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RESUMEN

La medicina ancestral ha sido una ayuda desde la antigiiedad en la prevencién y tratamiento
de muchas enfermedades infecciosas. El valor curativo de las plantas medicinales procede
de principios activos, los cuales producen diferentes efectos bioldgicos. EI aumento de las
infecciones por hongos, unido a la resistencia que han empezado a tener a los agentes
antimicoticos, ha llevado a una constante busqueda de alternativas curativas, eficaces que
puedan evitar futuras infecciones. El objetivo de esta investigacion fue determinar la
actividad antimicética de los extractos hexanicos de Hedyosmum sp., frente a ciertas especies
de Candida. Para la obtencion del extracto se utilizaron hojas y ramas o tallos de Hedyosmum
sp, triturandolos y procesando mediante la técnica de maceracion con hexano, luego fueron
filtradas y sometidas a rotaevaporacién para concentrar la sustancia a estudiar. La
determinacion de la actividad antimicoética se realizdé mediante el método Kirby Bauer,
ensayando el extracto a distintas concentraciones desde 1.0 hasta 0.0077 g/mL partiendo de
la solucion concentrada, ademas se utilizaron controles positivos y negativos. La
interpretacion fue determinada mediante las zonas de inhibicion observadas y en la medicién
de los halos (mm). Todas las especies de Candida estudiadas presentaron sensibilidad a los
extractos hexanicos de Hedyosmun sp., siendo las mas sensibles la Candida tropicalis y
glabrata, en las hojas con una CMI de 0.031 g/mL, y en los tallos con una CMI de 0,125
g/mL. En conclusién el extracto hexanico ensayado de Hedyosmum sp., resulto tener

actividad antimicotica en todas las especies de estudio.

Palabras clave: Hedyosmum, Chloranthaceae, extracto hexanico, actividad antimicdtica,

prueba de susceptibilidad.



Abstract

Ancestral medicine has been an aid since ancient times in the prevention and treatment
of many infectious diseases. The curative value of medicinal plants comes from active
ingredients, which produce different biological effects. The increase in fungal
infections, together with the resistance they have begun to have antifungal, has led to a
constant search for curative alternatives, effective that can prevent future infections. The
objective of this investigation was to determine the antifungal activity of the hexane
extracts of Hedyosmum sp. against certain species of Candida. To obtain the extract,
leaves, and branches or stems of Hedyosmum sp. were used, crushing and processing
using the hexane maceration technique, then filtered and subjected to rot evaporation to
concentrate the substance to be studied. The antifungal activity was determined using
the Kirby Bauer method, testing the extract at different concentrations from 1.0 to
0.0077 g / mL starting from the concentrated solution, plus positive and negative
controls used. The interpretation determined by the inhibition zones observed and the
measurement of the halos (mm). All the Candida species studied presented sensitivity to
the hexane extracts of Hedyosmunsp, the most sensitive being Candida
tropicalis and glabrate, in the leaves with a MIC of 0.031 g/ mL, and the stems with an
MIC of 0.125 g / mL. In conclusion, the hexane extract tested from Hedyosmum sp.
proved to have antifungal activity in all the study species.

Keywords: Hedyosmum, Chloranthaceae, hexane extract, antifungal activity,

susceptibility test.

Language Center Teacher



INTRODUCCION

El valor medicinal de las plantas curativas procede de sustancias quimicas o principios
activos que se localizan en el tejido de la planta, los cuales producen diferentes efectos
bioldgicos. La mayoria de estos principios activos son sumamente complejos y desconocidos
en su totalidad. Sin embargo han podido ser aislados, sintetizados o limitados por la quimica
actual en la elaboracion de medicamentos. Dentro de dichos principios activos encontramos:
aceites esenciales o esencias, extractos, alcaloides, glucosidos, gomo o resinas y sustancias

antibidticas .

La medicina ancestral esta basada principalmente en productos naturales como es la sabia
de las hojas de muchas plantas con poderes medicinales y curativos, las cuales solas y en
conjunto con otros productos naturales, son usadas por las personas interesadas en encontrar
mejoria a sus dolencias ®. La medicina tradicional no solo es empleada para el diagndstico

clinico sino también para la prevencion y supresion de trastornos fisicos, mentales o sociales
©)]

Hoy en dia, una gran atencion se centra en las plantas medicinales, de determinar sus
fitoconstituyentes, con el objetivo de utilizarlos para la prevencién y el tratamiento de las
infecciones microbianas y no microbianas. Esto ha llevado a los paises desarrollados a la

extraccion y el desarrollo de varios farmacos y agentes quimioterapéuticos de las plantas ).

El uso inadecuado e indiscriminado de antibidticos en el control y prevencion de
enfermedades ha provocado la aparicion de nuevas formas clinicas, asi como localizaciones
no habituales y diseminacion de nuevos mecanismos de resistencia antimicrobianas, lo que
justifica los diferentes cambios en el perfil de sensibilidad y resistencia presentados por los

agentes etioldgicos de infecciones nosocomiales.

Esto conlleva a un problema que va cada vez en aumento y que plantea una grave amenaza
a la salud publica, involucrando nuevas especies bacterianas y flangicas consideradas
antiguamente como no patégenas pero que excepcionalmente producian enfermedad en

individuos inmunodeprimidos .

A pesar de los avances cientificos logrados en el presente siglo en lo referente a sustancias
medicinales de origen sintético, la busqueda de sustancias con actividad antimicrobiana en

fuentes no tradicionales como las plantas medicinales es importante ©.



La realizacion de este estudio es muy importante debido a que desde su origen, las personas
vieron a las plantas como una ayuda esencial en el campo de la salud y se sirvieron de ellas

para cuidarse y prevenirse de muchas enfermedades que parecian incurables o intratables ©.

En todo el mundo, la medicina tradicional es la principal estrategia de un servicio de salud
mas eficiente, evitando asi tratamientos largos y una sobredosis de medicina quimica que
llegan a afectar la salud de los pacientes ®. En el mundo se ha venido explorando y valorando

el uso de los productos naturales como fuente de nuevos y variados agentes antimicéticos ©.

En la resolucion de la Asamblea Mundial de la Salud sobre medicina tradicional, segun la
normativa (WHAG62.13) adoptada en el 2009, se ha solicitado a la Directora General de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que se actualicen las estrategias sobre la medicina
tradicional establecida para el periodo (2002-2005), sobre la base de los progresos que se
han dado en muchos paises y los nuevos problemas que se suscitan actualmente en el campo
de la medicina. Por lo tanto, la estrategia de la OMS sobre la medicina tradicional para el
periodo (2014-2023) se han modificado varios aspectos del reglamento anterior, sefialando
el rumbo de la medicina tradicional y complementaria (MTC), especialmente para la
préxima década, asi como también segun la normativa (WHA56.31), los estados miembros
han solicitado a la OMS que brinde apoyo técnico, con el fin de elaborar una metodologia
para vigilar o garantizar la calidad, eficacia y seguridad de los productos; preparar directrices

y promover el intercambio de informacion @,

En Ecuador hay cerca de 3.200 plantas con beneficios medicinales, pueden ser un
complemento al tratamiento. Un estudio de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (PUCE) (2018) revel¢ esta cifra y mostrd que casi todas son nativas, excepto un 20
% que han sido introducidas en el pais ®. Las plantas medicinales del Ecuador, al menos las
que se dan en Chimborazo, han traspasado fronteras, hasta que sus beneficios aparecieron
en la Revista africana de medicina tradicional, complementaria y alternativa (2017), luego

de un estudio que lideré Temple University, de Estados Unidos ©.

