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RESUMEN

La presente tesis se realiz6 para demostrar que el extracto etandlico de
Texao Tropaeolum majus posee efecto antimicético frente al cultivo de
Candida albicans. Tuvo como objetivos especificos identificar los
metabolitos presentes en el extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus
mediante la marcha fitoquimica y evaluar el efecto antimicético del extracto
etandlico de Texao Tropaeolum majus mediante la medicion de halos de
inhibicién en cultivos de Candida albicans, segun el método de difusion en

placa.

La muestra de Texao Tropaeolum majus fue colectada en el distrito de
Characato a 2459 m.s.n.m. en la provincia de Arequipa; se realiz6 un
extracto etandlico mediante maceracion por 15 dias. Los metabolitos
presentes en el extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus,
identificados mediante la marcha fitoquimica fueron carbohidratos,
azucares reductores, compuestos fenolicos y flavonoides en abundante
cantidad; regular cantidad de taninos; trazas de alcaloides y ausencia de
naftoquinonas, antronas y saponinas. A partir de un extracto seco, del cual
se realizaron diluciones a las concentraciones de 25mg/ml, 50mg/ml y
75mg/ml con las cuales se evalud el efecto antimicotico en cultivos de
Candida albicans. Los resultados obtenidos dieron la formaciéon halos de
inhibicion de 14.1mm, 18.3mmy 20.9 mm en promedio respectivamente. El
extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus a la concentracién de
75mg/ml, tuvo el mayor efecto antimicético asemejandose mas al control
positivo de Fluconazol el cual formd un halo de inhibicién de 25.3mm; vy el

extracto de menor efecto antimicético fue el de 25mg/ml de concentracion.

Palabras Clave: Texao, Tropaeolum majus, Extracto etanolico, Efecto

antimicético, Candida albicans.



ABSTRACT

This thesis was conducted to demonstrate that an ethanol extract of
Tropaeolum majus Texao has antifungal effect against the growth of
Candida albicans. Its specific objectives identify metabolites present in the
ethanol extract of Tropaeolum majus Texao by phytochemical analysis and
evaluate the antifungal effect of ethanol extract of Texao Tropaeolum majus
by measuring of inhibition halos in cultures of Candida albicans according
to the method of Petri dish diffusion.

The Tropaeolum majus Texao sample was collected in the district of
Characato to 2459 m.a.s.l. in the province of Arequipa; was performed an
ethanol extract by maceration for 15 days; the metabolites present in the
ethanol extract of Tropaeolum majus Texao, identified by phytochemical
march were: carbohydrates, reducing sugars, phenolics and flavonoids in
abundance; median amount of tannins; traces of alkaloids and absence of
naphthoquinones, anthrones and saponins. A dry extract was obtained, and
the dilutions were performed at concentrations of 25mg/ml, 50mg/ml and
75mg/ml, with which was evaluated the formation of inhibition halos in
cultures of Candida albicans. Such concentrations formed inhibition halos
of 14.1mm, 18.3mm and 20.9mm on average respectively. The extract of
Tropaeolum majus Texao in concentration of 75mg/ml, this extract is the
having the greater antimycotic effect; resembling further to the positive
control Fluconazole formed a inhibition halo of 25.3mm, and the extract of

less antimycotic effect was 25mg/ml concentration.

Keywords: Texao, Tropaeolum majus, Ethanol extract, Antifungal effect,
Candida albicans.
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INTRODUCCION

Texao Tropaeolum majus es una planta originaria de las montafias de los
Andes en América del Sur, donde crece todo el afio de manera silvestre.
Esta es una de las pocas plantas conocidas, capaz de producir una
sustancia natural de accion antibidtica, que presenta ademas la ventaja de
no destruir la flora bacteriana, ni provocar sensibilizaciones o reacciones
alérgicas. La planta se ha utilizado en la medicina herbal andina como
antibiético, antimicotico, cicatrizante y expectorante.

Debido a los efectos reportados de Texao (Tropaeolum majus) sobre la
salud, su alta disponibilidad y facil recoleccion, se plante6 la presente
investigacion con el objetivo de estudiar el efecto antimicético del extracto

etandlico de Texao Tropaeolum majus sobre cultivos de Candida albicans.

La candidiasis, infeccion causada por Candida albicans, puede afectar a
distintas areas del cuerpo humano, como diversas zonas de la piel y sus
pliegues, las ufias, la boca, aparato digestivo, vejiga o genitales, incluso las
valvulas cardiacas. En general, la candidiasis es la cuarta infeccién que con
mas frecuencia se adquiere durante un ingreso hospitalario comun. Si el
tratamiento se ejecuta de manera correcta el prondstico es bueno, sin
embargo, si no se modifican los factores que predisponen a esta infecciéon

es posible que existan recurrencias y la candidiasis vuelva a reaparecer.

Se elaboré un extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus, al cual se le
realizd la marcha fotoquimica y se identific6 los metabolitos presentes,
luego, se evalud el efecto antimicético en cultivos de Candida albicans
mediante el método de difusion en placa midiendo el diametro del halo de
inhibicién del crecimiento de Candida albicans en agar Muller Hinton
Glucosado, método estandarizado por el “Clinical Laboratory Standard
Institute” (CLSI, antes NCCLS) para el estudio de la sensibilidad a los

antifingicos.

Xi
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CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la Realidad Problemética:

Actualmente las enfermedades micoticas son comunes en la
poblacién de nuestro pais, uno de los agentes con mayor prevalencia
gue provocan estas patologias es Candida albicans, éste hongo es
causante del 15,3% de micosis en pacientes diagnosticados con

infecciones micoticas.!

El uso tradicional de Texao en diversas enfermedades tanto
micéticas como antibacterianas lo convierten en una alternativa para
realizar un estudio cientifico y valido, ademas de no presentar
reacciones adversas como las de la medicina convencional.

Las especies de Candida son la causa mas frecuente de infecciones
flngicas invasivas o que afectan a mucosas.?

Las levaduras del género Candida se encuentran normalmente en
pequefias cantidades sobre la piel y dentro de la boca, del sistema
digestivo y de la vagina sin que provoquen ninguna enfermedad. La
cantidad de este tipo de levaduras presentes en el cuerpo de una
persona se mantiene bajo control gracias a un sistema inmune sano
y a una serie de bacterias que son beneficiosas para el organismo.
Los sintomas aparecen cuando la cantidad de levaduras del género
Candida crece en exceso, generandose una infeccion. Por ejemplo,
si una persona tiene el sistema inmune debilitado (debido a una
enfermedad o al hecho de haberse medicado con quimioterapia o
esteroides), las levaduras del género Candida presentes en la vagina
se reproducen excesivamente y provocan sintomas de una infeccion
por hongos. Las infecciones agudas o cronicas de la piel y mucosas

causadas por Candida se llaman candidiasis. La especie que con

12



1.2

mas frecuencia causa candidiasis, también llamada candidiosis, es
la Candida albicans (60-85% de los casos de candidiasis). Otras
especies menos frecuentes son C. dublinensis, C. tropicales y C.
parapsilosis, entre otras. Una vez que las candidas aumentan en
namero en un ambiente adecuado para su desarrollo, comienza la
infeccion superficial de piel 0 mucosas, que en ocasiones es capaz
de avanzar en profundidad y llegar a la sangre, pudiendo
diseminarse a cualquier punto del organismo.

Debido a que este hongo es uno de los de mayor prevalencia
causante de micosis en la actualidad en nuestra sociedad y a los
efectos reportados sobre la salud y a la alta disponibilidad para la
recoleccion de Texao, el objetivo de la presente investigacion fue
estudiar el efecto antimicético del extracto etandlico de Texao

Tropaeolum majus en cultivos de Candida albicans.

Formulacion del Problema:

1.2.1 Problema General

¢El extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus poseera

efecto antimicético frente a cultivos de Candida albicans?

1.2.2 Problema Especifico

1) ¢Qué metabolitos contendr el extracto etandlico de Texao

Tropaeolum majus?

2) ¢Elextracto etandlico de Texao Tropaeolum majus inhibira

el desarrollo de los cultivos de Candida albicans?

