de forma
manual entre julio y agosto de 2022, en el bosque Jacardn, que se encuentra ubicado en la
provincia de Chimborazo, parroquia Juan de Velasco, perteneciente al canton Colta, Ecuador
en las siguientes coordenadas 1°55'16.36158333"S, 78°53'14.99493303"W.

e Hongos levaduriformes

Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, Cryptococcus

sp., Trichosporon sp. y Rhodotorula sp. que fueron facilitadas por la carrera de
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Bioguimica y Farmacia de la Universidad Catolica de Cuenca y fueron mantenidas en
el laboratorio de microbiologia de la Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad

Nacional de Chimborazo .

Variables de estudio

e Variable Independiente: Concentraciones del Aceite Esencial de Hedyosmum

Luteynii Todzia.

e Variable Dependiente: Actividad antimicética del aceite esencial en cepas de

hongos levaduriformes.

Meétodos de estudio

El método utilizado en esta investigacion fue el método empirico ya que incluyo la
observacion, medicién y la experimentacién ya en la aplicacion de la investigacion se aplico
debido a que se utilizo el aceite esencial extraido de las partes aéreas de Hedyosmum luteynii
Todzia para la experimentacion del mismo a diferentes concentraciones para la observacion

del efecto antimicético.

e Procesamiento de datos
Se elabord una base datos en Excel donde se calcul6 media y desviacion estandar.

e Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion fue aprobado por el Ministerio de Ambiente bajo el codigo
MAAE-ARSFC-2021-1378.

o Técnicas y procedimientos

En el caso de la investigacion la técnica que se utilizo es la observacion directa, en cuanto a
los procedimientos se requirio la recoleccion de la materia prima en este caso fueron hojas,
ramas, flores de Hedyosmum luteynii Todzia de alli se parti6 a la extraccién y aislamiento
del aceite esencial por el método de hidrodestilacion, una vez obtenido el aceite se
prepararon la solucion madre y las diluciones del aceite esencial. Por otra parte, se realizé el
pre inoculo de las cepas de las especies que se estudiaron como también la preparacion de
Agar Muller Hinton Suplementado, siembra, impregnacién de discos con las
concentraciones del Aceite esencial preparado, pre incubacion, incubacion de placas, lectura

e interpretacion de los resultados.
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Extraccion del aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia.

Se recogio Hedyosmum luteynii Todzia de manera manual en el bosque Jacarén del
canton Colta en la provincia de Chimborazo.

Se realiz0 la extraccion a partir de las partes aéreas de Hedyosmum luteynii Todzia
es decir de su tallo, hojas y flores frescas.

Se peso 2000 g de las partes aéreas de la planta.

Se procedio a realizar la extraccion del aceite mediante el método de hidrodestilacion
utilizando la trampa de Clevenger por un lapso de 4-5 horas a una temperatura de 50-
60 °C.

El aceite obtenido fue guardado en refrigeracién a 4 °C hasta su analisis.

Aceite esencial puro y diluciones

Se peso 1 g de aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia y se coloc6 en un tubo

Eppendorf estéril de esta solucion inicial concentrada se realizaron 8 diluciones seriadas para

ello se colocaron 7 tubos Eppendorf estériles con 500 pl de Dimetilsulféxido (DMSO) cada

uno y fueron etiquetados respectivamente, las concentraciones obtenidas son: 1, 0,5; 0,25;
0,125; 0,062; 0,031; 0,015y 0,007 g/mL.

Preparacion Agar sabouraud

Se peso 65 g de Agar sabouraud y se colocd en un matraz Erlenmeyer con un
agitador, se adiciono 1000 mL de agua destilada (preparacion para 1L, se realizan
los célculos correspondientes si se requiere de menor cantidad de agar).

Se coloco la preparacion en la plancha de calentamiento y agitacion hasta que llegue
a su punto de ebullicion la preparacion en un tiempo estimado de 10 a 15 minutos.
Se coloco el matraz Erlenmeyer en la autoclave hasta que este se esterilice por
aproximadamente 1 hora.

Cuando la esterilizacion finalizo se dejo reposar la preparacion hasta que bajo la
temperatura para poder colocar en las cajas Petri.

Una vez solidificadas por completo estuvieron listas para su uso.
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Preparacion Agar Mueller Hinton Suplementado

e Se peso 38g de Agar Mueller Hinton y se colocd en un matraz Erlenmeyer con un
agitador, se adiciono 1000 mL de agua destilada (preparacion para 1L, se realizan
los calculos correspondientes si se requiere de menor cantidad de agar).

e La preparacion se coloco en la plancha de calentamiento y agitacion hasta que la
preparacion llego a su punto de ebullicidn esto sucedid en el tiempo estimado de 10
— 15 minutos

e Sedejo reposar la preparacion hasta que baje la temperatura considerablemente para
agregar 20g de glucosa y 100 uL de azul de metileno, y se homogenizo.

e Se coloco el matraz Erlenmeyer en la autoclave hasta que este se esterilizé por
aproximadamente 1 hora.

e Cuando la esterilizacion finalizo se dejo reposar la preparacion que baje la
temperatura para poder colocar en las cajas Petri.

e Cuando se solidifico por completo esté listo para el uso.

Replicacion de cepas, preparacion de Pre—inoculo.

e Se esterilizo el asa dentro de la cAmara de flujo laminar para ello se encendi6 el
mechero y se flameo el asa hasta que se vea el rojo vivo.

e De las cepas anteriormente replicadas y conservadas con un asa se recogié una
colonia de cada una de las especies de estudio.

e En las placas Petri que contiene agar Sabouraud se procedid a rotular el nombre de
la levadura y la fecha de realizacion del procedimiento.

e A continuacion, se procedio a sembrar por agotamiento o rastreo.

e Seincubo a 37°C durante 24 a 48horas transcurrido el tiempo las cepas estaran listas

para la realizacion del inoculo.

Preparacion del indculo

e Secoloco 6 mL de solucidn de salina en tubos de ensayo de tapa rosca.

e Se llevaron a la autoclave para su esterilizacion este proceso dura aproximadamente
1 hora hay que recalcar que los tubos no se deben tapar por completo para que se
esterilice el tubo con el contenido por completo.

e Se esterilizo el asa al mechero flameandola hasta que se vea el color rojo vivo para

asegurar la esterilizar.
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e Tomando el asa esterilizada una colonia para colocarla en el tubo de ensayo y se
homogenizo hasta llegar a una turbidez McFarland 1 correspondiente a 3x108
UFC/mL.

e Se flameo el cuello del tubo de ensayo tapa rosca y sellarlo.