En Riobamba, un grupo de agricultores se han dedicado a la siembra de especies que sirven
para preparar remedios naturales. Las mujeres indigenas estan dedicadas a este tipo de
actividades en las que se incluyen las limpias; algunas de las plantas medicinales que se
cultivan en la parrogquia Cebadas, Canton Guamote, provincia de Chimborazo son la achira,

ajenjo, manzanilla, llantén @9,



En la actualidad, una de las preocupaciones de los paises de la subregion andina es conservar
este saber ancestral; por otra parte, intentar integrar la medicina tradicional en los sistemas
de salud més sofisticados y a su vez a los lugares mas reconditos del planeta con una

economia muy baja 9,

El aumento de las infecciones por hongos, unido a la resistencia que han empezado a tener
estos agentes a los antimicéticos, ha llevado a una constante blusqueda de alternativas
terapéuticas eficaces que puedan brindar mas y mejores opciones en las farmacopeas
actuales que protege a estos microorganismos de la lisis osmotica y de la accion de enzimas

liticas ©,

En los ultimos afios se han descubierto antimicoticos obtenidos de hongos cuyo blanco de

accion es la pared celular, estructura @,

En comparacion con la terapia antibacteriana, los tratamientos antifungicos son limitados en

cuanto a su eficacia y también son pocos los farmacos disponibles.

Por otra parte, a diferencia de las bacterias, cuya resistencia emerge rapidamente, los hongos

no se vuelven resistentes prontamente, debido a su largo tiempo de replicacion.

En la actualidad, la emergencia de resistencia antimicotica se debe principalmente al reciente
aumento de especies con resistencia natural y a la seleccion de cepas resistentes durante la
terapia antimicética. Sin embargo, con el uso crénico de tratamientos antiflngicos,
principalmente en pacientes inmunosuprimidos, se ha generado menor susceptibilidad y se

ha establecido cierta resistencia en ciertos hongos aislados 2,

Una vez descrita la situacion del problema de estudio en la presente investigacion se planted
la siguiente interrogante: ¢Tendrad actividad antimicética sobre el género Candida los

extractos hexanicos de Hedyosmum sp?



OBJETIVOS

General:

e Determinar la actividad antimicética de los extractos hexanicos de las hojas y ramas
de Hedyosmum sp., recolectadas en el Bosque Natural Jaracon, Chimborazo —

Ecuador 2019, frente a ciertas especies de Candida de interés clinico.

Especificos:

1. Obtener el extracto hexanico de las hojas y ramas de la planta Hedyosmum sp.,
mediante la técnica de maceracion con hexano para la realizacién de los ensayos de

la actividad antimicotica.

2. Analizar la actividad antimicética del extracto hexanico de Hedyosmum sp., frente a
las distintas especies de Candida, mediante el método de difusion en disco o Kirby

Bauer modificado.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hexanico de
Hedyosmum sp., frente a las cepas micéticas en estudio, a través de la determinacion
del efecto inhibitorio a diferentes concentraciones.



CAPITULO |

MARCO TEORICO O ESTADO DEL ARTE

PLANTAS MEDICINALES

En las Ultimas décadas el auge por las plantas medicinales ha incrementado notablemente no
solo en nuestro pais sino también a nivel mundial. Por este motivo, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) incentiva la obtencion de los medicamentos a partir de los recursos
naturales. Algunos laboratorios de Farmacologia se han abocado a la obtencion de

antimicrobianos a partir de recursos microbioldgicos y de plantas medicinales 2.

La medicina tradicional esta presente en todas las culturas del mundo. Se la define como el
conjunto de todos los conocimientos y practicas usadas en la prevencion, diagnéstico y
eliminacién de desequilibrios fisicos, mentales o sociales, y confiado exclusivamente en
experiencia practica, observacion y transmitido de generacion a generacion, en forma oral o
sexual. Las plantas han sido usadas como medicina alrededor del mundo por milenios:

fueron la medicina original en todas las culturas y en las civilizaciones mas grandes %),

De acuerdo con la OMS del afio 2008 una planta medicinal es definida como cualquier
especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de

nuevos antibioticos @3,

Estas plantas también tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna. Entre otras,
son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para la
fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus
principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas y tales

principios se pueden utilizar como indicadores en la blsqueda de nuevos medicamentos 2.
Criterios de eleccion de plantas medicinales de interés

Uno de los primeros criterios tomados en cuenta para la seleccion de especies es que dichas
especies estén presentes en la flora ecuatoriana, por ser autdctonas o naturalizadas, o por
haber sido puestas en cultivo en algin momento. Todo ello como forma de contar con una

fuente de material vegetal y en cantidad suficiente.



Ademas del aspecto de planta medicinal se ha hecho una seleccién de las especies que se
han considerado como mas representativas de las utilizadas como condimentarias y que estan
presentes en el mercado, dejando al margen las especies que se cultivan ampliamente como
plantas horticolas (ajo, cebolla, pimenton). Dichas especies también pueden tener usos

medicinales 4.
Principios activos y utilizaciones

Los principios activos son los compuestos que, de forma directa o indirecta, son responsables
de la accion terapéutica de las especies vegetales. A veces es dificil encuadrar determinados
productos en esta definicion, dada su complejidad; tal es el caso de aceites esenciales,
resinas, etc. En muchas especies no es facil indicar cuél es el principio activo, sobre todo en
aquellas en que interviene las mezclas complejas que constituyen aceites esenciales,
resinoides, etc.; de todas formas, como las distintas familias y grupos botanicos tienen cierto

parentesco fitoquimico.

En general, los principios activos son metabolitos secundarios del vegetal y no tienen un
papel esencial en los fendmenos vitales en las plantas. Sus estructuras quimicas son muy

diversas, pudiendo tratarse de compuestos bien definidos o de mezclas complejas @4,
EXTRACTOS NATURALES DE PLANTAS

Las plantas y subproductos agroalimentarios son una gran fuente de productos naturales
biol6gicamente activos. Muchos de los beneficios de las plantas y subproductos
agroalimentarios son conocidos y utilizados desde la antigiiedad como antimicrobiana,
insecticida, antioxidante, etc. Estos efectos son debidos a compuestos sintetizados por las
células de las plantas que no son estrictamente necesarios para el crecimiento o
reproduccion, pero cuya presencia ha sido demostrada genéticamente, fisiologicamente o
bioquimicamente. Las técnicas de extraccion permiten obtenerlos y concentrarlos para su

uso en diferentes aplicaciones (medicina, alimentacién, perfumeria, etc.).
Mecanismo de Accion:

 Inhibicién de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.
» Daro a la integridad de las membranas.

» Interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos esenciales.



Eficacia:

Depende de factores como el pH, capacidad amortiguadora, el tiempo y la temperatura de
almacenamiento, el microorganismo de interés (flora alterante y patdgena), y el tipo y

concentracion del antimicrobiano 9,
Extraccion

Para la elaboracion de medicamentos a base de material vegetal se debe tomar en cuenta que
existen diferentes métodos para extraer los principios activos contenidos en dicha planta, los
cuales necesitan de un liquido extractivo que va a depender del procedimiento técnico y de

la naturaleza quimica del principio activo (6,

CHLORANTHACEAE

Las familias mencionadas forman una pequefia familia compuesta por cuatro géneros. Esta
familia, considerada primitiva entre las angiospermas comparte la aparicion de células

secretoras en las hojas y los tallos como caracteristica comdn 17) (8) (19),

En la familia Chloranthaceae se incluye principalmente plantas aromaéticas agrupadas en
cuatro géneros: Chloranthus, Sarcandra, Ascarina y Hedyosmum. Esta familia esta
constituida por aproximadamente 75 especies cuyo ascendiente genético comun es una flor
fosilizada similar a Hedyosmun que proviene del cretaceo temprano y que fue encontrada en

Barremian-Aptian (Portugal) (") (18 (19),

Algunos géneros (especialmente de Chloranthus y Hedyosmum) se usan como plantas
ornamentales, cosméticos o medicinales y para fines alimenticios, como bebidas, infusiones

de las hojas consumidas en forma de té o sustitutos del café (") (18) (19)
HEDYOSMUM

Es el gener6 mas abundante presentandose solo en América central y meridional
comprendiendo 40 especies de arboles, arbustos y hierbas. En el Ecuador se encuentran
aproximadamente 12 de las 40 especies del genero Hedyosmum: H. anisodorum, H.
cuatrecazanum, H. cumbalense, H. goudotianum, H. luteynii, H. purpurascens, H.

racemosum, H. scabrum, H. spectabile, H. sprucei, H. strigosum, H. translucidum ¢7) (18) (19,
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Hedyosmum racemosum
Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyza
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales
Familia: Chloranthaceae
R. Br. ex Lindl., 1821
Género: Hedyosmum
Sw., 1788S
Especies
44 especies

Figura 1: Hedyosmum racemosum
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Hedyosmum

HONGOS
Caracteristicas generales

Los hongos observados en el Laboratorio clinico por lo general se pueden separar en 2
grupos sobre la base del aspecto de las colonias formadas. Los hongos son microrganismos

eucariotas, heterétrofos y de vida saprofita o parasitaria ?%.