13



1.3 Objetivos de la Investigacion:
1.3.1 Objetivo General
Determinar el efecto antimicotico del extracto etandlico de
Texao Tropaeolum majus en la inhibicion de cultivos de
Céandida albicans.
1.3.2 Objetivo Especifico
1) Identificar los metabolitos presentes en el extracto
etandlico de Texao Tropaeolum majus mediante la
marcha fitoquimica.
2) Determinar la inhibicion de los cultivos de Candida
albicans que se obtendra al evaluar el efecto antimicotico

del extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus
mediante el método de difusion en placa.

1.4 Hipoétesis de la Investigacion:

1.4.1 Hipdtesis General

El extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus posee

efecto antimicético en los cultivos de Candida albicans.

1.4.2 Hipotesis Especifica

1) El extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus

presenta metabolitos con actividad antimicotica.

14



1.5

2) Los cultivos de Candida albicans son inhibidos por el

extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus.

Justificacion e Importancia de la Investigacion

Actualmente el mercado farmacéutico ofrece medicamentos tanto de
uso topico como sistémico contra infecciones micéticas, estos
provocan reacciones adversas Yy resistencias, las cuales pueden
afectar el sistema inmunolégico de las personas. La medicina
tradicional es una alternativa ya que no presenta contraindicaciones.
Debido a ello esta investigacion brinda un avance del conocimiento
sobre Texao Tropaeolum majus como medicina alternativa; Texao
es una planta silvestre anual, lo que la hace facil de conseguir y
recolectar; y contribuye a resolver un problema de salud como el de
la micosis, infeccion causada mayormente por Candida albicans. Los
resultados obtenidos en esta tesis pueden extenderse a otras areas
de interés para la salud y a diferentes grupos sociales y econémicos.
Dando la posibilidad de que Texao Tropaeolum majus sea utilizado
como una alternativa terapéutica con menos efectos adversos en el
tratamiento de enfermedades micoéticas en la poblacion en general,
asi mismo contribuye con informacion para la mejora continua de
futuras investigaciones y también permitira que la poblacién de bajos
recursos econdémicos pueda acceder a un tratamiento antimicotico

para candidiasis a base de extractos naturales.
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CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion:

2.1.1 Antecedentes Internacionales

La investigacion realizada por Roberto Davicino, Maria Aida
Mattar, Blas Micalizzi, Yolanda Angelina Casali, Elisa Margarita
Pettenati y Silvia Graciela Correa en Argentina en el afio 2007
titulada “ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE
PLANTAS USADAS EN MEDICINA POPULAR EN
ARGENTINA”, hace referencia al estudio de los extractos de 10
plantas utilizadas en medicina popular en Argentina que fueron
ensayadas para estudiar la actividad antifungica “in vitro” contra
cuatro cepas de hongos. De todas las plantas testeadas, solo
cuatro mostraron actividad antifingica y fueron las siguientes:
Larrea  divaricata Cav, Gnaphalium gaudichaudianum D.C,

Baccharis trimera Less y Schinus terebenthifolius.®

La investigacion realizada por Cecilia Tapia P., Diego Soto M.,
Leonardo Vergara G., Claudio Alburquerque O., Andrea Maccioni
R., Ana M. Matamata C., German Hermosilla D. y Sergio Bucarey
V., en Chile en el afio 2009 titulada “EFECTO ANTIFUNGICO DE
QUITOSAN DE ALTO PESO MOLECULAR EN CEPAS DE
CANDIDA SP AISLADAS DE MUESTRAS CLINICAS”, refiere
un estudio para evaluar el efecto antifungico de quitosan de alto
peso molecular en cepas clinicas de Candida sp., mediante un
meétodo de microdilucion en caldo. Sus resultados mostraron que
el quitosan de alto peso molecular, presentd actividad antifungica

contra cepas clinicas de Céandida sp., incluyendo C. glabrata y

16



que esta actividad ocurria a pH acido. Este compuesto podria
utilizase en candidiasis vulvovaginal que cursa a pH 4 - 4,5.%

La investigacion realizada por Leopoldina de Fatima Dantas de
Almeida, Yuri Wanderley Cavalcanti, Ronaldo Lira Junior,
Edeltrudes de Oliveira Lima y Ricardo Dias de Castro realizada en
Cuba en el afio 2012 titulada “EFECTO ANTIMICOTICO DE LAS
TINTURAS A PARTIR DE PROPOLEO Y POMEGRANATE
CONTRA LAS ESPECIES DE CANDIDA”, hace referencia al uso
de productos naturales en Estomatologia como fuente alternativa
contra las enfermedades orales, incluyendo las infecciones
micéticas, generalmente causadas por Candida spp. La actividad
antimicética de las tinturas fue evaluada por el método Minimum
Inhibitory ~ Concentrationen  Agar  Dextrosa  Saburaud.
Concluyendo que las tinturas a base de pomegranate y propéleo
tuvieron actividad antimicética sobre las cepas evaluadas,
excepto en el caso de la tintura a base de propdleo sobre Candida
albicans.®

2.1.2 Antecedentes Nacionales

La investigacion realizada por Ruiz Quiroz Julio Reynaldo y
Huamani Achata Maria Elena en Perd afio 2005, titulada
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA CONTRA
CANDIDA ALBICANS Y ASPERGILLUS NIGER DE 10
PLANTAS MEDICINALES DE 3 DEPARTAMENTOS DEL
PERU, hace referencia a la actividad antiftingica in vitro de doce
extractos etanolicos correspondientes a diez plantas medicinales
peruanas. La actividad antifingica se evalu6 mediante los
métodos de difusion en agar y dilucibn en agar para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los
microorganismos de prueba utilizados fueron las levaduras

Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans cepa clinica,
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asi como, el hongo filamentoso Aspergillus niger ATCC 16404. De
doce extractos investigados, seis presentaron actividad
antifingica, ningan extracto mostré actividad consistente frente a
la cepa clinica de Candida albicans y Aspergillus niger ATCC
16404. Los antifangicos Nistatina y Fluconazol fueron incluidos en

el estudio como controles positivos.®

La investigacion realizada por Milagros Rosalia Marca Cuello en
Per( afio 2013 titulada ACTIVIDAD ANTIMICOTICA “in vitro”
DEL ACEITE ESENCIAL Cinnamomun zeylanicum Breyn
“Canela” FRENTE A Candida albicans ATCC 6538, TACNA,
2012, tuvo como objetivo determinar la actividad antimicoética “in
vitro” del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
“canela” frente a Candida albicans ATCC 6538. Se concluyo6 que
el aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn presenta

actividad antimicética frente a Candida albicans.’

2.2 Bases Tedricas:

2.2.1 Texao “Tropaeolum majus”

2.2.1.1 Clasificaciéon Taxondmica

Reino: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Geraniales
Familia: Tropaeolaceae
Genero:  Tropaeolum

Especie:  Tropaeolum majus L

18



Segun el Anexo N°3, donde se muestra la certificacion
botanica de Texao Tropaeolum majus utilizada en éste
trabajo, realizada en el Herbarium Areqvipense (HUSA)
del Departamento Académico de Biologia de la

Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

2.2.1.2 Nombres Comunes:

Texao, Mastuerzo, Capuchina

2.2.1.3 Origen y distribucién

Se desarrolla en la costa, sierra y selva de nuestro pais,
hasta una altitud de 3,000 msnm. Esta planta ha sido
cultivada desde épocas prehispanicas y se desarrolla de
manera silvestre en las vertientes andinas, asi como en
parques Yy jardines. En una de sus crénicas el Padre
Bernabé Cobo escribié: "Los Indios le llaman ticsau y los
Espafioles Mastuerzo de las Indias. En Sudamérica es
posible encontrarla en estado silvestre, desde México

hasta Argentina®

Eduardo Ugarte y Chocano, presidente de la Asociaciéon
de Defensa y Proteccion del Centro Historico de Arequipa
(ASDEPROA), sefiala que su capullo fue elegido por los
arequipefios como uno de los emblemas de la Ciudad
Blanca a inicios de la Republica y comienzos del siglo XIX.
"Esta solo brota en la campifia local. La Corona Espafiola
nomind a la flor de liz para Arequipa, sin embargo, los

arequipefios eligieron el texao", indica.®
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La capuchina es junto con la papa, el tomate y el maiz,
uno de los grandes regalos que el continente americano
hizo al europeo. Es muy posible que la capuchina llamara
la atencion de los conquistadores espafioles como simple
planta ornamental, y con esa intencion se la llevaron al
viejo mundo. Pronto, sin embargo, se pusieron de
manifiesto sus notables propiedades medicinales. Segun
parece fue Francisco Hernandez el primero en escribir
sobre las virtudes de esta planta, en su obra Historia de
las plantas de México, publicada en 1615. En la obra
“Flora espanola”, Font Quer dice de esta planta: vino a
Espafia del Peru por manos de nuestros descubridores,
donde se cria con abundancia en terrenos hiumedos; todo
el afio hecha flores y hojas. Y mas adelante afade:
Monardes, en “Historia de Drogas”, dice que la planta
machacada aplicada en las heridas recientes, las cura y
cicatriza. EI mastuerzo de indias es de un gusto picante,
como el mastuerzo vulgar de las huertas, por lo que sus
hojas y flores, comidas en ensaladas, son buenas para

las Ulceras de la boca.1?