Siembra e impregnacién de discos con las diferentes concentraciones del aceite esencial

por el método de difusion del disco (Kirby Bauer).

e Se introdujo el hisopo estéril en el inoculo para tomar la muestra.

e Se Rotularon las placas Petri que se vayan a utilizar segun la especie del hongo
levaduriforme y el nimero de discos que se vayan a utilizar.

e Se sembr6 en placas de Agar Miiller Hinton suplementado tratando de llevar el
hisopo de extremo a extremo sin dejar espacios.

e Con la ayuda de pinzas debidamente esterilizadas se colocaron los discos
impregnados en cada uno la concentracion del aceite que se desee utilizar para evitar

la union de los halos solo se coloco 2 hasta 4 discos por placa.

Pre- incubacion, Incubacion, Analisis de los resultados.

e Pre incubar las placas en refrigeracion 4°C durante media hora con la tapa de la caja
Petri hacia arriba.

e Se pasaron las placas a la incubadora con la tapa de las cajas hacia abajo y dejarlas
incubar a 37 °C por 24 horas.

e Transcurridas las 24 horas se realizo la primera lectura si se observan resultados con
ayuda de una regla se miden los didmetros de los halos de inhibicidn expresados en
milimetros (mm).

e Se determind las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) mediante el andlisis
de resultados tomando en cuenta a la menor concentracion a la cual el aceite presento
actividad antimicotica acorde a la medicion de los halos de inhibicidn que se presentd
para cada una de las especies de Candida y otras levaduras.

e Los resultados fueron tabulados en Excel para su analisis y reporte.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion del aceite esencial de Hedyosmum luteynii Todzia.

Se obtuvo 5 mL de aceite de Hedyosmum luteynii Todzia mediante el proceso de
hidrodestilacion (Trampa de Clevenger) a partir de la recoleccion de 2000 g de partes aéreas
de la planta, logrando un rendimiento de 0.25% (0.25 mL/100 g de hojas) que fue calculado
a partir del volumen del aceite y el peso de la materia vegetal utilizada para la extraccion. El
color del aceite esencial obtenido fue amarillo de olor agradable, se colocé en frasco de

vidrio oscuro se debe mantener a 4°C hasta su correspondiente analisis®®.
Discusion

Latorre K, en su estudio “Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmum sp.,
frente a cepas de levaduras de interés clinico” obtuvo aceite esencial a partir de 2000 g de
materia vegetal y logré un rendimiento de 0,09% que coincide con Collaguazo E,*" cabe
destacar que el rendimiento del esencial de Hedyosmum sp. es inferior al rendimiento de

Hedyosmun luteynii Todzia.

Tomando en cuenta que el método de hidrodestilacion fue utilizado para la extraccion de los
aceites esenciales en los 3 casos anteriores se observan resultados de rendimiento distintos.
Sin embargo, Zamora et al.*®en su estudio Composicion quimica del aceite esencial de hojas
de Hedyosmum translucidum Cuatrec, Chloranthaceae (Granizo) registra un rendimiento de
1, 2 % pero para la extraccion del aceite utilizo hidrodestilacion asistida por microondas,
este rendimiento supera los rendimientos anteriores por ello se puede mencionar que el
porcentaje rendimiento varia dependiendo de la cantidad de la materia vegetal, la presion y

la temperatura a la que esta expuesta.
Actividad Antimicoética del Aceite Esencial

La actividad antimicotica del aceite esencial frente a ocho especies de estudio tales como:
(C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, Rhodotorula,
Trichosporon sp. Cryptococcus sp.) fue evaluada mediante el método de difusion en disco

o Kirby Bauer y se veran plasmadas en las siguientes tablas.
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Tabla 2. Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmun Luteynii Todzia en la

especie Candida Albicans y Candida glabrata.

Método por difusion del disco de sensibilidad (Kirby-Bauer).

Aceite esencial Hedyosmum Luteynii Todzia.

Levaduras
Concentraciones del Candida albicans Candida glabrata
aceite g/mL Halos de inhibicién (mm)
Rl | R2 M DS R1 | R2 M DS
1 14 16 15 1 12 13 12,5 0,5
0,5 12 13 10,5 0,5 10 9 9,5 0,5
0,25 10 11 12,5 0.5 8 8 8 0
0,125 9 8 8,5 0,5 8 7 7,5 0,5
0,062 8 8 8 0 0 0 0 0
0,031 8 7 7,5 0,5 0 0 0 0
0,015 0 0 0 0 0 0 0 0
0,007 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0035 0 0 0 0 0 0 0 0
C.P Fluconazol 25 ug 25 | 23 24 1 33 30 31,5 1,5
C.N DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0

R1-2: Repeticiones; M: Media; DS: Desviacién estandar; C.P: Control positivo; C.N: Control negativo.

En la tabla 2 se observan los resultados obtenidos de la actividad antimicética a partir del
aceite esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia frente a la especie Candida Albicans y
Candida tropicalis expresados segln su concentracion (g/mL) donde se obtuvieron halos de
inhibicion de diferentes tamafios como son: 15; 10,5; 12,5; 8,5; 8; 7,5 mm de diametro para
Candida albicans y 12,5; 9,5; 8; 7,5 para Candida glabrata. Se puede observar que se
realizaron los ensayos por duplicado por lo cual se obtuvo la media de estos resultados y su

desviacion estandar.
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Con los resultados expresados en la tabla se puede manifestar que existe actividad
antimicatica del aceite puro de Hedyosmum Luteynii Todzia y de acuerdo a la disminucion
de su concentracion disminuye la actividad antimicotica sobre la especie de estudio. Las
concentraciones mas bajas a la que se pudo observar actividad antimicotica fueron de
0,031g/mL para Candida albicans y 0,125 g/mL para Candida glabrata sin embargo

presentaron halos de un mismo tamafio 7,5 mm.