Las levaduras producen colonias himedas, cremosas, opacas 0 pastosas en los medios de
cultivo, mientras que los hongos filamentosos producen colonias vellosas, algodonosas,
lanosas o pulverulentas. Las diversas especies patdgenas de hongos que exhiben tanto una
forma de levadura (o levaduriformes) como una forma filamentosa se denominan hongos

dimorfos 9,



Estructura

Los hongos pertenecen al reino Fungi, separado de los géneros Monera (bacterias, entre
otros), Protistas (elementos eucariotas como, por ejemplo, los protozoos), Plantae y

Animalia. Son células eucariotas que presentan su estructura de adentro hacia afuera:

* Nucleo, mitocondrias, ADN bacteriano.
« Membrana celular con bicapa lipidica, rica en ergosterol.
» Pared celular, con funciones eminentemente estructurales.

» Destaca la presencia, entre otras moléculas, de beta-D-glucano, manano y celulosa
1)

MICOSIS HUMANA
Existen mas de 50 000 especies de hongos diseminadas por el suelo, el aire, el agua y los
seres vivos (animales y, sobre todo, vegetales, de los que unas 175 especies se han descrito

como causantes de infecciones en los seres humanos 2,

Las micosis humanas pueden clasificarse en 4 grandes grupos, segun las caracteristicas del
hongo invasor (oportunista o patégeno primario) y del érgano o tejido invadido (cutaneas,
subcutaneas o sistémicas). Las micosis cutaneas son causados principalmente por los
dermatofitos, que son un grupo de hongos capaces de utilizar la queratina de las capas
superficiales de la piel, pelo o ufias, y producen infecciones limitadas a estas estructuras ?2),

Mecanismos de patogenicidad

Las 2 barreras esenciales para el crecimiento de los hongos en los tejidos humanos son la
temperatura y el potencial rédox. La mayor parte de los hongos crecen de forma éptima a
temperaturas mas bajas que las del organismo humano. Por otro lado, la mayor parte de sus
sistemas enzimaticos actdan con mayor eficacia con potenciales rédox propios de sustratos
muertos, que en el estado relativamente mas reducido de los tejidos metabdlicamente
activos. Ademas, el organismo humano posee un sistema muy eficaz de defensas celulares
para combatir la implantacion y el desarrollo de los hongos. Asi pues, la actividad patdgena
de los hongos depende, sobre todo, de su capacidad para adaptarse a los tejidos y resistir a

las defensas celulares 2,



En estado parasitario, el metabolismo fangico aumenta y se ven facilitadas determinadas
vias metabolicas; el resultado es un microorganismo que crece y se multiplica con mucha
mayor rapidez que en su estado natural a temperaturas mas bajas. Estas formas parasitarias
son mas susceptibles a la fagocitosis y destruccion por los macrofagos. Esta la razon por la

que muchas de estas infecciones son subclinicas y se resuelven de manera espontanea 2.

En los hongos patdgenos primarios o verdaderos causantes de micosis sistémica, la
capacidad de adaptacion al organismo humano es bastante elevada y se manifiesta por un
dimorfismo. El otro grupo de hongos causantes de micosis sistémicas, mucho menos
virulentas, las llamadas oportunistas (Cryptoccocus, Aspergillus, etc.) requieren en la mayor
parte de las ocasiones, un mayor defecto de las defensas del huésped para poder establecerse
en el interior del organismo humano; no presentan dimorfismo térmico, aungue son

tolerantes con respecto a la temperatura 2,

Las cepas aisladas de infecciones humanas son metabdlicamente mas activas a 37°C y en
potencial rédox de los tejidos, que cuando son aisladas del suelo. En los hongos causantes
de la micosis subcutanea también existe una amplia gama de adaptabilidad. Son
microrganismos poco virulentos que, para producir un cuadro de infeccion, tienen que

introducirse de forma mecanica en los tejidos (implantacion traumatica) 2.
Clasificacion:

1) Hongos filamentosos.

2) Hongos dimérficos @

3) Levaduras

Son microorganismos unicelulares, redondos u ovales, con un tamafio que varia de entre 2 y

60 um, se reproducen por gemacion @2,

En la microscopia sus caracteristicas morfoldgicas suelen ser similares entre los diferentes
géneros y no son de particular ayuda para su diferenciacion. En algunos casos esto dificulta
la observacion microscopica directa y el examen histopatoldgico de las muestras clinicas.
Sin embrago, el tamafio, la presencia de una capsula o su ausencia, o el brote ““con un cuello
estrecho”” son caracteristicas que pueden ser Utiles para diferenciar las especies de

Cryptococcus de las de Candida 2.
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CANDIDA

Las especies del género Candida son levaduras aunque en circunstancias ambientales
concretas pueden diferenciar seudohifas (falsas hifas), similares a las de los hongos
filamentosos ?9). El género Candida lo forman hongos levaduriformes cuyas células aisladas
son de morfologia oval o cilindrica, y se multiplican por gemacién. Las levaduras del género
Candida se desarrollan rapidamente (24-48 horas) en medios de cultivo ordinarios, tanto a
25°C como a 37°C ¢,

La especie més virulenta y de mayor interés en patologia humana es la Candida albicans,
pero también otras especies pueden producir infecciones oportunistas. Pueden encontrarse
como componentes, mas 0 menos transitorios, de la flora comensal de diversas partes del
organismo humano (piel, boca, intestino, vagina), exceptuando la C. albicans. La mayoria

de las infecciones producidas por estos microorganismos suelen ser de origen exogeno (23).
Levaduras del género Candida

. albicans ([Robin] Berkhout, 1923)

. krusei ([Castellani] Berkhout, 1923)

. tropicalis ([Castellani] Berkhout, 1923)

. kefyr (pseudotropicalis) ([Castellani] Basgall, 1931)

. (Torulopsis) glabrata (Lodder De Vries, 1938)

. guilliermondii ([Castellani] Langeron, Guerra, 1938)

. stellatoidea ([Jones y Martin] Langeron, Guerra, 1939)
. parapsilosis ([Ashford] Langeron, Talice,1959)

. dubliniensis (Sullivan et al., 1995) @3,

FrEFEFEFEFEEE
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Céandida albicans

Es la especie mas patogena del genero Candida. Suele ser flora normal del organismo y
pueden asociarse a muy diversas patologias. Causa infecciones, particularmente en

individuos inmunocomprometidos: diabéticos, leucémicos, y también en neonatos 4.

Es causa frecuente de vaginitis en las mujeres, produciendo enrojecimiento, escozor y
secrecion vaginal. Son factores predisponentes el embarazo, la diabetes, el tratamiento con
antibioticos de amplio espectro y el uso de anticonceptivos orales. En neonatos es frecuente

la candidiasis mucocutanea caracterizada por placas de mucosa bucal ¢4,
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La mayor parte de los pacientes enfermos de SIDA desarrollan candidiasis orofaringea y un
alto porcentaje de las mismas esofagitis candidiasica. La erradicacion de Candida albicans
de la mucosa oral es dificil y las reinfecciones son frecuentes. Especialmente en pacientes
leucémicos y transplantados, la C. albicans puede producir infeccion diseminada de
desenlace fatal. Los d6rganos implicados son el higado, los rifiones, los pulmones, los

ganglios linfaticos, etc ¢4 25),

Especies de Candida

Clase Blastomycetes; orden Moniliales; familia Cryptococcaceae, género Candida.