El director de Peru Natural, Deiter Linares, comenta que
el mastuerzo es una planta medicinal muy usada en el
imperio Inca como antihongos natural. Muchas personas
adultas recuerdan esta bella flor naranja que en 24 horas
desaparece los llamados empeines de la piel. Sélo es
necesario aplicarnos una flor en la zona afectada vy listo,
adiés hongo del dia playero. EI mastuerzo abunda en
parques y jardines de todo el Perd, sin embargo los
peruanos del siglo XXI hemos olvidado sus maravillosas
cualidades. Deiter Linares afirma que esta planta es muy

facil de cultivar en macetas o hasta en cajones.
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Simplemente siembre un trozo de la enredadera con algo
de aguay listo en pocos meses tendremos una explosion
de color verde agua (de las hojas) y naranja, rojo y

amarillo (de las flores).'!

2.2.1.4 Descripcion botanical?

Planta anual herbacea, a menudo robusta o ligeramente
suculenta, trepadora, rara vez pubescente (presencia de
pelos), otras veces glabra (ausencia de pelos y
glandulas).

Hojas peltadas (peciolo no se inserta en la parte basal de
la hoja sino a cierta distancia del borde, a manera de
escudo), con estipulas (apéndices dobles) pequefas
caducas; lamina de 10 x 10 cm 0 en ocasiones
suborbicular (casi de forma redondeada), con 7 a 11
nervios principales, no ramificados, margen entero u
ondulado, apice no mucronado (no puntiagudo) en las
hojas adultas.

Flores sobre pedicelos (ramita o rabillo que sostiene una
inflorescencia o un fruto) en general igualmente o menor
que los peciolos (rabillo que une la lamina de una hoja a
su base foliar o al tallo). Caliz en general verde amarillento
o verde, I6bulos lanceolados, agudos, el inferior de 15 a
18 x 8 a 9 mm, el superior en ocasiones menor, espolén
(saliente) de 25-35 mm de longitud, inflado, con la mitad
distal ligeramente curvada, mas oscura en ocasiones en
la base. Pétalos heteromorficos, marréon claro a purpura
negruzco, a menudo manchado, el superior de 30 a 40
mm de longitud, no mucronado, con margen en ocasiones
ondulado, el inferior de 15 a 20 mm. Mericarpos (fruto

seco) de 10 mm de longitud, carnosos.
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2.2.1.5 Composicion Quimical®

Aceite esencial con heterésidos  sulfurados:
glucotropeoldsido, que libera isotiocianato de bencilo.
Flavonoides. Acido oxalico. Sales minerales. Las hojas
contienen acido ascérbico e isoquercitrosido. Las flores,
helenina.

El mas importante de sus componentes es un glucésido,
la glicotropeolina, que, por descomponerse con gran
facilidad, no puede aislarse. En presencia de un fermento
gue produce la misma planta, la mirosina, se descompone
en dextrosa, sulfato acido de potasio y esencia de berro,
idéntica a la del mastuerzo. Por lo menos las tres cuartas
partes de esta esencia estan constituidas por esencia de
mostaza bencilica.

En las semillas se forma un aceite graso, compuesto, en
su mayor parte, de trierucina. Las flores contienen una
materia colorante, llamada sorbusina, y otros pigmentos

del grupo de las carotinas.®

2.2.1.6 Acciones Farmacolégicas'®

El isotiocianato de bencilo le confiere propiedades
antibidticas y expectorantes; el glucotropeoldsido,
coronariodilatadoras 'y cardiotonicas. Ademas es
aperitivo, digestivo, diurético, antifingico, antitusivo y
rubefaciente, estimulando el cuero cabelludo.

Tanto en sus hojas como en sus flores y frutos se
encuentra una sustancia con accion antimicrobiana que
actia como un verdadero antibiotico bacteriostatico, que
impide la reproduccion de numerosos microorganismos

patdgenos
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La inmensa mayoria de los antibiéticos, estan producidos
por hongos o bacterias. La capuchina es una de las pocas
plantas superiores conocidas, capaz de producir una
sustancia natural de accién antibidtica, que presenta
ademas la ventaja de no destruir la flora bacteriana, ni
provocar sensibilizaciones o reacciones alérgicas.

Todas las partes de la planta contienen un glucosido
sulfurado, la glicotropeolina, que, por la accion de la
mirosina, una enzima contenida en la misma planta que
se libera al partirla o triturarla, produce, entre otras
sustancias un aceite esencial azufrado de potente accion
antibiotica. Después de ingerida la planta este aceite
esencial pasa a la sangre y se elimina a través de las vias
respiratorias y urinarias. En estos 6rganos alcanza una
mayor concentracion y desarrolla su  efecto
antimicrobiano, impidiendo el crecimiento y multiplicacion

bacteriana.1

2.2.1.7 Otros Usos®

o MEDICINAL:

o Comer sus hojas o beber la infusion de ellas actua
contra las afecciones respiratorias y los malestares
genito-urinarios.

o La planta fresca es utilizada como un efectivo
antiescorbutico.

o Se le utilliza como cataplasma para curar
enfermedades de la piel.

o La planta fresca machacada y aplicada al cabello

estimula el crecimiento capilar.
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o Combate la cefalalgia al aplicar en la frente y las
sienes pafios humedos con el cocimiento de las
hojas y flores.

o Se usa contra las almorranas al hacer enjuagues
con el cocimiento de la planta en vino.

o También es un buen analgésico, somnifero,
desinfectante y cicatrizante, ademas de actuar
contra el afta, inflamaciones bucales, dolores
musculares y la caspa.

o El cataplasma hecho con las flores ayuda a

desinflamar el orzuelo.

ALIMENTICIO: se utiliza en la alimentacion desde

tiempos prehispanicos.

o Las hojas frescas se preparan en ensaladas y tienen
un sabor similar al berro.

o Las flores también se consumen en ensaladas.

o Los frutos verdes se emplean para preparar

encurtidos.

PLAGUICIDA:

o El cocimiento de las flores se utiliza para matar
pulgas

o Las hojas machacadas en agua para fumigar

pulgones y otras plagas de las plantas.

TINTE: De los tallos se obtiene un tinte de color

amarillo.

VETERINARIA: Se le da de comer mastuerzo a los

pollitos para prevenir enfermedades.
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e ORNAMENTAL: Por sus vividos colores, esta planta es

utilizada como especie ornamental.

2.2.1.8 Requerimientos para su Desarrollo®

e LUZ SOLAR: Tolera desde pleno sol hasta media
sombra, sin embargo el exceso de sombra puede

inhibir la floracion.

e RIEGO: El terreno donde desarrolla debe mantenerse

fresco, pero sin excederse en los riegos.