Como control positivo se ha utilizado Fluconazol ya que se prescribe medicamente para
combuatir infecciones causadas por esta levadura. A concentraciones de 25 pg de Fluconazol
mostré halos de inhibicion de una media de (24 -31,5mm). Ademaés, se utilizd
dimetilsulfoxido (DMSO) como control negativo donde no se observan halos es decir se
comprueba que no existe actividad frente a las especies de estudio por ello que se puede

seguir utilizando como disolvente para el aceite puro.
Discusion

Como lo manifiesta Panizo et al.° Candida albicans es una levadura comensal que reside
en las membranas mucosas de las cavidades oral, vaginal y en el tracto gastrointestinal
humano. Es inofensiva en huéspedes sanos, pero aumenta patogenicidad en huéspedes
inmunocomprometidos. Ademas, Lobaina et al.* considera que las infecciones causadas
especialmente por las especies del género Candida tienen la prevalencia mas alta, y que de
ellas Candida albicans suele ser la mas comun, las infecciones estdn aumentando en la
poblacidn, la creciente incidencia y gravedad de las enfermedades flngicas es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en la actualidad.

Sanchez et al.* refiere que Candida albicans es la causa del 75% al 90% de las infecciones
por hongos y que el 75% de las mujeres experimentaran una infeccion clinica en algun
momento de su vida para ello uno de los factores que contribuyen al desarrollo de la
infeccion es el clima. Mientras que Gonzalez et al.>! describe a C. glabrata como un
patdgeno causante de infecciones que en los Ultimos 30 afios ha aumentado su incidencia, es
la levadura responsable de al menos el 15 % de los casos candidiasis vaginal ademas que se
ubica con frecuencia en la cavidad oral y vaginal de personas sanas como en personal

sanitario.

Pineda et al.* cree que es posible que la alta prevalencia de C. glabrata esté relacionada con

pacientes que han recibido multiples tratamientos con antifingicos y antibidticos prescritos
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por diferentes médicos 0 a su vez se han automedicado por lo que los microorganismos

adquieren resistencia y provocar infecciones repetidas.

Estudios realizados por Latorre K,* evaluaron la actividad de aceite esencial de Hedyosmum
sp. frente a varias especies, entre ellas Candida albicans y Candida glabrata. Donde se pudo
observar para Candida albicas resultados que no favorecen a la actividad antimicoética
debido a que no existio actividad tanto en el aceite puro como en las diluciones de mayor y
menor concentracién mientras que a una concentracion media se observa actividad es el caso
de 1g/mL (10.7 mm) y 0,5g/mL (9.2 mm).

Latorre K, 6 menciona que en este caso se podria explicar como un problema de difusion
tanto en el aceite puro como en las altas concentraciones del aceite en el medio Mller Hinton
que no permitieron difundir sus componentes 0 a su vez podria ser por un antagonismo entre
los componentes mientras que para Candida glabrata, no se evidencio resultados es decir no

existe actividad antimicética tanto en el aceite puro como en las diluciones.

Existen ademas otros estudios realizados por Alarcon et al.> de la actividad antimicética de
aceite Esencial Hedyosmum cutrecazanum Occhioni frente a especies de estudio dentro de
ellas Candida albicans donde se observaron resultados que presentan actividad frente al
aceite puro y varias concentraciones como son 1 g/mL (20,67 mm) ademas 0,5 g/mL (13,33
mm) y 0,25 g/mL (10,67 mm) siendo esta ultima su concentracién minima inhibitoria , estos
resultados ponen en manifiesto la actividad del aceite de Hedyosmum cutrecazanum

Occhioni, conforme se disminuye su concentracién se disminuye su actividad antimicotica.

Con lo mencionado se puede concluir que el aceite de Hedyosmun luteynii Todzia presenta
una mayor actividad frente a Candida albicans y que su actividad es superior a las
actividades que presentan el aceite esencial de Hedyosmum sp. asi como también de
Hedyosmum cutrecazanum Occhioni frente a Candida albicans. Por otra parte, se sigue
exaltando que el aceite esencial de Hedyosmun luteynii Todzia debido a que presenta una
gran actividad frente a Candida glabrata a comparacion del aceite esencial de Hedyosmun
sp. que no presento actividad antimicética tanto con el aceite puro como en sus distintas

concentraciones inferiores.

Por ello el aceite de Hedyosmun luteynii Todzia puede ser objeto de nuevo estudios debido
a que podria ser un componente de nuevos antimicoticos para el tratamiento de infecciones

causadas por levaduras.
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Tabla 3.Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmun Luteynii Todzia en la

especie Candida tropicalis y Candida parapsilosis.

Método por difusion del disco de sensibilidad (Kirby-Bauer).

Aceite esencial Hedyosmum Luteynii Todzia.

Levaduras
Concentraciones del Candida tropicalis Candida parapsilosis
aceite g/mL. Halos de inhibicién (mm)
R1 R2 M DS R1 | R2 M DS
1 25 26 25,5 0.5 12 13 | 125 | 0,5
0,5 20 18 19 1 9 8 85 | 05
0,25 15 14 14,5 0.5 8 8 8 0
0,125 11 12 11,5 0,5 8 7 7,5 0,5
0,062 10 9 9,5 0,5 0 0 0 0
0,031 8 7 7,5 0,5 0 0 0 0
0,015 0 0 0 0 0 0 0 0
0,007 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0035 0 0 0 0 0 0 0 0
C.P Fluconazol 25 ug 21 23 22 1 30 | 31| 305 | 05
C.N DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0

R1-2: Repeticiones; M: Media; DS: Desviacién estandar; C.P: Control positivo; C.N: Control negativo.

Como se puede observar en la tabla 3 se expresan los resultados de la actividad antimicética
del aceite esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia frente a Candida tropicalis y Candida
parapsilosis donde se evidencia actividad antimicotica frente a estas 2 especies Por un lado
encontramos a Candida tropicalis que presenta actividad tanto en el aceite puro como en sus
concentraciones menores hasta 0,031 g/mL siendo ademés su CMI (25,5; 19; 14,5; 11,5; 9,5;

7,5 mm) halos de inhibicion expresados segun su concentracion. Mientras que para Candida
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parapsilosis se observa actividad antimicética en el aceite puro y en sus concentraciones
menores hasta 0,125 g/mL siendo esta su CMI (12,5; 8,5; 8; 7,5 mm).