Aunque tradicionalmente las demas cepas de Candida se consideraban de baja patogenicidad
y, en ocasiones se desechaban como contaminantes, cada vez es mayor el nimero de casos
de infecciones producidas por las mismas. Asi la Candida parapsilosis se ha asociado a
Endocarditis, la C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y también la C. parapsilosis, a las

infecciones urinarias, entre otras anomalias 3 (26),

La adherencia de Candida al epitelio de los tractos gastrointestinales o urinario tiene una
importancia fundamental. Las especies de Candida por lo comun colonizan las superficies
de las mucosas, su capacidad para invadir y producir infeccidén depende en primer lugar de
la union. La fibronectina, un componente de la matriz extracelular del huésped, puede
participar en la iniciacion y diseminacion de la infeccion por Candida albicans. La patogenia

de las infecciones por Candida, en extremo compleja, probablemente varia en cada especie
(20)

Candida glabrata

Es una levadura saprofita, que forma parte de la microbiota comensal. Los blastoconidios de
esta levadura son considerablemente mas pequefios, midiendo de 1 a 4 um, respecto a los de
C. albicans que miden de 4 a 6 um. Otra caracteristica importante es que C. glabrata solo
asimila los azucares glucosa y trealosa, a diferencia de la mayoria de las otras especies de
Candida que asimilan mas azUcares, y no filamenta en plasma a 37 °C. Cabe sefialar que el
genoma de C. glabrata es haploide (C. albicans es diploide), lo cual facilita la rapida

adquisicion de resistencia secundaria a azoles ¢") 8,
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Candida tropicalis

Es una celula vegetativa con una forma que va desde redonda hasta ovalada y varia de
aproximadamente 2 a 10 micrometros. Un moho exhibe dimorfismo formando una levadura
unicelular o blastoconidia que se reproduce por simple brote Conidia es la unidad asexual
que se produce por brote de las puntas o paredes de las hifas. Conidia es un tipo de cuerpo
simple y unicelular que podria tomar la forma de una célula multicelular con diferentes
formas, tamafios y colores. Esta especie es la segunda mas frecuente productora de
candidiasis, en algunos centros es méas prevalente que C. albicans, sobre todo con pacientes

de leucemia @®,

Candida krusei

Es una levadura perteneciente al género Candida. Las células mayores son cilindricas, de
hasta 25 mm de largo. Las colonias separadas exceden con frecuencia los 5 mm de diametro
sobre malta-glucosa a 25 °C. Es un patdégeno nosocomial que principalmente afecta a los
pacientes inmunodeprimidos y aquellos con neoplasias hematoldgicas. Tiene una resistencia

natural a fluconazol, un agente antimicético estandar .

Los ultimos afios han visto un aumento en las infecciones fungicas invasivas,
particularmente las causadas por Candida spp. El aumento se acompafia de un cambio hacia
una mayor proporcion de especies distintas de Candida albicans, que con frecuencia son
resistentes al fluconazol. Candida krusei tiene una resistencia hereditaria al fluconazol e
infecta principalmente a pacientes con neoplasias hematoldgicas y otros pacientes

inmunocomprometidos ©9).

La resistencia al fluconazol en Candida spp., se debe principalmente a una disminucién de
la sensibilidad de la enzima diana citocromo P450 esterol 14 a-desmetilasa (CYP51) a la
inhibicion por los agentes azdlicos. En el caso de C. krusei, un estudio que utiliza dos cepas

multirresistentes sugiere un mecanismo alternativo de resistencia basado en bombas de flujo
(30)

Candida parapsilosis
Es un microorganismo diploide morfoldgicamente caracterizado por células redondeadas,

ovales o alargadas y produccion de seudohifas.
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Estas Gltimas se encuentran vinculadas de manera importante a un conjunto especifico de
aminoéacidos, particularmente citrulina, la cual origina cambios importantes en la morfologia
celular y colonial del microorganismo. C. parapsilosis es incapaz de formar hifas
verdaderas. Este microorganismo se ha aislado frecuentemente de 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. También se ha aislado de dispositivos médicos tales como
catéteres intravasculares, lineas de nutricion parenteral, entre otros dispositivos
prostéticos. Recientemente se le ha considerado a C. parapsilosis como un importante
patdbgeno emergente, asociado de manera creciente a un amplio espectro clinico de

infecciones G1 (28),

ESPECIE ONIQUIA | PARONIQUIA | VAGINITIS | ENDOCARDITIS | OTRAS
C. albicans + + + +
C. parapsilosis + +
C. tropicalis + + +
C. guilliermondii + +
C. pseudotropicalis +
C. krusei + +

Figura 2: Especies de Candida y su localizacion especifica.
Fuente: https://es.slideshare.net/PrincipeMestizo666/candidiasis-29120736
Autores: Dr. Roberto Arenas y Dra. Tamar Hagar

Infecciones por Candida spp.

Desde que se generalizo el uso de sustancias antimicrobianas en los establecimientos de
salud a partir de los afios 50-60, se produjo, un incremento de las infecciones profundas por

hongos y en concreto por Candida spp @Y.

Tradicionalmente la especie que suponia un mayor numero de aislamientos era Candida
albicans. Dos circunstancias en los ultimos afios han cambiado el panorama: parece haber
una tendencia a una mayor frecuencia relativa en el aislamiento de especies de Candida no
albicans (habitualmente C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis y C. parapsilosis, y con mucho
menos frecuencia C. usitanie), y la sensibilidad de los aislamientos de Candida albicans
muestran una resistencia progresivamente creciente a azoles, debido al uso masivo y

generalizado de estos desde que se dispone de formulaciones orales. Ademas, determinadas
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especies de Candida no albicans presentan baja sensibilidad a azoles, especialmente la C.

glabrata y C. krusei ?? 9,

Existen algunas patologias asociadas a las distintas especies de Candida:
+ Candidemia hematogenea diseminada/candidemia asociada a catéter
+ Infeccion urinaria por Candida
+ Neumonia
+ Endocarditis
+ Aurtritis séptica 29,

CANDIDIASIS

Los hongos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pero la C. albicans, la
mas frecuente, solo se encuentra como hospedero en el interior del tubo digestivo de
mamiferos y aves y se desarrolla dentro de ella; la segunda es la C. tropicalis, se aisla en la

orofaringe y la C. glabrata en la vagina ©2.

La Candida causa 10-16% de los casos de sepsis en unidades de cuidado intensivo neonatal

(UCIN). Esta incidencia es inversamente proporcional al peso del recién nacido ¢,
Las onicomicosis y los intertrigos (afeccion de pliegues cutaneos) predominan en mujeres.