¢ BAJAS TEMPERATURAS: Esta planta no tiene mucha
resistencia a las bajas temperaturas, no logrando

sobrevivir a las heladas.

e ALTAS TEMPERATURAS: Puede resistir altas

temperaturas.

e TIPO DE SUELO: Prefiere suelos bien drenados, no
obstante puede crecer en suelos secos y pobres. El
suelo debe ser abonado con productos pobres en

nitrdgeno pero abundantes en fasforo.
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Grafico N°1: Parte aérea de Texao Tropaeolum majus

Fuente: Las plantas para la Salud®
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Gréafico N°2: Morfologia de Texao Tropaeolum majus

A: Habito de Tropaeolum majus

B: Flor de Tropaeolum majus

C: Seccibn longitudinal de la flor de Tropaeolum majus

D: Gineceo de Tropaeolum majus

E: Seccion transversal del ovario de Tropaeolum majus
F: Pétalo unguiculado y laciniado de Tropaeolum majus

G: Fruto de Tropaeolum majus

Fuente: Taxonomia de las faner6gamas Utiles del Per(*2.
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2.2.2 Candida albicans

2.2.2.1 Descripcion Morfologica:

Hongo dimorfo que forma largas pseudohifas, hifas y
blastoconidios (células gemantes subesféricas de 3-8 x 2-
7 um). Asimilan y fermentan azlcares. Numerosas
clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas, con
gruesa pared refringente (8-16 um de diametro), situadas
al final de las hifas, pseudohifas o laterales sobre
blastoconidios ovalados. Colonias de crecimiento rapido,
circulares, lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas,
de bordes precisos, centro ligeramente prominente, con

olor a levadura.4

El género Candida es una levadura capaz de producir
pseudomicelio, es un microorganismo unicelular globoso
u ovoide de 3 a 7 micras y que forma yemas gemantes. Si
candida se identifica directamente en los tejidos del
huésped, se observan levaduras con pseudofilamentos.
Es necesaria la presencia de factores oportunistas para

que se desarrolle la enfermedad candidiasis.®

28



Gréafico N°3: Candida albicans

Vista en Microscopio de Luz, 100X

A) Tubo germinal de Candida albicans obtenido en suero humano.
B) Blastoconidio con pseudohifa.

Fuente: Importancia de la identificacion de levaduras?®
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Grafico N°4: Clamidosporas de Candida albicans

Vista en Microscopio de Luz, 40X.

Fuente: Importancia de la identificacion de levaduras®®

Grafico N°5: Cultivos de Candida albicans

Fuente: Candida el enemigo silencioso?’
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2.2.2.2 Clasificacion?'8

Existen mas de 150 especies de Candida pero solamente

7 u 8 presentan importancia meédica:

. albicans

. tropicalis

. pseudotropicalis
. krusei

. parapsilosis

. guillermondii

. zelanoydes

. glabrata

Solo algunas especies presentan fase sexuada vy
pertenecen a los Hemiascomycotina o]

Hemibasidiomycotina.

2.2.2.3 Micosis Superficiales®®

Se llama asi a un grupo de afecciones que atacan a la
capa cornea de la piel, sus anexos (pelos y uiias) y las
membranas mucosas. Se trata de la micosis que con
mayor  frecuencia afecta a las  personas,
aproximadamente en un 20% de la poblacion mundial de
acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud. Estas

enfermedades son:

e Causadas por Actinomycetales:
o Eritrasma
o Queratolisis plantar punctata

o Tricomicosis
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e Causadas por Eumycotas:
o Pitiriasis versicolor y pitirosporosis

o Piedras

o

Tinea nigra
Dermatoficias

o

° Epidermoficias
° Microsporias
° Tricoficias

o Candidiasis

2.2.2.4 Patogenia®®

Se involucra la adherencia de la levadura a las células
epiteliales a través de los mananos de su pared. Este es
el primer paso que permite la emision de tubos
germinativos que penetran en las células e inician la
invasion tisular. EI mecanismo exacto por el cual este
hongo produce inflamacién es aun desconocido, pero se
sugiere la existencia de una enzima o toxina extracelular

capaz de iniciar la respuesta inflamatoria.

2.2.2.5 Clinical®

e Candidiasis oral: Es la forma mas comun de esta
enfermedad debida a la colonizacién por C. albicans.
Se presenta mayormente en: recién nacidos y
lactantes, por el bajo pH; en personas que usan
prétesis dentarias y en aquellos con las defensas
disminuidas (inmunosuprimidos). Comienza como
pequefias maculas rojas que luego se cubren de

granulaciones blanquecinas.
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¢ Vaginitis y balanitis: La diabetes, el embarazo y el uso
de anticonceptivos, antibioticos e inmunodepresores
favorecen la presentacion de vulvovaginitis.
Caracterizada por flujo blanco espeso, con aspecto de
yogurt. La balanitis es poco frecuente y puede ser la
primer sefal clinica de diabetes, también puede
producirse por transmision sexual. Caracterizada por
enrojecimiento del glande con secrecién acumulada en
el surco balano-prepucial; tiene sintomatologia de

prurito e intensa molestia.

¢ Intertrigos: Son lesiones humedas, enrojecidas, de
bordes nitidos con aspecto de piel escaldada; el
pliegue suele estar fisurado y la lesion esta rodeada de
pequefias vesiculas y pustulas, por la ruptura de las

mismas se originan puntos rojos con secrecion.

e Onicomicosis: Producida generalmente por
traumatismos en personas que mantienen mucho
tiempo los dedos sumergidos en agua, y muchas veces
va acompafado de infeccién bacteriana. La invasion de
la ufla es coman y comienza por el borde lateral y se
extiende al resto de la misma, puede presentar surcos
transversales. en casos cronicos la ufa resulta

totalmente destruida.

¢ Sicosis: Son lesiones agudas pustulosas del foliculo
piloso en la zona de la barba generadas por hongos

transitorios en huéspedes inmunocompetentes.
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e Candidiasis mucocutanea cronica: se presenta
habitualmente en nifios con inmunodeficiencias
severas. Existen cuatro formas clinicas:

o Familiar: afecta a nifos de ambos sexos con
lesiones ungueales y orales.

o Difusa: corresponde al granuloma candidiasico, que
fue la primera forma clinica descrita; se presenta
como papulas vascularizadas.

o Sindrome endocrino-monilidsico: asociado a
hipotiroidismo, hipoparatiroidismo e hipocorticalismo

o De presentacion tardia: presente en personas
mayores a 35 afios, asociada a diabetes,
corticoterapia, inmunosupresores 'y  tumore

malignos.

2.2.2.6 Candidiasis!®

Es wuna infeccibn habitualmente endbégena que
compromete piel, ufas, mucosas (oral y vaginal),
semimucosas en las formas superficiales o puede
diseminarse y tornarse sistémica (endocarditis, sepsis,
meningitis, etc.). Es causada por varias especies del
genero Candida, pero la mas frecuente es Candida
albicans que constituye parte de la flora normal del tracto
gastrointestinal. La colonizacioén inicialmente se produce
en el canal del parto.

C. albicans se aisla entre el 20 y 50% de la cavidad oral
de personas sanas. Hay portacion asintomatica en la
vagina del 10 al 17% de mujeres no gestantes y este valor

aumenta hasta 35% en embarazadas.
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Cuando Céandida se hace invasora las localizaciones
sistémicas pueden ser multiples. Los tejidos mas
frecuentemente afectados por metastasis séptica en
orden de frecuencia son: rifiones, higado, bazo, cartilagos
costales, foliculos pilosos y vértebras.

La candidiasis sistémica se caracteriza clinicamente por
la presencia de fiebre persistente que no responde a los
distintos esquemas antibioticos que se emplean y por el
deterioro progresivo de las distintas funciones orgéanicas,
aunque este es mas lento que la sepsis de origen

bacteriano.

2.2.2.7 Generalidades de la Candida®®

Aunque las lesiones originadas por Céandida eran
conocidas ya en la antigiedad, el hongo fue descubierto
por Lagenbeck en 1839. Dos afios mas tarde, Berg
demostrd que era la causa de las aftas bucales del recién
nacido. En 1843, Robin le dio el nombre de Oidium
albicans (levadura en forma de huevo). En 1923, Berk-
hont propuso el nombre definitivo a la especie Candida
albicans, término que sustituyé a los numerosos
propuestos con anterioridad. Finalmente, Castellani en
1927 describi6 las caracteristicas de la candidiasis

broncopulmonar e incluyé las levaduras entre los hongos
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2.2.3 Marcha Fitoquimica?®°

Un gran porcentaje de los principios activos de las plantas esta
comprendido dentro de los llamados Productos Naturales o
Metabolitos Secundarios, que son compuestos quimicos de
estructura relativamente compleja, y de distribucibn mas
restringida y mas caracteristica de fuentes botanicas especificas,
gue los llamados Metabolitos Primarios.