Cabe recalcar que los ensayos se han realizado por duplicado y de aquellos resultados se
obtiene la media y su desviacion estandar correspondiente, con estos resultados se manifiesta
que existe actividad antimicoética del aceite puro de Hedyosmum Luteynii Todzia y que de
acuerdo a la disminucién de su concentracion disminuye la actividad antimicoética sobre la
especie de estudio. Como en los ensayos anteriores se utilizd Fluconazol de 25 pg para el
control positivo ya que es el antimicotico de eleccion para el tratamiento infecciones
causadas por varias levaduras incluyendo Candida tropicalis (22mm) y C. parapsilosis (30,5

mm) mostrando que las levaduras son sensibles a este antimicético.

De la misma manera se utiliz6 DMSO para el control negativo donde se observo que no
existe actividad antimicoética por lo que se puede seguir utilizando como diluyente para el
aceite puro.

Discusion

Segun Santos et al.>* la incidencia de Candida tropicalis ha aumentado significativamente
en la actualidad , que almenos el 20 % de las infecciones nosocomiales son producidas por
C. albicans siendo esta levadura la més aislada seguida de Candida tropicalis, debido a la
estancia de los pacientes en unidades hospitalarias ya que los pacientes que presentan
infecciones causadas por C. tropicalis permanecieron mas tiempo en la unidad de cuidados
intensivos que los infectados por Candida albicans y concluyd con que los pacientes
inmunocomprometidos y en cuidados intensivos infectados con C. tropicalis tenian una
mortalidad mas temprana y estancias hospitalarias mas prolongadas que los pacientes

infectados con otras especies de Candida (51 dias frente a 23 dias).

Trevifo et al.*? considera a C. parapsilosis como un patégeno emergente que ha aumentado
su diseminacién en los ultimos afios sobre todo en América Latina debido a que forma parte
de la flora comensal humana normal y se aisla en la piel y las ufias de las enfermeras
incluyendo a otros profesionales de la salud. Ademas, se aisla en dispositivos médicos como

catéteres intravasculares, sondas de alimentacion parenteral y otros dispositivos protésicos.

Como lo menciona Roig T,> la poblacion que presenta el mayor riesgo de contraer una

infeccién nosocomial por C. parapsilosis se da en neonatos prematuros de bajo peso que
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concuerda con Trevifio. La colonizacion de la piel o el tracto gastrointestinal es a menudo el

primer paso en la patogénesis de la candidiasis diseminada.

Podemos encontrar ademas estudios realizados por Latorre K,* evaluaron la actividad de
aceite esencial de Hedyosmum sp. frente a varias especies, una entre ellas Candida tropicalis
y Candida parapsilosis, para la primera especie se observan resultados de la actividad
antimicatica tanto en el aceite puro 15mm siendo este uno de los halos de mayor inhibicion
dentro de este estudio, ademas se observa actividad antimicdtica a las siguientes
concentraciones (1; 0,5; 0,25) siendo la concentracion 1 la ideal debido a que su halo de 17
mm ha sido el de mayor tamafio en todo el estudio demostrando asi sensibilidad por parte de

la levadura al aceite de Hedyosmum sp.

Frente a Candida parapsilosis, se obtuvieron resultados favorables con el aceite puro ya que
presento actividad antimicotica ademas presento actividad antimicoticaen 1; 0,5; 0,25 g/mL
donde se observan halos de inhibicién que demuestran actividad siendo 0,25 g/mL su

concentracion minima inhibitoria con un halo de (10mm).

Otros estudios realizados por Alarcon et al.>® que buscan actividad antimicética de aceite
Esencial Hedyosmum cutrecazanum Occhioni frente a especies de estudio dentro de ellas
Candida tropicalis y Candida parapsilosis donde se observa actividad antimicética frente al
aceite puro y varias concentraciones para la primera especie se observan actividad frente a 1
g/mL (13,33 mm) ademas 0,5 g/mL (10,66 mm) y 0,25 g/mL (8,66 mm) siendo esta ultima

su concentracion minima inhibitoria.

Mientras que para Candida parapsilosis sé observa actividad antimicotica frente al aceite
puro y a sus dos concentraciones inferiores como son 2 y 1,5 g/mL con halos de inhibicion
de (19; 17; 9), estos resultados ponen en manifiesto la actividad del aceite de Hedyosmum

cutrecazanum Occhioni, conforme se disminuye su concentracion se disminuye su actividad.

Con el anélisis de estos 3 estudios con diferentes aceites vegetales de Hedyosmum de
diferente especie (Hedyosmum sp.; Hedyosmum cutrecazanum Occhioni; Hedyosmum
luteynii Todzia) se puede concluir que el aceite de Hedyosmum luteynii Todzia presenta una
mayor actividad antimicética frente a Candida tropicalis y Candida parapsilosis por lo que
el aceite esencial puede ser objeto de nuevos estudios debido a que podria ser un componente
esencial para la formacion de nuevos antimicdticos para el tratamiento de infecciones

causadas principalmente por las levaduras de estudio.
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Tabla 4.Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia en la

especie Candida krusei y Rhodotorula.

Método por difusion del disco de sensibilidad (Kirby-Bauer).

Aceite esencial Hedyosmum Luteynii Todzia.

Levaduras
Concentraciones del Candida Krusei Rhodotorula
aceite g/mL. Halos de inhibicién (mm)
R1 R2 M DS R1 R2 M DS
1 20 21 | 205 | 05 30 28 29 1
0,5 16 17 | 16,5 | 05 27 25 26 1
0,25 15 13 14 1 22 20 21 1
0,125 12 11 | 115 | 05 15 13 14 1
0,062 10 9 95 | 05 13 15 14 1
0,031 8 7 75 | 05 6 7 6,5 0.5
0,015 0 0 0 0 0 0 0 0
0,007 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0035 0 0 0 0 0 0 0 0
C.P Clotrimazol 1% 30 30 30 0 25 25 25 0
C.N DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0

R1-2: Repeticiones; M: Media; DS: Desviacion estandar; C.P: Control positivo; C.N: Control negativo.