Los factores predisponentes son multiples y muchas veces pueden combinarse; por ejemplo,
en la boca se relacionan con aplicacion local de antibidticos o pérdida del espacio
interdentario por uso de prétesis inapropiadas; las formas intestinales, con consumo de dietas
abundantes en frutas; la onicomicosis de manos, con humedad, contacto con alimentos que
tienen alto contenido de azucares, habito de chuparse los dedos, o acudir al manicuro; las
lesiones en pliegues o pies, con prendas de material sintético como fajas, botas de plastico y
pafiales desechables; intervencion quirdrgica cardiovascular o uso de drogas por via

intravenosa, como heroina 3 ©3),

Las manifestaciones clinicas son localizadas, diseminadas o sistémicas; pueden afectar piel,
mucosas, estructuras profundas y 6rganos internos. Las alteraciones histopatologicas varian
desde una inflamacién minima hasta la supuracién o formacion de granuloma. La evolucion

es aguda, subaguda o crénica @3 G,
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La transmision de una persona a otra ocurre en el recién nacido a partir de la madre que

padece vaginitis, 0 puede ser de transmision sexual a la pareja ),

- Bucal - Estomatitis, glotitis, queilitis y queilitis
| angular
~ Mucocutanea -, Digestiva | Faringoamigdalina, esofagica,

gastrica, enterica, peritoneal y perianal
Vaginitis y balanitis bronquial y pulmonar
Localizada -
™ _ |*' Grandes pliegues
- Intertrigos
| | Pequefios pliegues
Cuténea

Paroniquia y onicomicosis, zona del pafal y
vesiculopustular y folicular

| Candidosis mucocutanea cronica (CMCC)

Diseminada y profunda
Granuloma candidosico

Sistémica ,<| Aparato genitourinario y rifilones, endocarditis, meningitis, sepsis,
- candidemia yatrogena y otros 6rganos

~ Candidides
Alérgica | Eccema
| Asma
Gastritis

Figura 3: Clasificacion de candidosis
Fuente:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1448&sectionid=96275198

Figura 4: Candidiasis orofaringea
Fuente: https://www.alamy.es/imagenes/candidiasis-oral.html
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICOTICOS

Las pruebas de sensibilidad a los antimicéticos estan destinadas a proporcionar informacion
que ayudara al médico a seleccionar el agente antimicotico adecuado, Util para tratar una
infeccion especifica. Lamentablemente, las pruebas de sensibilidad a los antimicoticos no
progresaron del mismo modo que las de sensibilidad a los agentes antibacterianos. El
National Committee for Clinic Laboratory Standars (NCCLS) acepto en forma preliminar el
documento M27-A, que son normas actuales para las pruebas de sensibilidad para los

antimicoticos contra Candida y Cryptococcus @9,

Debe hacerse hincapié en que la metodologia y la interpretacion de las pruebas de
sensibilidad para los antimic6ticos aln se encuentran en evolucion. Son pruebas costosas y

que consumen tiempo, pero pueden ser de valor en las siguientes circunstancias:

+ Cuando dentro de una institucion se determinan los antibiogramas para los
aislamientos.

« Para optimizar el manejo de pacientes con candidiasis orofaringea refractaria al
tratamiento.

« Para optimizar el manejo de pacientes con candidiasis invasora cuando se cuestiona
el empleo de azoles en infecciones causadas por otras especies de Candida y no la

albicans 9,

Los limites para la interpretacion de fluconazol, el itraconazol y la flucitosina se basan en
las experiencias en pacientes con infecciones de las mucosas, pero parecen ser compatibles

con la informacion obtenida de las infecciones invasoras.
Los problemas que complican las pautas de interpretacion incluyen lo siguiente:

« Condicién fisica del paciente (estado inmune)
» Tipo de infeccion y capacidad de penetracién del farmaco en espacios cerrados (en
caso de un absceso)

» Dosis del farmaco y su farmacocinetica
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« Método utilizado para determinar la prueba de sensibilidad y el nivel sérico del

farmaco administrado 29,

Muchos aislamientos de la misma especie tienen CIM diferente. Algunos aislamientos de
Candida glabrata son sensibles al fluconazol, mientras que otros no lo hacen; la tendencia
es que la mayoria de los aislamientos son resistentes. Con el método de NCCLS no puede
determinar la sensibilidad o la resistencia de la anfoterisina B. Se sugiere que CIM de por lo
menos 1,0 ug/mL se considere resistencia; sin embargo, esta informacion es preliminar. Las
pruebas de sensibilidad para el ketoconazol sugirieron que los aislamientos con una CIM

entre 0,313 y 16 ug/mL se consideren sensibles 9,

La experiencia anecddtica proporciona la mejor experiencia con la quimioterapia con
antimicoticos. Por ejemplo, se sabe que los pacientes con infeccién por Candida krusei no

responden al tratamiento con fluconazol 9.

ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

En los dltimos afios las infecciones mico6ticas han mostrado un incremento importante en
todo el mundo debido al aumento del nimero de pacientes inmunodeprimidos por diversas
causas, como el SIDA, la quimioterapia en pacientes con cancer, las neutropenias y los
receptores de trasplantes sometidos a terapia inmunosupresora. Ademas, por el uso frecuente
de procedimientos invasores como la nutricion parenteral, la dialisis y la hemodialisis, y por
los tratamientos prolongados con antibidticos de amplio espectro y el uso de
glucocorticoides.

Un aspecto que ha complicado la situacion es el desarrollo de mecanismos de resistencia
primaria y secundaria a los antimicoticos por algunas especies de hongos, explicada en parte
porque la mayoria de los farmacos son fungistaticos y por la administracion prolongada de
los tratamientos en el tiempo, que permite la seleccion de clones resistentes. Entre los
mecanismos de resistencia utilizados por los hongos es importante hacer referencia a la
sobreproduccién de blancos enzimaticos, la implementacion de vias metabolicas alternas y
la produccién de bombas de flujo externo que expulsan los medicamentos al espacio

extracelular ©® (4 (),

Resistencia a los antimicrobianos
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Las bacterias adoptan una serie de estrategias para escapar a la accion de los antimicrobianos.

Se pueden distinguir cinco tipos principales:

e Alteraciones de la permeabilidad: Impidiendo que el agente penetre en la bacteria.
Es el mecanismo mas frecuente. Ej.: Las Pseudomonas son responsables del 15 por
100 de las resistencias a aminoglucosidos. Pude depender:

» Microorganismo: Por presencia de capsula, por alteraciones en las porinas
(canales que existen en la membrana externa de los gramnegativos)
« Farmaco: Hidrofobia, peso molecular, grado de ionizacion.

e Alteracion del blanco o diana (donde debe actuar el antibidtico): Por ejemplo, la
resistencia a macrolidos-lincosamidas viene determinada por una simple metilacién
del ARN ribosémico. También ocurre esto en aminoglucoésidos que, por mutaciones
en un solo paso o multiples pasos se modifica el ARN ribosémico.

e Via metabdlica alterada.

e Hiperproduccion de metabolitos.

e Inactivacion enzimatica: Consiste en la produccion de enzimas que inactiven a los

antibioticos 9,

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Es el método habitual utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica. Es la medida
de la sensibilidad de una bacteria a un antibidtico. Consiste en la minima concentracion
microbiana de un compuesto que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo en

condiciones normalizadas.

Para llevarlo a cabo es necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los

resultados sean reproducibles y comparables, después de 24 horas de incubacion a 37°C ©9),

La interpretacién de los resultados debe ser cuidadosa pues la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) es muy dificultosa para hongos, hay factores del
hospedero involucrados y no siempre hay una correlacion entre la CIM y la respuesta a
tratamiento. Como estas técnicas, en general, son laboriosas y requieren de personal
entrenado, es recomendable derivar los estudios de susceptibilidad a un laboratorio de

referencia "),
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CAPITULO I1

DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

Tipos de investigacion:
NIVEL O ALCANCE

Investigacion Descriptiva: Se describieron variables y conceptos por medio de la
recoleccion de informacidn de la literatura cientifica acerca de ciertas propiedades bioldgicas
y se detall6 el procedimiento utilizado para la determinacion de la capacidad antimicética
del extracto hexanico de Hedyosmum sp., frente a ciertas especies de Candida, pudiendo

justificar la investigacion realizada y discutir los resultados con lo que dicen otros autores.
DISENO

Investigacion Cuasi-experimental: Se ha modificado una variable independiente como es
la concentracién de los extractos estudiados, para observar como afecta la variable
dependiente (sensibilidad de las especies de Candida). Por otro lado se utilizaron controles

positivos y negativos.
SECUENCIA TEMPORAL O CORTE

Investigacion Transversal: La investigacion se realizd con el extracto hexanico obtenido
de la planta Hedyosmum sp., recolectada en un lugar especifico (bosque natural Jaracon) y
en un periodo de tiempo determinado (Abril - Agosto 2019).