Se ha desarrollado una serie de métodos para la deteccion
preliminar de los diferentes constituyentes quimicos en las
plantas, basados en la extraccion de estos con solventes
apropiados y en la aplicacion de pruebas de coloracion y

precipitacion.

2.2.3.1 Metabolitos:

e Carbohidratos (azucares): A la muestra problema se le
agrega unas gotas de reactivo Molish A mas H2S04 en

zona. La reaccion positiva da un anillo color violeta.

e Azucares reductores: A la muestra problema se agrega
Fehling A y Fehling B y calentar. La reaccion positiva

da coloracion rojo ladrillo.

e Compuestos fenodlicos: A la muestra problema se le
agrega gotas de CI3Fe al 1%. La reaccion positiva da

coloracion verde o azul.

e Taninos: A la muestra problema se le agrega gotas de
reactivo Gelatina. La reaccion positiva da precipitado

denso blanco.
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¢ Flavonoides: A la muestra problema se agruega gotas
de reactivo Shinoda (Mg metalico + HCI concentrado).

La reaccion positiva da coloracion roja

¢ Naftoquinonas, antronas y antranonas: A la muestra
problema se agrega gotas de reactivo Borntrager
(NaOH 5%). La reaccién positiva da coloracion roja.

e Alcaloides: A la muestra problema se le agrega gotas
de reactivo Dragendorff. La reaccion positiva da

precipitado rojo ladrillo.

¢ Alcaloides: A la muestra problema se le agrega gotas
de reactivo Mayer. La reaccion positiva da precipitado

blanco.

e Saponinas: Agitar fuertemente la muestra problema. La

reaccion positiva da produccion de espuma

2.2.3.2 Mecanismo de accion de metabolitos?!

Entre los metabolitos secundarios, los compuestos
fendlicos (como fenoles y flavonoides) se caracterizan por
tener actividad antimicrobiana. El efecto de estos
compuestos se ha observado principalmente en hongos
causantes de problemas de salud en humanos, como
Céandida.

Se considera que el mecanismo involucrado en la
actividad antimicrobiana frente a este tipo de patégenos
puede estar relacionado con la inhibicion de la
germinacion de los conidios del hongo. Otro posible

mecanismo puede ser la inactivacién de la sintesis de
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aminoacidos esenciales causada por la interferencia en
las reacciones del fosfoenolpiruvato, la eritrosa-4-fosfato
y el acido shiquimico, lo cual favorece la produccion de
triptéfano y disminuye la produccion de fenilalanina o

tirosina.

2.2.4 Método de difusion en placa para el estudio de la sensibilidad
antimicética segun el “Clinical Laboratory Standard Institute”
(CLSI, antes NCCLS)?%?

La utilidad de los métodos de sensibilidad basados en la difusion
del antifungico a partir de discos o tabletas ha estado limitada por
los problemas de difusion en agar de los mismos y por su falta de
correlacion con la clinica. En el afio 2003, se estandarizo el
método de difusidén-disco y en el 2004 publico el documento

definitivo para Candida spp. con fluconazol y voriconazol.

2.2.4.1 Fundamento??;

Es el mismo que para las bacterias, esta basado en el
estudio de la sensibilidad de las levaduras a los
antifangicos en funcién del halo de inhibicion producido
por la difusion del antifingico en un medio de cultivo
sélido. Los pasos a seguir son los mismos que para las

bacterias pero con algunas modificaciones.
2.2.4.2 Medio de cultivo??:
Mueller Hinton agar (MHA) suplementado con 2% de

glucosay 0,5 ug/ml de azul de metileno (pH 7,2 — 7,4). Se

puede incorporar los suplementos cuando se prepara el
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medio o bien incorporar los suplementos a las placas de
MHA ya preparadas.

La adicion de glucosa proporciona un mejor crecimiento
de las levaduras y el azul de metileno aumenta la
definicion de los halos de inhibicion. Ademas, el medio
MHA con glucosa y azul de metileno permite diferenciar
mejor las cepas sensibles y resistentes a fluconazol.
Aunque hay poca diferencia entre la lectura a las 24 y 48

h, se recomienda realizarla a las 24 h.

Solucién madre de glucosa (40%)
cGluCOSa . . .. 40 g
eAguadestilada........ ... ... 100 ml

Calentar suavemente hasta completa disolucion de la glucosa.

Soluciéon azul metileno (5 mg/ml)
* Azul metileno .. ............ 0,1g

*Aguadestilada............. 20 ml

2.2.4.3 Solucién madre de glucosa-azul de metileno (GAM) 22

1. Adadir 200 pl de la solucién de azul de metileno a 100
ml de la solucién madre de glucosa para obtener una
solucion GAM con una concentracion final de glucosa de
0,4 mg/mly 10 pg/ml de azul de metileno.

2. Dispensar en viales en alicuotas de 3,50 1,5 ml.

3. Esterilizar en autoclave 25 min a 121 °C.

4. Guardar a temperatura ambiente (maximo 1 afio)
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2.2.4.4 Preparacion de placas MHA suplementado con glucosa y

azul de metileno??

1. Preparar el medio de MHA siguiendo las indicaciones
del fabricante y afladir 20 g de glucosa por litro de medio.
2. Anadir 100 pl de la solucion de azul de metileno (5
mg/ml) por cada litro de medio.

3. Esterilizar en autoclave.

4. Dejar enfriar el medio a 45-50 °C y llenar las placas a
razén de 28-30 ml de medio para placas de 9-10 cm de
didmetro y 67-70 ml si son de 15 cm (altura de la capa de
agar 4 mm).

5. Dejar enfriar y guardar en nevera. Una vez preparadas
las placas se pueden almacenar durante 7 dias a menos
gue se tomen precauciones adicionales que eviten el

secado de las placas

2.2.4.5 Suplementacion de las placas de MHA con glucosa y azul

de metileno?2

1. Verter 1,5 ml de la solucion de GAM sobre la superficie
de la placa de MHA de 9-10 cm 0 3,5 ml si es de 15 cm.
2. Repartir el liquido uniformemente por toda la superficie
de la placa con ayuda de un asa de cristal o bolas de
cristal.

3. Dejar a temperatura ambiente o en el refrigerador el
tiempo necesario para que se absorba todo el liquido
antes de proceder a la inoculacion de la placa. El tiempo
depende de la humedad de la placa, en general de 4 - 18
h.
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2.2.4.6 Preparacion del inéculo??:

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias =1
mm y de 24 h de crecimiento en placa de Agar Sabouraud
Dextrosa (SDA) que se resuspenden en un tubo de
solucién salina estéril (CINa 0,85%). se ajusta a una
densidad optica 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad
necesaria de solucion salina. Esta solucion tiene una

concentracion aproximada de 1x106 - 5x108 UFC/ml.

2.2.4.7 Inoculacion de las placas??

1. Sumergir una torunda de algodoén en la suspensién del
indculo de 0.5 McFarland.

2. Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las
paredes del tubo.

3. Sembrar la placa uniformemente.

4. Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.
2.2.4.8 Inoculacion del extracto por el método de cilindro?®

Cuando las superficies de agar se encuentren frias y

secas, se realizan sobre las mismas los cilindros con un

sacabocados esterilizado.

Cada una de las diluciones del extracto a ensayar es

colocada dentro de los cilindros y luego se incuban.

2.2.4.8 Temperatura y tiempo de incubacion??:

Incubar a 35 °C durante 20-24 h para Candida spp. y 48

h para Cryptococcus spp.
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2.2.4.9 Lectura??:

Si no hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer
alas 48 h.

Medir el halo de inhibicibn donde se produce una
reduccion importante del crecimiento.

La lectura es subjetiva y se requiere experiencia para dar
medidas exactas.

La presencia de micro colonias en el borde del halo de
inhibicion o de colonias grandes en el interior del halo

deben ser ignoradas.

2.2.4.10 Interpretacion de los Resultados?:

Estas categorias estan basadas en los puntos de corte
gue se establecieron mediante el método de dilucion en
caldo, las concentraciones séricas que el antibidtico
alcanza en suero y su distribucién para la especie

estudiada.