En la tabla 4 se observan los resultados obtenidos de la actividad antimicotica del aceite
esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia frente a Candida krusei y Rhodotorula sp. donde
se evidencia actividad antimicdtica tanto en el aceite puro como en sus diluciones de menor
concentracion hasta (0,031 g/mL) siendo esta ademas su concentracion minima inhibitoria.
Se pueden observar halos de inhibicion de diferentes tamafios como son: 20,5; 16,5; 14; 11,5;

9,5; 7,5 mm para Candida Krusei y 29; 26; 21; 14; 14; 6,5 mm de didmetro para Rhodotorula.
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Demostrando asi que existe actividad antimicoética tanto en el aceite puro como en sus

concentraciones ademas que conforme disminuye su concentracion disminuye su actividad.

Como control positivo se utiliz6 Fluconazol de 25 ug pero no se observo actividad
antimicética debido a que estas levaduras poseen resistencia intrinseca a fluconazol por ello
se ha cambiado de antimicdtico en este caso se utilizé clotrimazol al 1% obteniendo asi
resultados favorables donde se observo actividad obteniendo halos de 30 mm para Candida
krusei y 25 mm para Rhodotorula. Ademas, se utiliz6 dimetilsulféxido (DMSO) como
control negativo donde no se observan halos es decir se comprueba que no existe actividad

y que se puede seguir utilizando como disolvente para el aceite puro.
Discusion

Las infecciones producidas por C. krusei se caracterizan por su tasa alta de mortalidad (40-
58%). Al igual que C. albicans, C. krusei muestra termodimorfismo, produciendo
blastoconidias y pseudohifas cuando se incuba a temperaturas bajas (menores a 37°) y

produce hifas cuando crece a 37 °C Mora et al.*®

Como lo manifiesta Vasquez et al.>® C. krusei es un patdgeno oportunista que forma parte
de la flora humana que causa infecciones especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, y representa un problema de salud mundial debido a su alto indice
de riesgo de mortalidad, C. krusei es una causa de micosis invasiva que en la actualidad

presenta una incidencia creciente.

Segun Zurita S,°" en sus estudios revela que en América latina Candida krusei es
frecuentemente aislada en casos de candidemia y que la resistencia a fluconazol se da debido

a que esta levadura posee resistencia intrinseca.

Estudios previos realizados por Latorre K,* evaluaron la actividad de aceite esencial de
Hedyosmum sp. frente a varias especies, una de ella fue Candida Krusei, donde se evidencio
actividad antimicotica frente al aceite puro como a sus diluciones hasta 0,25 g/mL donde se
observan halos de (11; 9; 10; 12; 17; 20) mm de diametro donde se puede evidenciar que

aumenta la actividad a medida que se disminuye la concentracion del aceite.

En otros estudios realizados por Alarcéon et al.® sobre la actividad antimicética de aceite
Esencial Hedyosmum cutrecazanum Occhioni frente a Candida krusei se observa que existe

actividad antimicética tanto en el aceite puro como en sus dos siguientes concentraciones

48



donde se observan halos de (21,30; 18; 9,30) mm de didmetro tomando en cuenta que en este
ensayo su actividad directamente proporcional es decir mientras su concentracion baja los

halos de inhibicion disminuyen su tamafio.

Menciona Reyes et al.* que Rhodotorula sp. forma parte del microbiota comensal de la piel,
ufias y membranas mucosas ademas las podemos encontrar en la naturaleza y alimentos
como productos lacteos ademas pueden aislarse en orina y heces. Pertenecen a este género
las especies R. mucilaginosa, R. rubra, R. glutinis y R. minuta entre otras donde R.
mucilaginosa esta asociada a infecciones en humanos. Esté levadura se distinguen por la
produccion de pigmentos carotenoides, los cuales producen colonias con una coloracion
rosada o rojiza. Los pigmentos carotenoides son metabolitos secundarios que protegen a la
levadura contra el dafio foto-oxidativo debido a sus filtros de absorcion UV y sus

propiedades antioxidantes.

Con el anélisis de 3 estudios de diferentes con aceites vegetales de Hedyosmum de diferente
especie (Hedyosmum sp.; Hedyosmum cutrecazanum Occhioni; Hedyosmum luteynii
Todzia) se puede concluir que el aceite de Hedyosmum luteynii Todzia presenta una mayor
actividad antimicotica frente a Candida Krusei debido a que presenta actividad antimicotica
hasta 0,031 g/mL en cuanto a Rhodotorula sp. no se encuentran estudios que utilicen aceites

esenciales para analizar su actividad antimicotica.

Cabe recalcar que Rhodotorula sp. es una levadura roja oleaginosa que logra acumular
lipidos como B-caroteno como principales carotenoides , y se le atribuyen varias acciones
bioldgicas importantes como antioxidante, provitamina A y a su vez posee actividades
anticancerigenas e inmunomodulacion, ademas en cuanto a los ensayos realizados se
observd que Rhodotorula sp. presenta una gran actividad antimicotica frente al aceite
esencial y a la vez el aceite esencial evita la produccién de carotenoides (torularodina,
toruleno, y B-caroteno) que contribuyen a preservar la viabilidad del envejecimiento de las
células mediante la extincion de los radicales de oxigeno esto se ve expresado ya que las
colonias normalmente se ven de color naranja, pero con la accion del aceite esencial las
colonias pasan a ser de color crema. Por ello el aceite esencial de Hedyosmun luteynii Todzia
puede ser objeto de nuevos estudios para la formacion de nuevos antimicéticos de menor
costo debido a que estas las infecciones causadas por estas levaduras son resistentes a

fluconazol son tratadas con anfotericina B, pero tiene un costo elevado.
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Tabla 5. Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia frente

a la especie Trichosporon sp. y Cryptococcus sp.

Método por difusion del disco de sensibilidad (Kirby-Bauer).

Aceite esencial Hedyosmum Luteynii Todzia.

Levaduras
Concentraciones del Trichosporon sp. Cryptococcus sp.
aceite g/mL. Halos de inhibicién (mm)
R1 R2 | Media | DS | R1 | R2 | Media | DS
1 22 20 21 1 20 | 22 21 1
0,5 15 17 16 1 12 |11 | 115 0,5
0,25 12 10 11 1 8 8 8 0
0,125 9 10 9,5 0,5 9 9 9 0
0,062 8 8 8 0 8 8 0 0
0,031 8 7 7,5 0,5 6 8 7 1
0,015 0 0 0 0 0 0 0 0
0,007 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0035 0 0 0 0 0 0 0 0
C.P Fluconazol 25 ug 30 30 30 0 25 | 25 25 0
C. NDMSO 0 0 0 0 0 0 0 0

R1-2: Repeticiones; M: Media; DS: Desviacion estandar; C.P: Control positivo; C.N: Control negativo.