ENFOQUE O CARACTER

Investigacion Mixta: Se recolectaron datos relacionados con la investigacion, tanto del
analisis de datos cualitativos (observacion del grado de susceptibilidad o halos de
inhibicidn), como de los cuantitativos ya que se han efectuado detecciones numéricas
(medicidn de halos y la concentracion minima inhibitoria), lo que nos permitio realizar la
evaluacion, interpretacion y comparacion de los resultados, asi como la determinacién de la

causalidad de una enfermedad microbiana o infecciosa.
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CRONOLOGIA DE LOS HECHOS

Investigacion Prospectiva: Debido a que el inicio del estudio es anterior a los hechos
estudiados.

METODO Inductivo: Esta investigacion parte de lo general a lo particular, mediante un

procedimiento analitico sintético.

Poblacion:

e Especie vegetal perteneciente al género Hedyosmum y cepas de Candidas.
Muestras:
Material vegetal:

» Hojas y ramas de Hedyosmum sp. a distintas concentraciones, que se recolectaron en

la comunidad de Jaracon del Cantdn Colta, Provincia de Chimborazo — Ecuador.
Cepas Micdticas:

» Cepas de Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, que
fueron donadas por la Master Lenis Buela de la Universidad de Cuenca, Ecuador.

(Ver anexo 1)

Variables de estudio:

e Variable Independiente: Diferentes concentraciones del extracto hexanico de las

hojas y ramas o tallos de Hedyosmum sp.

e Variable Dependiente: Actividad antimicotica frente a las cepas de Candida de

interés clinico.

Técnicas e Instrumentos:
« Técnica: Observacion directa

+ Instrumentos: guia de observacion, cAmara fotogréafica.
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PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

Obtencion del Extracto Hexanico de las hojas y ramas o tallos de la especie vegetal

Hedyosmum sp., mediante la técnica de Maceracion:

1.

Se recolectaron 200 g de hojas y ramas de la planta Hedyosmum, los cuales se
limpiaron y secaron a una temperatura de 37°- 40°C.

Se realiz6 la trituracion de las plantas recolectadas en un mortero con pistilo.

Se procedio a realizar la técnica de Maceracion trasvasando en un matraz erlenmeyer
las hojas y en otro erlenmeyer las ramas, a las cuales se adicionaron 200 mL del
solvente (Hexano); posteriormente se los agitd y tapo.

Se dejo reposar a temperatura ambiente durante 3 dias, agitando el contenido
esporadicamente hasta obtener los extractos.

Pasado los 3 dias se procedi6 a filtrar en otros erlenmeyer los extractos hexanicos
obtenidos con la ayuda de una malla (proceso realizado 3 veces), la tltima filtracion
realizdndolo en un balon aforado.

Se aplicd un proceso de rota-evaporacion utilizando un evaporador rotativo.

Se pesaron los productos obtenidos y se almacenaron en una refrigeradora a 4°C en
unos envases hermeticamente cerrados.

El rendimiento de cada extracto se determind en funcion del peso del producto

obtenido al final del proceso. (Ver anexo 2)

Procedimiento para realizar la solucion madre o Stock del extracto:

1.

4.

La solucion madre de los extractos se prepar6 con Dimetil-sulfoxido (DMSO) a la
concentracion de 1 g/mL.

Se pesd 1g del extracto hexénico de las hojas y ramas de Hedyosmum sp.,
colocandolos posteriormente en unos envases adecuados.

Se afiadié 1 mL de DMSO a los envases que contenian los extractos pesados, luego
se mezclaron con un Vortex para homogenizar la solucion (Solucion madre).

Se dej6 reposar a temperatura ambiente envueltos con papel Parafilm. (Ver anexo 3)

Preparacion de extractos a diferentes concentraciones:

1.
2.

Se coloc6 500 uL de DMSO y 500 uL de la S. Stock en unos tubos Eppendorff.

Se mezcld con la ayuda de un Vortex hasta su total homogenizacion.
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Las soluciones se guardaron en una nevera a 4 °C cubiertos con papel Parafilm hasta
el momento de su uso.

Las concentraciones estudiadas fueron de 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 0.031, 0.0155,
0.0077 g/mL. (Ver anexo 4)

Determinacién de la actividad antimicotica

Mantenimiento y conservacion de las Candidas estudiadas:

1.

Las cepas micoticas fueron conservadas en agar Sabouraud a 4 °C, llevandose a cabo

resiembras periddicas o replicaciones de las cepas.

Preparacion del pre-inéculo:

1.

5.
6.

El pre-in6culo es un cultivo fresco, la cual se prepard a partir de cultivos sélidos de
las cepas micoticas replicadas y conservadas.

Dentro de la camara de flujo laminar se encendio el mechero y se desinfecto el asa
con algoddn y alcohol flameandolo hasta que se caliente y se vea un rojo intenso.
Se recogi6 y transfirid 1 o 2 colonias de las cepas a unas placas mono Petri que
contenian un medio s6lido de Agar Sabouraud.

Se realiz6 una siembra por rastreo o agotamiento de las colonias de las cinco especies
de Candida en su respectiva placa Petri (cada una con su respectiva rotulacion),
obteniendo asi colonias aisladas.

Se guardd en refrigeracion durante 30 min — 2 horas a 4°C (correcta difusion).

Se puso a incubar durante un periodo de 18 - 24 horas a 37°C. (Ver anexo 5)

Preparacion del inéculo:

1.

El indculo se preparé a partir del pre-indculo obtenido (crecimiento en medio sélido
con un Gptimo crecimiento)

Se colocd 18 mL de solucion salina estéril al 0,89% en unos tubos herméticos y se
realizd una suspension de cada una de las cepas micéticas replicadas.

Transcurrido el periodo de incubacion del pre-indculo, con la ayuda de un asa estéril
se recogio 1 o mas colonias aisladas de las cepas de Candidas (todas las especies) y
se transfirieron a los tubos con solucion salina

Se homogenizo hasta obtener la turbidez necesaria.
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Se comparo la turbidez de las cepas con el patron McFarland (utilizado como patron
de turbidez en la preparacion de suspensiones de microorganismos) de escala 1 que
corresponde a un cultivo de una densidad celular aproximada de 3,0x10° UFC/mL.

Se guardo en refrigeracion a 4°C hasta el momento de su uso. (Ver anexo 6)

Prueba de la actividad antimicrobiana mediante el Método Kirby Bauer modificado

Preparacién del medio de cultivo (MHA modificado):

1.

Se pesé 38g de Agar Muller Hington y se colocd en un matraz Erlenmeyer con
agitador, se adiciono 1000 mL de agua destilada (preparacion para 1L, si se requiere
en menor cantidad se realiza los célculos correspondientes) (Solucion de trabajo).
La preparacion se calentd en una plancha térmica, esperando 10 — 15 minutos hasta
que llegue a su punto de ebullicion. Luego se dejo reposar la preparacion, esperando
que baje la temperatura.

Se pesd 20g de Glucosa pura y se agrego en la solucion de trabajo, después se
adiciono 0,25 mL de Azul de Metileno puro.

Se dispenso 25 mL de la solucion de trabajo en unos tubos de tapa rosca.

Se esterilizaron los medios durante 10 minutos, debido a que la Solucion contiene

glucosa y se puede caramelizar. (Ver anexo 7)

Siembra e impregnacion de discos de los extractos, pre-incubacion e incubacion de las

placas:

1.

Se colocaron 1 mL de las suspensiones de las cepas de Candida en los tubos con los
medios preparados y esterilizados de Agar Mller Hington.

Se homogenizaron los medios resultantes.

Se colocaron los medios en las placas Petri, distribuyéndolos homogéneamente por
toda la placa para que se solidifique en unos 10 min (repetir el proceso con los demas
tubos para todas las especies de Candida en estudio).

Con una pinza estéril se coloco los discos fabricados manualmente con papel filtro
sumergiendo en las diferentes concentraciones del extracto hexanico correspondiente
(1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 0.031, 0.0155, 0.0077 g/mL), luego se impregno los

discos en su concentracion correspondiente, colocandolos en distancias adecuadas.
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5. Ademaés se colocaron discos de antibioticos para los controles (discos comerciales de
Fluconazol de 25 ug para el control positivo y discos manuales con DMSO para el
control negativo.