Tabla N°1: Equivalencia de didmetro de halo para Candida

Antifungico Concentracion  Halo de Inhibicion (mm)

R SDD S
Fluconazol 25 ug <14 15-18 =219
Anfotericina B 10 pg <10 11-14 =215
Itraconazol 8 ug <10 11-14 =15
Ketoconazol 15 ug <20 21-27 =28
Voriconazol 1 g <13 14-16 =217

Leyenda: Resistente (R); Sensible dependiente de dosis (SDD); Sensible (S)
Fuente: Métodos estandarizados por el Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) para el estudio de la sensibilidad a los antifiingicos??
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2.3 Definicién de Términos Bésicos:

2.3.1 Antimicético?*:;
Son moléculas que ayudan a luchar contra los hongos, también
conocidos como micosis. Ciertas formas de antimicéticos son de
uso local: cremas, unguentos, champus o polvos, cuando el area
afectada se encuentra disponible, como en el caso de candidiasis,
boca, la piel o el cabello en los casos de tifia. Sin embargo, el
modo de administracion puede ser oral, especialmente en el

tratamiento de hongos del tracto digestivo.

2.3.2 Berro®®;
Planta herbacea de tallos gruesos de la familia de las Cruciferas,
que crece en lugares humedos, con varios tallos de unos tres
decimetros de largo, hojas compuestas de hojuelas lanceoladas,
y flores pequefias y blancas; toda la planta tiene un sabor picante

y las hojas se comen en ensalada.

2.3.3 Cultivo Microbiol6gico?®:
Es un método para la multiplicacion de microorganismos, tales
como bacterias, hongos y parasitos, en el que se prepara un
medio Optimo para favorecer el proceso deseado. Un cultivo es
empleado como un método fundamental para el estudio de las
bacterias y otros microorganismos que causan enfermedades en

medicina humana y veterinaria.

2.3.4 Empeines?’:
Se describen como una mancha en la piel, de un aspecto mas
claro que el resto de la dermis, con forma circular y aspecto
escamoso, que da mucha picazon o comezén debido a la

resequedad. Son causados por hongos o bacterias o levaduras,
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siendo las zonas con climas tropicales o célidos las mas

afectadas.

2.3.5 Extracto?®:
Es una sustancia obtenida por extraccidbn de una parte de
una materia  prima, a menudo usando un solvente
como etanol o agua. Los extractos pueden comercializarse

como tinturas o en forma de polvo.

2.3.6 Extracto acuoso?®:
Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un animal
gue contiene la porcion biolégicamente activa sin el residuo

celular.

2.3.7 Extracto etanolico:
Preparacion en etanol de la sustancia de una planta o un animal
que contiene la porcion biolégicamente activa sin el residuo

celular.

2.3.8 Fitoquimica°:
La Fitoquimica es una disciplina cientifica que tiene como objeto
el aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion de la estructura 'y
caracterizacion de la actividad biolégica de diversas sustancias

producidas por los vegetales.

2.3.9 Halo de Inhibicion?!:
Zona alrededor de un disco de antibi6tico en un antibiograma en
el gue no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar
inoculada con el germen. Es una medida de la potencia del

antibiético frente al microorganismo.
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2.3.10 Metabolito3?:
Es cualquier molécula utilizada, capaz o producida durante el
metabolismo. El primer metabolito de la ruta suele denominarse

sustrato, el ultimo producto y el resto metabolitos intermediarios.

2.3.11 Metabolito Primario33:
Se producen en el curso de las reacciones metabdlicas
anabdlicas o catabdlicas que tiene lugar durante las fases de
crecimiento y que contribuyen a la produccién de energia por las
células. Cumplen funciones muy diversas en los seres Vivos Yy
tienen diferentes capacidades como materiales de partida

(precursores) para los metabolitos secundarios.

2.3.12 Metabolito Secundario®3:
Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos organicos
sintetizados por el organismo que no tienen un rol directo en el
crecimiento o reproduccion del mismo. A diferencia de lo que
sucede con los metabolitos primarios, la ausencia de algun
metabolito secundario no le impide la supervivencia, si bien se

vera afectado por ella, a veces gravemente.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo de Investigacion

e Aplicada

Nivel de Investigacion

e Explicativo

Método de Investigacién

e Deductivo: De lo general a lo particular
e Especifico

e De laboratorio

e Método de difusion en placa

Disefio de Investigacion

e Cuasi - experimental: Porque se influye en las variables para medir el

efecto solo se describe el fenémeno.

Poblacién y Muestreo de la Investigacion

3.5.1 Poblacién

Parte aérea de la planta de Texao recolectada en el distrito

de Characato a 2459 m.s.n.m. en la provincia de Arequipa

3.5.2 Muestra

100 gramos de parte aérea de la planta de Texao.
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3.6 Variables e Indicadores

Tabla N°2: Variables e indicadores

Efecto antimicético Presencia de
del extracto metabolitos
etandlico de Texao

Tropaeolum majus

Inhibicién de los Diametro del halo
cultivos de Candida de inhibicion
albicans.

Fuente: Elaboracion propia

3.7 Procedimiento, Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de
Datos:

3.7.1 Procedimiento

3.7.1.1 Preparacion de la muestra

e Coleccion e identificacion:

La parte aérea de la planta de Texao Tropaeolum
majus fue recolectada el 19 de diciembre del 2015, en
el distrito de Characato a 2459 m.s.n.m., provincia de
Arequipa, departamento de Arequipa. La cantidad de
muestra recolectada fue de 200g entre tallos, flores y
hojas.

La clasificacion taxonomica de la muestra, se realizd
en el Herbarium Areqvipense de la Universidad
Nacional de San Agustin (Anexol).
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Grafico N°6: Lugar de coleccion de Texao

Tropaeolum majus.

Fuente: Elaboracion propia

e Obtencién de la muestra:
Se selecciond el material botanico en buen estado con
caracteristicas homogéneas y sin dafios fisicos
aparentes. Se limpi6, se lavé y se escurrio. Se coloco
la planta en papel periédico para el secado, una vez

seco se molio.

e Extraccion etandlica:

Se realizo la extraccion por el método de maceracion
alcohdlica. En un envase de vidrio color ambar, se
coloco 100 g de la muestra, luego se afiadié 500 ml de
etanol al 70% hasta que cubri6 por completo el
contenido de la muestra. Se agito diariamente, por 15
dias, el cual fue el tiempo de maceracion. Luego de
este tiempo se filtrd con papel Whatman N°2.
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3.7.1.2 Estudio fitoquimico:

Se realiz6 a partir del extracto etandlico de Texao
Tropaeolum majus obtenido anteriormente. El solvente
empleado para la extraccion de estos compuestos fue
etanol ya que estos metabolitos llegan a ser muy
polares, no se utiliz6 agua como solvente debido a la
desventaja de su alto punto de ebullicion. En la Tabla
N°3 se muestra el procedimiento y su reaccion positiva

respectivamente.
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Tabla N°3: Marcha fitoquimica del extracto etandélico de Texao

Metabolitos

identificados

Carbohidratos

(azucares)

Azucares

reductores

Compuestos

fendlicos

Taninos

Flavonoides
Naftoquinonas,

antronas y

antranonas.

Alcaloides

Alcaloides

Saponinas

Tropaeolum majus

Procedimiento

Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Molish A + H2SO4
en zona
Muestra problema (Mp) +
Fehling A + Fehling B

(calentar)

Muestra problema (Mp) + gotas
de CI3Fe al 1%

Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Gelatina

Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Shinoda ( Mg
metalico + HCI concentrado)
Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Borntrager (NaOH
5%)

Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Dragendorff
Muestra problema (Mp) + gotas
de reactivo Mayer
Agitar fuertemente la Muestra

problema (Mp)

Fuente: Elaboracion propia.

Reaccion

Positiva

Anillo color

violeta

Coloracién

rojo ladrillo

Coloracion
verde o
azul.
Precipitado
denso
blanco.