En latabla 5 se observan los resultados que se obtuvieron de la actividad antimicética a partir
del aceite esencial de Hedyosmum Luteynii Todzia frente a Trichosporon sp. y Cryptococcus
sp. donde se observa actividad antimicOtica tanto con el aceite puro como en sus
concentraciones inferiores hasta 0,031 (g/mL) donde se obtuvieron halos de inhibicion de
diferentes tamafios como son 21; 16; 11; 9,5; 8; 7,5 mm de diametro para Trichosporon sp.

y 21; 11,5; 8; 9; 8; 7 para Cryptococcus sp.
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Los ensayos se han realizado por duplicado por ello se ha obtenido la media de estos
resultados y su desviacion estandar correspondiente. Con los resultados expresados en la
tabla se puede manifestar que existe actividad antimicdtica del aceite puro de Hedyosmum
Luteynii Todzia y de acuerdo a la disminucion de su concentracion disminuye la actividad

antimicética sobre la especie de estudio en este caso.

Como control positivo se utiliza Fluconazol debido a que este antimicético ya se prescribe
medicamente para combatir infecciones causadas levaduras incluyendo a Trichosporon sp.
y Cryptococcus sp. en este caso. A concentraciones de 25 pg de Fluconazol mostré gran
sensibilidad por ellos se observaron halos de inhibicion de una media de 30 mm para
Trichosporon sp. y 25 mm para Cryptococcus sp. Ademas, como en los anteriores casos se
utilizé dimetilsulfoxido (DMSO) como control negativo y no se observaron halos de
inhibicion demostrando y a la vez comprobando asi que no produce actividad y por ello se

puede seguir utilizando como disolvente con el aceite puro de Hedyosmun Luteynii Todzia.
Discusion

Valladares et al.®® manifiesta que la tricosporonosis presenta una alta tasa de mortalidad a
pesar del tratamiento antimicotico en un 50-80%, esta es una infeccion provocada por
Trichosporon sp., esta levadura se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y
forma parte de la microbiota natural de piel, tracto respiratorio, gastrointestinal y vaginal
que aumentado su incidencia en las ultimas décadas y es causante de infecciones
superficiales, pero su importancia clinica es ain mayor debido a que particularmente es

capaz de causar infecciones invasivas a pacientes con inmunidad debilitada.

Menciona Garcia et al.>® que la tricosporonosis es dificil de tratar, algunas de las infecciones
sistémicas han sido tratadas con anfotencina B y han presentado muy poca actividad por otra
parte se recomienda el uso de triazoles como el fluconazol ya que presenta una mejor
actividad antimicética contra el patdgeno. Sin embargo, el voriconazol es el antimicoético de

eleccidn ya que presenta una gran eficacia en el tratamiento tricosporonosis.

Segun Hurtado et al.®% la criptococosis es una enfermedad causada por levaduras
encapsuladas que se adquiere por inhalacion de levaduras infectantes de Cryptococcus sp.
principalmente por C. neoformnas y en menor frecuencia por la C. gatti. Esta levadura tiene
una distribucion mundial, pero se encuentra cominmente en los excrementos de las aves

(palomas). Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad en el sistema nervioso central
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incluyen: dolor de cabeza, alteracion del estado mental, fiebre, nauseas, vomitos,

alteraciones visuales, paralisis del sexto par craneal y sintomas de irritacion meningea.

Vazquez et al.%! considera a la criptococosis como una de las causas mas comunes
meningitis, incluso mas comdn que Streptococcus pneumoniae o Neisseria meningitidis. La
criptococosis se consideraba como una infeccion poco frecuente antes de la pandemia de
VIH/SIDA, pero en la década de los 70 esta micosis ya era mas reconocida por estar asociada
con pacientes con condiciones o tratamientos de inmunosupresién, neoplasias, trasplante de

organos. Los principales tratamientos son la anfotericina B, la flucitosina y el fluconazol.

Con esta informacion podemos concluir con que tanto Trichosporon sp. como Cryptococcus
sp. son causantes de infecciones superficiales invasivas que afecta principalmente a
pacientes inmunodeprimidos en cuanto a su tratamiento se utiliza anfotericina B pero es
recomendable utilizar triazoles como el fluconazol que demuestra gran actividad ademas que
para su tratamiento podemos utilizar el aceite esencial de Hedyosmun Luteynii Todzia debido
a que presento una gran actividad tanto en el aceite puro como en sus concentraciones esto
demuestra que podria ser fuente de nuevos estudios para la elaboracion de nuevos farmacos

que puedan combatir ante la resistencia antifungica que se esta presentando en la actualidad.
Concentracién minima inhibitoria

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Levaduras CMI

C. glabrata
0,125 g/mL
C. parapsilosis

C. albicans

C. tropicalis
C. krusei 0,031 g/mL
Trichosporon sp.

Rhodotorula
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En la Tabla 6, se muestran las CMI alcanzadas con el aceite esencial de Hedyosmum luteynii
Todzia, frente a 8 levaduras entre ellas 5 especies de Candida. Siendo C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, Trichosporon sp., Rhodotorula sp. las levaduras mas susceptibles con
CMI de 0,031g/mL, seguidas de C. glabrata, C. parapsilosis con CMI de 0,125 g/mL.

Discusién

Estudios realizados por Latorre K. “¢ donde describe la actividad antimicética del aceite
esencial de Hedyosmum sp., frente a cuatro especies de Candida determino las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI), donde C. albicans presenta la CMI en 0,5
g/mL, mientras que C. krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis en 0,25 g/mL. Mientras que en
el estudio realizado por Alarcon et al.>® con el aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum
Occhioni, muestra las CMI alcanzadas frente a Candida albicans y Candida tropicalis
siendo estas las levaduras mas susceptibles con CMI de 0,25 g/mL, seguidas de Candida
krusei y Candida parasilopsis con CMI de 0,50 g/mL.