6. Estas pruebas de susceptibilidad se realizaron por duplicado para cada ensayo.

7. Las placas fueron pre-incubadas en refrigeracion a 4°C durante 30 min - 2 horas para
una correcta difusion de los componentes de trabajo.

8. Posteriormente fueron incubadas a 37°C durante 24 horas, si no hay crecimiento
durante el periodo mencionado hay que incubarlos por otras 24 horas (48 horas).

(Ver anexo 8)

Lectura de resultados:

1. Al pasar las 24 horas de incubacion se realizo la lectura de los resultados para ver si
hubo presencia o ausencia de halos de inhibicién (cuyo didmetro fue medido en mm)
alrededor de los discos que contenian las distintas concentraciones de extracto
hexanico.

2. Las CMIs fueron determinadas mediante la evaluacion de la menor concentracion en
la cual el extracto presentd actividad antimicdética, partiendo de la concentracion
inicial de 1 g/mL, frente a cada una de las especies de Candida.

3. Los resultados fueron tabulados en el programa de procesamiento de datos Excel.

(Ver anexo 9)

PROCESAMIENTO ESTADISTICO:

Se realizaron tablas descriptivas de los resultados obtenidos y el porcentaje, en la cual se
utilizo las hojas de calculo aplicando el programa estadistico Excel para el registro interno

del trabajo realizado.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos hexanicos

El andlisis se comenz6 con la recoleccion de 200 g de hojas de Hedyosmum sp.,
posteriormente fueron trituradas y se realiz6 la técnica maceracion usando la solucion
Hexano, y por altimo aplicando la evaporacion rotativa. Se obtuvo 1,50 g de extracto, lo que
indicd un rendimiento de 1,5%, estos resultados concuerdan con lo descrito por Pazmifio ©®)
quien ha realizado el mismo ensayo. Mientras que Zaruma ®%, en su investigacion acerca de
la actividad antibacteriana del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum strigosum,
obtuvo 10,33 g de extracto a partir de 500 g de las hojas secas, con un rendimiento de 2,06%,

siendo superior al obtenido en el ensayo.

De igual manera se realizd el mismo procedimiento con los 200 g de las ramas o tallos
triturados de Hedyosmum sp., del cual se obtuvo 1,82 g de extracto, por lo que el rendimiento
fue de 0,9%, coincidiendo con Valarezo “® pues ha realizado este mismo ensayo. Mientras
este rendimiento es menor al obtenido por Tinoco Y, quien en un estudio realizado con
Hedyosmum racemosum indicé un rendimiento de 1,95%, ya que a partir de 660 g de tallos
secos, obtuvo 12,88 g de extracto hexanico.

Anélisis general de la actividad antimicotica aplicada a las hojas y a las ramas o tallos

del extracto hexanico de Hedyosmum sp.

En la tabla 1 se muestran los valores resultantes de la actividad antimicotica de los extractos
hexéanicos en todas las concentraciones utilizadas de las hojas de Hedyosmum sp.,
determinadas frente a las distintas cepas micoticas, También se puede destacar los controles
utilizados en cada una de las cepas micoticas estudiadas, en la cual, como control positivo
se utilizo el Fluconazol de 25 pg (disco de antibidtico comercial) y como control negativo
el Dimetil Sulféxido (DMSO).
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Tabla 1. Actividad antimicotica del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp.,
expresado por los halos de inhibicion (mm), frente a las especies de Candida.

EXTRACTO HEXANICO DE LAS HOJAS DE HEDYOSMUM SP.
X+SD
Concentraciones g/mL

Halos de inhibicion (mm)

Fluconazol

1 05 0,25 0125 0062 0031 00155 0,007 DMSO
(25u9)
- 14+018 124008 134016 11+014 10£010 00 020 0+0 16 0
- 14+022 134024 124023 112021 10+017 9#015 040 020 38 0
- 154013 14+013 134015 12+014 11+006 9+010 020 0+0 20 0
- 124018 12+017 10£006 00 0£0 040  0:0 0%0 37 0
- 114010 10+0 10+005 10+007 0%0 040  0:0 0%0 18 0

Fuente: Resultados de la Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer

Realizado por: Nelson Javier Chagnama Cufas

En la tabla 2 se puede apreciar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) del extracto
hexanico de las hojas de Hedyosmum sp., que se obtuvieron realizando ensayos en diferentes
concentraciones (1.0, 0.5, 0. 25, 0.125, 0.062, 0,031, 0.0155, 0.0077 g/mL) frente a cada una
de las cepas micéticas analizadas.

Tabla 2. Valor de CMI de las hojas de Hedyosmum sp., de cada una de las especies de
Céandida estudiadas con su respectivo control.

CMI (g/mL)
Céndida albicans 0,062
Céndida glabrata 0,031
Céandida tropicalis 0,031
Candida parapsilosis 0,25
Céandida krusei 0,125

Fuente: Interpretacion de la CMI
Realizado por: Nelson Javier Chagnama Cufias
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Los resultados obtenidos indican que el extracto hexanico de las hojas de Hedyosmun sp fue
activo, mostrando un efecto inhibitorio del crecimiento frente a todas las cepas de Candida
estudiadas, resultando Candida tropicalis la levadura mas sensible a la accion del extracto a
la méxima concentracion estudiada (1g/mL) presentando un halo de inhibicion de 15 mm,
seguido de Candida albicans y Céandida glabrata con un halo de inhibicién de 14 mm,
Céandida parapsilosis 12 mm y por tltimo Candida krusei con 11 mm de halo de inhibicién.

El valor obtenido de las CMIs de las hojas de Hedyosmum sp., mostraron que C. glabrata, y
C. tropicalis fueron mucho maés sensible a la accion del extracto hexanico de las hojas de
Hedyosmun sp obteniendo asi una CMI de 0,031 g/mL para ambas cepas, seguido de
Céndida albicans con una CMI de 0,062 g/mL, Céandida krusei con una CMI de 0,125 g/mL
y por ultimo C. parapsilosis con una CMI de 0,25g/mL.

Segun Kirchner et al. 2 en su estudio realizado de Hedyosmum brasiliense en aceite
esencial, determinan que su actividad es buena contra los dermatofitos especificamente
estudiaron T. mentagrophytes , obteniendo un valor de CMI de 0,25 ug/mL y para T.
rubrum un valor de 0,125 pug/mL. En la actividad antif(ingica analizada por Solano “® con
extractos metanolico presentdé moderada actividad antifingica contra T. rubrum con un valor
de CMI de 500ug/ml; mientras que, fue inactivo para T. mentagrophytes. Esta actividad
antifangica ha sido reportada en otros estudios de extractos de algunas plantas de la familia
Chlorantaceae. Con estos resultados se demuestra que la obtencidn de extractos en especies
del mismo género no es la misma, atribuyéndole esta variacion a la eliminacion del solvente,
ya que al eliminar los residuos del mismo en el extracto himedo posiblemente no se realiz6

en la misma proporcion ¢2),

En la tabla 3 se muestran los valores resultantes de la actividad antimicotica de los extractos
hexanicos en todas las concentraciones utilizadas de las ramas o tallos de Hedyosmum sp.,
determinadas frente a las distintas cepas micoticas. También se puede destacar los controles
utilizados en cada una de las cepas micoticas estudiadas, en la cual, como control positivo
se utilizo el Fluconazol de 25 pg (disco de antibidtico comercial) y como control negativo
el Dimetil Sulféxido (DMSO).
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Tabla 3. Actividad antimicdtica del extracto hexanico de las ramas o tallos de Hedyosmum

sp., expresado por los halos de inhibicién (mm), frente a las especies de Candida.