Coloracion
roja
Coloracion
roja

Coloracién

rojo ladrillo
Pp. blanco

Produccién

de espuma



3.7.1.3 Estudio del Efecto Antimicético

e Preparacién del medio de cultivo:

Se prepard Agar Muller Hinton (MHA) suplementado
con 2% de glucosa y 0,5 pg/ml de azul de metileno. La
solucion Glucosa Azul de Metileno (GAM) se incorpor6
al momento de preparar el medio. Esta preparacion se
esterilizé en autoclave por 25 min a 121°C, se verti6 en

placas Petri de 15 cmy se dej6 enfriar.

Gréafico N°7: Glucosa y Azul de Metileno

utilizados para la solucion GAM

Fuente: Elaboracion propia.
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¢ Preparacion de las diluciones de los extractos:

El extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus
obtenido anteriormente se llevo a rotavapor para la
evaporacion del etanol; de alli se obtuvo un extracto
seco, el cual se diluydé con agua destilada hasta
obtener las concentraciones de 25mg/ml, 50mg/ml y
75mg/ml. Se utiliz6 como control negativo etanol al
70% y como control positivo discos de Fluconazol 25

pg/disco (Merk).

Grafico N°8: Extracto seco de Texao

Tropaeolum majus

Fuente: Elaboracion propia.
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e Preparacion del inoculo:

Se preparé tocando con el asa de cultivo 5 colonias
21mm de Candida albicans ATCC 10231 y de 24 h de
crecimiento en placa de Agar Sabouraud Dextrosa
(SDA), se resuspendieron en un tubo de Cloruro de
sodio estéril, se ajustdé a una densidad Ooptica 0,5
McFarland, anadiendo la cantidad necesaria de
solucion salina. Obteniendo un inoculo de Candida
albicans ATCC 10231 equivalente a la concentracién
de 5x108 UFC/ml.

¢ Inoculacion de las placas:

Se realiz6 en condiciones asépticas, levantando la tapa
de la placa Petri en un angulo de 45°. Se sumergio una
torunda de algodon estéril en la suspension del indculo
a 0.5 McFarland, se sembro la placa uniformemente,
se dej6é secar por 5 min. Se aplicdé las distintas
concentraciones del extracto y el control negativo en
cilindros, como también los discos del control positivo
en las placas.

Se realizé 6 determinaciones por cada una de las

concentraciones del extracto.

e Temperaturay tiempo de incubacion:

Se incubd a 35°C durante 24h
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e Lectura:

Se realizo la lectura a las 24 horas, midiendo los
diametros de los halos de inhibicion donde se produjo
una reduccion importante del crecimiento de Candida
albicans. La presencia de microcolonias en el borde del
halo de inhibicién o de colonias grandes en el interior

del halo, fueron ignoradas.

3.7.2 Técnicas

e Experimentales.

e Bibliograficas.

e Observacionales.

3.7.3 Instrumentos

e Fichas de recoleccion de datos (ANEXO N°2)
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1Resultados de la Marcha fitoquimica del extracto etandlico de

Texao Tropaeolum majus

En el grafico N°9 se muestra las reacciones de coloracion que se obtuvo
como resultado de la marcha fitoquimica del extracto etandlico de Texao

Tropaeolum majus

Gréafico N°9: Marcha fitoquimica de extracto etandlico de Texao

Tropaeolum majus

Leyenda: Blanco (B), Carbohidratos (1), Azucares Reductores (2),
Compuestos Fendlicos (3), Taninos (4), Flavonoides (5), Naftoquinonas y

Antronas (6), Alcaloides (7,8).

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla N°4 y Grafico N°10 se muestran los resultados de la marcha

fitoquimica realizada al extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus,

segun la intensidad de la coloracién que se obtuvo.

Tabla N°4: Resultados de la marcha fitoquimica del extracto etandlico de

Texao Tropaeolum majus

Carbohidratos (azucares)
Azucares reductores
Compuestos fendlicos
Taninos

Flavonoides
Naftoquinonas, antronas.
Alcaloides

Alcaloides

Saponinas

Leyenda: Abundante (+++), Regular (++), Trazas (+), Ausencia (-)

Fuente: Elaboracion propia

+++

+++

+++

++

+++
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Grafico N°10: Resultados de la marcha fitoquimica
del extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus

Abundante

Regular

Trazas

Ausencia —_—
Metabolitos
u Carbohidratos M Azucares reductores B Comp fendlicos
Taninos B Flavonoides B Naftoguinonas
M Alcaloides M Alcaloides2 M Saponinas

Fuente: Elaboracion propia

4.1.1 Interpretacion y andlisis:

Como vemos en la Tabla N°4 y en el Grafico N°8 y N°9, el extracto
etandlico de Texao Tropaeolum majus presenta abundante
cantidad de carbohidratos, azUcares reductores, compuestos
fenolicos y flavonoides; regular cantidad de taninos; trazas

alcaloides y ausencia de naftoquinonas, antronas y saponinas.
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4.2 Resultados del analisis del efecto antimicético

En el Grafico N°10, N°11 y N°12 se observa los halos de inhibicion
formados por el extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus a las
diferentes concentraciones estudiadas, en las placas con cultivos de

Candida albicans

Grafico N°11: Cultivo de Candida albicans con extracto
etanolico de Texao Tropaeolum majus
a la concentracion de 25mg/ml

con halo de inhibicién de 14.1 mm

Fuente: Elaboracion propia.
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Grafico N°12: Cultivo de Candida albicans
con extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus
a la concentracion de 50mg/ml

con halo de inhibicién de 18.3 mm

Fuente: Elaboracion propia.
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Grafico N°13: Inhibicién de Candida albicans
con extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus
a la concentracion de 75mg/ml

con halo de inhibicién de 20.9 mm

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla N°5 y en el Grafico N°13 se muestran los resultados de las

formaciones de halos de inhibicidn en el estudio del efecto antimicético del

extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus sobre cultivos de Candida

albicans mediante el método de difusion en placa.

Tabla N°5: Resultados del estudio del efecto antimicético del extracto

etandlico de Texao Tropaeolum majus en cultivos de Candida albicans

13.3 151 142 144

-]-4.3
-20.2 21.3 205 214 215
-25.4

26.5 264 26.4 233

Fuente: Elaboracién propia.

F

13.2

18.2

20.7

23.7

Promedio

14.1

18.3

20.9

25.3
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Grafico N°14: Resultados del estudio del efecto antimicético
del extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus en
cultivos de Candida albicans

30

25

25,3
20,9
20 18,3
15 14,1
10
0
0

Concentraciones del extracto

Promedio de medida de halo de inhibicién
(mm)
(9]

m25mg/ml ®50mg/ml  ®m75mg/ml Control () mControl (+)

Fuente: Elaboracion propia

4.2.1 Interpretacion y andlisis:

Como se muestra en la Tabla N°4 y Grafico N°13, los resultados
de los didmetros de los halos de inhibicibn obtenidos en la
evaluacion del efecto antimicoético. En esta prueba se evidencia el
efecto antimicético del extracto etandlico de Texao Tropaeolum
majus en cultivos de Candida albicans ATCC 10231 (1x10°
UFC/ml). Presenté un halo minimo de inhibicién de 14.1mm en
promedio a la concentracion de 25mg/ml y un halo maximo de
inhibicion de 20.9mm en promedio a la concentracion de 75mg/ml.
También se reportan los resultados de los diametros de los halos
de inhibicion obtenidos con el control positivo de Fluconazol a la
concentracion de 25ug/disco, observandose un halo de inhibicién

promedio de 25.3mm. Haciendo una comparacion entre los halos
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de inhibicion del extracto y el control positivo podemos decir que
la concentracion de 75mg/ml se aproxima al halo de inhibicion
formado por el Fluconazol de 20.9mm en promedio.

Por lo tanto los cultivos de Candida albicans son resistentes (R)
frente al extracto a 25mg/ml, sensibles dependiendo de la dosis
(SDD) frente al extracto a 50mg/ml y sensibles (S) frente al
extracto a 75mg/ml; segun la Tabla N°1 dada por el Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) para el estudio de la
sensibilidad a los antifungicos.
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DISCUSION

Segun Olga Lock de Ugaz en su libro Investigacion Fitoquimica, el efecto
antimicético de los extractos de plantas se debe a la presencia de
metabolitos; por lo que se vio la necesidad de confirmar la presencia de
dichas sustancias relacionadas con las propiedades que se le atribuyen al
extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus, , realizando la marcha
fitoquimica en la que se identific6 en forma cualitativa: compuestos
fendlicos, carbohidratos, flavonoides caracterizados por tener propiedades

antimicrobianas y antimicaéticas.