Con el analisis de estos estudios se puede concluir que las CMI presentadas son inferiores a
las concentraciones presentadas en este estudio es decir que el aceite esencial de Hedyosmun
luteynii Todzia presenta mayor susceptibilidad por las levaduras de estudio es decir sigue
presentada actividad antimicética a menor concentracion del aceite en este caso 0,031 g/mL.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La extraccion del aceite esencial de Hedyosmun luteynii Todzia se realizd mediante
el método de hidrodestilacion usando la trampa de Clevenger a partir de 2 000 g de
partes aéreas de la planta que fue recolectada en el bosque Jacarén se obtuvo 5 mL
de aceite esencial el mismo que presento un rendimiento de 0.25%.

Mediante el método por difusion de disco de sensibilidad (Kirby Bauer) se pudo
analizar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Hedyosmun luteynii Todzia
frente a 8 levaduras de estudio entre ellas 5 especies de Candida ( C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. Krusei) ademas se incluye Trichosporon
sp., Cryptococcus sp. y Rhodotorula sp. donde cada una de las especies presentan
diferente susceptibilidad frente al aceite esencial tanto con el aceite puro como en
sus diluciones, tomando en cuenta que las levaduras presentan una mayor
susceptibilidad al aceite esencial puro y conforme disminuye la concentracién del
aceite esencial disminuye la susceptibilidad y se expresa en el tamafio decreciente
de los halos .

La determinaciéon de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del aceite
esencial de Hedyosmum luteynii Todzia, frente a 8 levaduras de estudio ellas 5
especies de Candida ( C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
Krusei, Trichosporon sp., Cryptococcus sp., y Rhodotorula sp.) utilizando las
distintas concentraciones del aceite (1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 0.007,
0,0035 g/mL), indicaron que las levaduras mas susceptibles con CMI de 0,031g/mL,
son C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, Trichosporon sp., Rhodotorula sp. seguidas
de C. glabrata, C. parapsilosis con CMI de 0,125 g/mL, demostrando asi la actividad
antimicdtica del aceite esencial diluido frente a todas las levaduras de estudio.
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RECOMENDACIONES

La conservacion de los aceites esenciales extraidos de distintas partes de las especies
vegetales se debe realizar guardandolos en frascos ambar bien sellados y en
refrigeracion a 4°C para evitar la evaporacion de compuestos que podrian ser
bioactivos, ya que son mezclas volatiles. Es importante la correcta esterilizacién de
los materiales para su utilizacion y la manipulacién idonea de las cepas bacterianas
para evitar la contaminacion durante los ensayos, tanto con microorganismos del
medio ambiente como con aquellos que son comensales de nuestro cuerpo.

La motivacion a los estudiantes para que realicen investigaciones basicas en este
campo de estudio, en las que no solo se amplie la gama de estirpes bacterianas (que
incluya también cepas aisladas de pacientes resistentes o multirresistentes a
antibioticos), sino que también se realicen estudios con otras especies vegetales de
modo consciente (protegiendo los bosques), debido a que Ecuador cuenta con una
diversidad de plantas que atn no han sido estudiadas, que poseen un gran potencial
y de las que se podrian obtener principios activos para la creacion de nuevos
medicamentos.

La Universidad Nacional de Chimborazo podria brindar financiamiento o aporte
econdémico para llevar a cabo mas investigaciones de este tipo, logrando asi generar
nuevos productos que permitan llegar a la solucion de problemas relacionados con la
salud.

La concientizacion a la sociedad a través de redes sociales como Facebook, Twitter,
entre otras, realizando campaias y charlas informativas presenciales a los sitios o
grupos de personas que no tienen acceso a esta informacién sobre el uso adecuado

de los antibioticos para evitar la resistencia adquiridas.
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ANEXOS



Anexo 1.Materiales

A. Vasos de Precipitacion, Tubos de ensayo B. Matraz Erlenmeyer

Anexo 2. Equipos.

A. Cémara de flujo Laminar B. Autoclave

Anexo 3.Agares, solventes, entre otros.

A. Agar Miiller-Hinton AMH B. Agar Sabouraud Glucosa
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C. Azul de Metileno D. Glucosa E. DMSO (Dimetilsulféxido)

Anexo 4. Extraccién del aceite.
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A. Meétodo de Hidrodestilaciéon (Trampa de Clevenger)
Anexo 5.Diluciones del Aceite.
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A. Distintas concentraciones en tubos Eppendorf
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Anexo 6. Preparacion de Agar Mueller Hilton Suplementado.

C. Colocacion del agar en la autoclave D. colocacion del Agar en las placas Petri.

para su esterilizacion.

Anexo 7. Patron McFarland.

A. McFarland 1
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Anexo 8.Impregnacion de discos.

A. Impregnacion de discos con el aceite esencial

Anexo 9. Halos de Inhibicion.

B. Halo de inhibicién concentracién C. Halos de inhibicion concentracion 2
1 de C. glabrata de C. Krusei.
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D. Halo de inhibicion concentracién E. Halos de inhibicion concentracion 7, 8
1 de C. Tropicalis. de C. Krusei con resistencia a fluconazol

en el control positivo.

F. Halos de inhibicién de control positivo (clotrimazol) de Rhodotorula.
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Anexo 10. Hedyosmun luteynii Todzia.

UU3BS3

ECUADOR

CHLORANTHACEAE
Hedyosmum |u+e,mi Todza
Del €. Tedzia LTEX), ATl

IMBABURA: Otavalo Canton

Carretera entre Otavalo y San José de
Minas. Cerrro Blanco (loma con
antenas) . Bosque muy himedo Montano.

79°20'W 00°12'N 3200 m

Arbol de 5 m de altura. Tallitos
cuadrados. Hojas con haz brillante,
Olor agradable en el follaje. Nombre
comun: borracho

26 abril 1991
Walter Palacios & pavid Neill 7137
NACIONAL DEL ECUADOR (QCNE)

ERBARIO
| HESOURI BOTANICAL GARDEN HERBARIUM (MO)

A. Ramas con hojas disecadas de la planta Hedyosmun luteynii Todzia.
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Anexo 11.Autorizacién para la recoleccion de Hedyosmun luteynii Todzia.

-

Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicién Ecolégica

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 1378

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)

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

BIOLOGICA

2.- CODIGO
MAAE-ARSFC-2021-1378

3.- DURACION DEL PROYECTO
FECHA INICIO FECHA FIN

2021-06-25 2022-06-25

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Plantae

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

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

N° de . N° REGISTRO GRUPO

C.UPasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICO
RODRIGUEZ LLERENA . Ingeniero Forestal .