EXTRACTO HEXANICO DE RAMAS O TALLOS DE

HEDYOSMUM SP.
Halos de inhibicién (mm) X+ SD

Concentraciones g/mL

1 05 0,25 0125 0062 0031 Huconazol ) en
25ug
12+0,14 11+056 10052 00 0+0 00 16 0
10£026 11+030 10+029 9+006 0+0 0+0 38 0
124013 12+005 104007 9+007 0+0 0#0 20 0
10£005 10+0,05 10+007 0+0 0+0 00 37 0
104007 104007 0+0 040 0+0 00 18 0

Fuente: Resultados de la Prueba de susceptibilidad o Kirby Bauer
Realizado por: Nelson Javier Chagnama Cufias

En la tabla 4 se puede apreciar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) del extracto
hexanico de las ramas o tallos de Hedyosmum sp., que se obtuvieron realizando ensayos en
diferentes concentraciones (1.0, 0.5, 0. 25, 0.125, 0.062 y 0,031 g/mL) frente a cada una de

las cepas micoticas analizadas.

Tabla 4. Valor de CMI de las ramas o tallos de Hedyosmum sp., de cada una de las especies

de Candida estudiadas con su respectivo control.

CMI (g/mL)
Céndida albicans 0,25
Candida glabrata 0,125
Candida tropicalis 0,125
Candida parapsilosis 0,25
Céandida krusei 05

Fuente: Interpretacion de la CMI
Realizado por: Nelson Javier Chagnama Curias

Los resultados obtenidos de la Tabla 3 indican que la actividad del extracto hexanico de las

hojas de Hedyosmum sp., a concentraciones < 1 g/mL mostraron, en mayor o menor
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proporcion, un efecto inhibitorio del crecimiento de todas las cepas micoticas ensayadas,
resultando la Candida glabrata y la Candida tropicalis las levaduras méas sensibles a la
accion del extracto debido a que se formaron halos de inhibicion en la mayoria de las
concentraciones analizadas, seguido de la actividad encontrada frente a Candida albicans;
para la Candida parapsilosis , mientras que la menos activa para la actividad del extracto
fue la Candida krusei.

El valor obtenido de las CMI se identifica en la Tabla 4, observandose Una CMI menor para
C. glabrata y C. tropicalis de 0,125 g/mL, seguida de Candida albicans y C. parapsilosis
de 0,125 y por altimo Candida krusei con una CMI de 0,5 g/mL.

Comparando la actividad de los dos extractos hexanicos de Hedyosmun sp estudiados (Hojas
y ramas) podemos observar que ambos extractos mostraron actividad inhibitoria frente a
todas las cepas micoticas estudiadas, sin embargo el extracto de las hojas fue mucho méas

activos mostrando CMI de menor concentracion.

Paredes “? menciona que en la familia Chloranthaceae el género Hedyosmum cuenta con
pocos estudios, a pesar de ser el mas abundante, sin embargo de toda la familia se han
obtenido alrededor de 124 compuestos, clasificados en terpenoides, flavonoides, cumarinas,
acidos organicos, amidas y esteroles. Muchas plantas de esta familia han presentado
actividad antibacteriana y este efecto se atribuye a la composicién de los aceites esenciales,

presencia de acidos organicos y sesquiterpenos.

Ocampo 4 dice que el H. racemosum no presenta estudios en hongos, se reporta actividad
de (125 ug/mL) del aceite esencial de H. angustifolium en C. albicans, también existe
estudios de actividad moderada del extracto H. mexicanum contra los hongos S. schenki y F.

pedroso de 0.1 mg/mL y 0.05 mg/mL respectivamente.

Esta actividad antifungica de extractos ha sido reportada en otros estudios de actividad
antimicrobiana de extractos de otras especies de Hedyosmum como H. brasilense y H.
arborescens, donde se ha determinado que poseen una buena actividad contra dermatofitos.
La actividad antifingica de este extracto puede deberse a un mecanismo de sinergia entre
sus componentes, los cuales interactian con la pared delgada e irregular de los hongos, el
sinergismo se define como la respuesta farmacoldgica superior, producida cuando dos 0 mas

componentes actian juntos, que cuando acttian por separado V.
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CONCLUSIONES:

1. Se obtuvo 1.50 g de extracto, lo que indico un rendimiento de 1.5% para el extracto
de las hojas, ademas se obtuvo 1.82 g de extracto con un rendimiento de 0.9% para

el extracto de las ramas o tallos de Hedyosmum sp.

2. Los extractos hexanicos de Hedyosmun sp fueron activos frente a las cepas micéticas
estudiadas: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis y Candida krusei. Siendo mucho mas activo el extracto de las hojas

frente a Candida glabrata y Candida tropicalis con una CMI de 0,031g/mL.
3. Los extractos hexanicos de Hedyosmun sp. arrojaron CMI frente a las especies de

Candidas estudiadas desde 0,5 g/mL (C. Krusei) hasta 0,031g /mL (C. glabratay C.

tropicalis), mostrando que son Utiles para ser usados como antimicaticos.
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RECOMENDACIONES:

1. Los extractos de las plantas medicinales como el Hedyosmum, deben ser extraidos
con gran precision aplicando todo el protocolo para obtener a futuro resultados
eficaces en los distintos ensayos que se realice, deben ser conservados en recipientes
adecuados para evitar la evaporacion, guardarlos a una temperatura Optima. Se
sugiere esterilizar cada material que se use en el andlisis y manipularlos de una
manera adecuada. Las cepas de estudio deben utilizarse correctamente para evitar

una posible contaminacién directa 0 ambiental.

2. La investigacion conjuntamente con el andlisis y la interpretacion de los resultados
de la actividad microbiana contribuye a combatir varias enfermedades especialmente
las infecciosas, por ello se debe aplicar el método adecuado para el analisis como es
el Kirby Bauer o Difusion en disco mediante la obtencion de una buena cepa del
microorganismo que se desea analizar (especies de Candida), realizando una
adecuada preparacion y esterilizacion de los medios, colocando y fijando
correctamente los discos impregnados en los extractos, ademas realizando una buena
lectura e interpretacion de los resultados que se obtienen con la medicion exacta de
los halos y con la CMI de las concentraciones en estudio; entre otros aspectos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Muestras a utilizar

1. Cepas Micdticas de Candidas y 2. Extractos de Plantas medicinales.

ANEXO 2. Obtencién del Extracto Hexanico

Extraccion mediante la técnica de Maceracion de los extractos de la planta Hedyosmum sp.

ANEXO 3. Preparacién de la Soluciéon madre o Stock

Pesaje de los extractos obtenidos y adicion del DMSO para obtener el STOCK.




ANEXO 4. Dilucién de los Extractos a distintas concentraciones

Disminucion de concentraciones de los extractos hexanicos de las hojas y ramas o tallos de
Hedyosmum sp.

ANEXO 5. Preparacion del pre-inoculo

Transferencia de una o dos colonias a una placa Petri con medio Sabouraud y siembra de las
colonias de Candida.

ANEXO 6. Preparacion del indculo

Suspension en tubos con solucion salina de las cepas replicadas y verificacion de la turbidez de
con el patron McFarland.




ANEXO 7. Preparacion del medio de cultivo (MHA modificado)

| |
b~

:
-
R

Calentamiento del A. MH Enfriado del medio  Adicion de la Glucosa pura
WIED )

Wi =<

Adicion del Azul del metileno Mezcla de los medios afiadidos

Colocando el medio en un tubo rosca  Colocando el medio con cepas en placas Petri




ANEXO 8. Siembra e impregnacion de discos

Dispensado del medio en las placas Petri Discos de papel filtro para la prueba de
susceptibilidad

Colocando adecuadamente los discos Fijacion de los discos en las placas Petri




ANEXO 9. LECTURA DE RESULTADOS

Control de crecimiento

Control positivo con Fluconazol y negativo con DMSO de los extractos

Observacion de los halos de inhibicién (HOJAS)

Observacion de los halos de inhibicion (RAMAS)




Medicién y Lectura de Halos

Placas realizadas de todos los hongos

Reduccidn de concentraciones de ciertas muestras fungicas