Diferentes autores han informado sobre la actividad antimicotica de
diversos extractos de plantas usadas contra Candida albicans como
Roberto Davicino et al, en su investigacion “Actividad antifingica de
extractos de plantas usadas en medicina popular en Argentina”; Leopoldina
F. Dantas et al, en su investigacion “Efecto antimicotico de las tinturas a
partir de propdleo y pomegranate”; Julio R. Ruiz et al, en su investigacion
“‘Determinacion de la actividad antifingica contra Candida albicans y
Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3 departamentos del Perd”
y Milagros R. Marca en su investigacion “Actividad antimicética in vitro del
aceite esencial Cinnamomun zeylanicum breyn “canela” frente a Candida
albicans ATCC 6538”. Pero ninguno realiz6 el estudio utilizando extracto

etandlico de Texao Tropaeolum majus.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la prueba de difusién en
placa, quedo demostrado que el extracto etandlico de Texao Tropaeolum
majus posee efecto antimicético contra Candida albicans, a las
concentraciones de 75mg/ml, 50mg/ml y 25mg/ml, como se muestra en la
Tabla N°4.

Mientras en la investigacion sobre la Actividad antifingica de extractos de
plantas usadas en medicina popular en Argentina realizado por Roberto

Davicino et al, con el extracto etandlico de Larrea divaricata mostro
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actividad antifungica sobre el crecimiento de Céandida albicans a la
concentracion de 20mg/ml.

En el trabajo de investigacion realizado por Cecilia Tapia P et al, titulado
Efecto antifiungico de Quitosan de Alto Peso Molecular (QAPM) en cepas
de Candida sp aisladas de muestras clinicas, 37 cepas de Céandida sp
fueron inhibidas a concentraciones inferiores a 1,25 mg/mL de QAPM a pH
4,0.

En la investigacion realizada, titulada Efecto antimicotico de las tinturas a
partir de propoleo y pomegranate contra las especies de Candida realizado
por Leopoldina F. Dantas et al, la tintura de pomegranate, inhibié el
crecimiento de Candida albicans a la concentracion de 9,37 mg/ml.

En la investigacion realizada por Ruiz Quiroz Julio Reynaldo y Huamani
Achata Maria Elena, titulada Determinacién de la actividad antifangica
contra Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3
departamentos del Perq, la concentracidon de los extractos que presentaron
actividad consistente frente a Candida albicans, fue de 250 pg/ml de las
plantas Hypericum laricifolium L., Juglans neotropica Diels, Psidium
guajava L. y Schinus molle L. y de 500ug/ml de Piper spp.

Y en la investigacion de Milagros Rosalia Marca Cuello, titulada Actividad
antimicotica in vitro del aceite escencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn
“canela” frente a Candida albicans ATCC 6538, la cepa de Candida
albicans present6 alta sensibilidad al aceite esencial a la concentracion de
0,02 mg/ml.
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CONCLUSIONES

1) Los metabolitos presentes en el extracto etandlico de Texao Tropaeolum
majus, identificados mediante la marcha fitoquimica fueron
carbohidratos, azUcares reductores, compuestos fendlicos y flavonoides
en abundante cantidad; regular cantidad de taninos; trazas de alcaloides

y ausencia de naftoquinonas, antronas y saponinas.

2) El extracto etandlico de Texao Tropaeolum majus, posee efecto
antimicotico; a la concentracion de 25mg/ml formando halo de inhibicion
de 14.1 mm en promedio, siendo la Candida albicans resistente a ésta
concentracion; a la concentracibn de 50mg/ml formando halo de
inhibicion de 18.3 mm en promedio, siendo la Candida albicans sensible
dependiendo de la dosis a ésta concentracion y a la concentracion de
75mg/ml formando halo de inhibicion de 20.9 mm en promedio, siendo

la Candida albicans sensible a ésta concentracion.
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1)

2)

3)

4)

5)

RECOMENDACIONES

Realizar bioensayos en animales de experimentacion para

determinar la toxicidad de la planta de Texao Tropaeolum majus.

Realizar ensayos de sensibilidad antimicrobiana y antimicotica de
Texao Tropaeolum majus frente a otros microorganismos

patégenos.

Realizar el analisis del efecto antimicotico mediante el método de
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) para asi saber cudl seria la

minima concentracion del extracto que presente efecto antimicotico.

Se recomienda realizar la extraccién, con diferentes tipos de
solventes apolares para asi obtener un mejor rendimiento de

extraccion.

En vista de que esta planta presenta efecto antimicético, podria
ensayarse una formulaciéon de uso tdpico, como alternativa a los
medicamentos tradicionales para el tratamiento de enfermedades

micoticas
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ANEXO N°2: Ficha de recoleccion de los datos para la prueba de
sensibilidad antimicética a las 24 horas

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N°3: Certificado de la Clasificacion Taxonomica de la planta
Texao Tropaeolum majus

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS : / )

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) B0y 7

CONSTANCIA N 02-2016-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra preservada presentada por Esthephany Cornejo Velazco egresada de la

Universidad Alas Peruanas , Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud

Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica. Para la ejecucion de su trabajo “Efecto

antimicotico del extracto etanolito de texao en cultivos de Candida albicans, las muestras
fueron traidas al Laboratorio de Botanica procedentes de Characato, para la

determinacion en el Herbanum Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente especie

y clasificacion:

Divisiéon : Magnolyophyta

Clase :  Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden : Geraniales

Familia : Tropaeolaceae
Género : Tropaeolum

Especie : Tropaeolum majus L

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

Arequipa 15 de Enero del 2016

Blgo. n&io Marifno Herrera
DIREG/TOR
Herbarium Ardqvipense (HUSA)

_—
Avenida Daniel Alcides Carrién s/n c;aié =
Teléfono: (054) 237755 /984248674

Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU)
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ANEXO N°4: Protocolo del Andlisis Microbiologico del Extracto etandlico
de Texao

l\l\lR\lD\U N \(Il)'\ \l \i AYOR !W

FA LTAH DE FARM!«( IAY BICQUIMI
CENPROFARMA
CENTRO DE CONTROL A

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°000081-CPF-2016

ORDEN DE ANALISIS 0040552016
SOLICITADO POR “ESTHEPHANY CORNEJO VELAZCO
DIRECCION CALLE VALDELOMAR 965 DPTO. 401 — PUEBLO LIBRE
MUESTRA EXTRACTO ETANOLICO DE TEXAO

N°DE LOTE S/LOTE

CANTIDAD 01 Frasco de vidrio x 250mL

FECHA DE RECEPCION 02 de Febrero del 2016

FECHA DE FABRICACION S/F.Exp

FECHA DE VENCIMIENTO S'F. Venc

ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Halo de inhibicién (mm)

L Método de Difusion en Placa

|
Lectura PLACA N® | Tl 3 RESULEARO
l (mm)
Concentracion oz R R
25 mg/mL 14.33 13,2 15,11 14,22 14.37 13,22 4
Concentracion 1833 | 1807 18.45 18.6] ?’I Aﬁ. . o i
50 mg/mL o : S 1oe0 " i o
Concentracion
75 mg/mL 0.15 21,33 0.46 21,38 21,53 20.71 20.9
Control (-) No presenta halo
Solvente Etanol 70% o = = o de inhibicion
Control (+)
Discos de Fluconazol | 2537 26,51 26,41 26.43 23,28 23,65 25.28
25ug |
- Patdgeno: Candida albicans a una concentracion de 1x10° UFC/ml
ATCC 10231
Conclusion: El extracto etandlico al 70% de la planta Texao presenta un halo de inhibicion

mayor a 18mm, cuando se usan a las conc entraciones de S0mg/mL y 75mg/ml para un inéculo
de Candida albicans ATCC 10231 a una concentracion de 1x10"° UFC'ml

Lima, 01 de Marzo del 2016
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B R e,
Dra. Maria éena Salazar Salvatierra
Directora del Centro de Control Analitico

FCCA-000 R
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