1600441842 MARCO VINICIO Ecuatoriana 1002-13-1230365 (8 afios) Magnoliopsida

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

Nombre del Proyecto: Composicion quimica evaluacion antioxidante y antimicrobiana de aceites
esenciales de especies del género Hedyosmun de los Andes del Ecuador.

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

Analizar la composicién quimica de aceites esenciales de especies del género Hedyosmum endémicas del Ecuador y determinar la

NV 1/5
> Gobierno | untos

“1 5 del Encuentro | lo logramos

Direccion: Calle Madr : 1 Cédigo postal:
Teléfono l ente.g
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Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicién Ecolégica

actividad antioxidante y antimicrobiana.

Obtener los aceites esenciales de las distintas especies vegetales de la planta Hedyosmum endémicas del Ecuador

gases acoplado a

masas

Determinar la composicion fitoquimica de los aceites esenciales de las distintas especies vegetales de Hedyosmun por cromatografia de

Determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana de los aceites esenciales de las distintas especies vegetales de la planta
Hedyosmum endémicas del Ecuador

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

ESPECIMENES:
PROVINCIAS SNAP BOSQUE PROTECTOR
CHIMBORAZO PARQUE NACIONAL SANGAY SUBCUENCA ALTA DEL RIO BLANCO

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

ESPECIE

TIPO MUESTRA N° MUESTRA | N°LOTE

Magnoliopsida

Chloranthales

Chloranthaceae

Hedyosmum

NA

Hojas 6

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

E! momento de la recoleccion condiciona notablemente |a calidad y la cantidad de principio activo de la especie
recolectada; es por esta razon que se debe tomar en cuenta los siguientes factores: Edad de la especie vegetal:
hay especies vegetales que tienen que ser recolectadas a una edad precisa para obtener mayor cantidad de

:eggEEECCION' principios activos. La época del afo: las estaciones y el clima influyen sobre la cantidad de principio activo pueda
g tener una planta. Parte de |a planta a recolectar: |as plantas pueden concentrar el principio activo en toda |a
planta o en partes de ella. Momento del dia: hay especies que deben ser recolectadas en distintos momentos del
dia para asegurar |a concentracion y calidad del principio activo.
FASEDE s ndrén refrigeradas hasta llegar al Laboratori lavado y pesado de las hoj
PRESERVACION: e mantendran refrigeradas hasta |legar a ratorio para su lavado y pesado de las hojas

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

METODOS
EMPLEADOS
ENEL
LABORATORIO:

Extraccion y aislamiento del aceite esencial hidrodestilacion mediante la utilizacion de la trampa de
Clevenger, durante 4-5 horas a una temperatura entre 60-70 °C. Determinacion de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Hedyosmum Se realizara utilizando el método de difusion en agar
(Kirby Bauer). Actividad Antioxidante Se realizaré por el Test de Actividad Secuestrante de Radicales
Libres (DPPH).

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Direccién: e Mac
Teléfono: 5 2

a Coédigo postal: 17052 Juito-E
b.e
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Grupo
p " Tipo de
Biologico a Descripcion
Racolectas Equipamiento
e, PAPEL ALUMINIO, FUNDAS ZIPLOC, TIJERAS, NAVAJA, ETIQUETAS, ROTULADORES, | Equipoen
IMNORORS CAJAS DE CARTON, LIBRETA DE CAMPO Campo
—— BOTAS DE CAUCHO, GUANTES DE TELA, CUADERNO Y LAPIZ, TIJERA MANUAL DE Material en
aanaliops PODA, PRENSA, CONDENSADOR, FRASCOS DE VIDRIO, SACO DE TELA. Campo

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Magnoliopsida Herbario Escuela superio Técnica del Chimborazo

14.- RESULTADOS ESPERADOS

Se realizara una revision bibliografica sistematica sobre la actividad antiviral y las plantas de uso
medicinal en los Andes Ecuatoriano - 2.-Obtener los aceites de las diferentes especies vegetales
de Hedyosmum, y determinar la composicion fitoquimica de cada uno de ellos .Realizar una base
de datos sobre la composicion fitoquimica de cada uno de los aceites esenciales de las diferentes
especies de Hedyosmun. 3.- Evaluar de la actividad antioxidante de los aceites esenciales de las
diferentes especies de Hedyosmun y de esa manera conocer si sus componentes quimicos
presentan esta actividad biologica. 4.-Determinar la actividad antibacteriana frente a bacterias
grampositivas y gramnegativas de interés clinico y calcular su concentracion minima inhibitoria,
que indicarian la presencia de compuestos quimicos secundarios con actividad biologica que
ejercen una accion especifica sobre las especies microbianas, produciendo |a inhibicién del
crecimiento. Este resultado podria tener una orientacion del uso de la planta, en donde se podria
elaborar formulas farmacéuticas o antisépticos industriales. 5.- Con los resultados obtenidos se
precedera analizarlos y realizar la redaccion de articulos cientificos, que seran publicados en
revistas indexadas de alto impacto.

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

METAS DESCRIPCION

Meta04.19.01Para el 2021, el
Ecuador implementa a agenda
nacional de investigaciones, con el
involucramiento de la academia,
sector publico, privado, pueblos y
nacionalidades.

De obtener resultados favorables en cuanto a la actividad antioxidante y/o antimicrobiana se
podria continuar con la investigacion aislando del aceite esencial él o los componentes
bioactivos, los cuales podrian utilizarse en |la elaboracion de formulas farmacéuticas o
industriales. Para garantizar |a sostenibilidad de! proyecto se dispone de: a) la capacidad técnica
y de gestion necesaria para mantener |as actividades o bienes generados por el proyecto

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES

1. Solicitud de: LUCENA DE USTARIZ MARIA EUGENIA
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2. Institucion Nacional Cientifica : UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2022/06/10
4. Valoracion técnica del proyecto: TELLO RAMOS FANNY ELIZABETH

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

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

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

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

OBLIGACIONES DEL/ LOS INVESTIGADORI/ES.

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

Con los siguientes anexos:

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

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

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

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

11. Depositar los holotipos en una institucion cientifica depositaria de material biologico.
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12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no mas de un
ano.

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

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

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13y 14 se
responsabiliza a LUCENA DE USTARIZ MARIA EUGENIA.

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN
2021-07-13
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