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RESUMEN

Las infecciones micdticas oportunistas son cada vez mas preocupantes,
particularmente en pacientes inmunodeprimidos. En este contexto, se esta en la
busqueda de nuevos agentes antimicéticos para hacer frente a este problema,
enfocandose la atencion a los productos naturales. Por lo tanto, el presente
trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar la actividad
antifangica del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L.
“sillkau”, realizado en los Laboratorios de Farmacognosia y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, durante los meses de abril a agosto del 2013. La muestra de Bidens
pilosa L. fue recolectada en las riberas del rio Huatatas de la provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho y la cepa de ensayo fue Candida
albicans ATCC 10231. Se realizé6 el tamizaje fitoquimico al extracto
hidroalcohodlico mediante reacciones de coloracion y precipitacion segin el
procedimiento descrito por Miranda y Cuéllar (2002) y la actividad antifungica se
determiné por el método Kirby — Bauer a las concentraciones de 0,5%; 1,0%; 3,0%;
50% y 10,0%; asimismo la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Fungicida por el método de dilucion en caldo. El tamizaje
fitoquimico reportd la presencia de cumarinas, triterpenos, esteroides, saponinas,
fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, cardenolidos, catequinas, alcaloides,
azucares reductores y antocianidinas. A las concentraciones de 5,0% y 10,0% se
obtuvo halos de inhibicion de 18,0 mm y 21,33 mm respectivamente; mientras
que la nistatina obtuvo sélo 17,67 mm. Los porcentajes de inhibicién fueron
101,96% y 120,88% a las concentraciones de 5,0% y 10,0% (p<0,05). La CMi y
la CMF fueron 0,365 mg/ml y 0,730 mg/ml respectivamente. Se concluye que el
extracto de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. tienen actividad antifungica.

Palabras clave. Bidens pilosa L., sillkau, Candida albicans ATCC 10231,

Actividad antifungica.



I. INTRODUCCION
Bidens pilosa L. es originaria de América del Sur y se encuentra en casi todos
los paises de regiones tropicales y subtropicales, asi como en algunas regiones
de Europa.’ Se desarrolla en climas templados y cdlidos.?® Con propiedades
cicatrizante, descongestionante hepatico, antihemorroidal, antiemética, diurética,
antiinflamatoria, estimulante débil de la musculatura lisa (utero), tranquilizante,
-hemostatica, emoliente, antitusiva, antipirética, antiséptica para la irritacion de la
piel y lavados vaginales.’® Contiene esteroides, terpenos, flavonoides, saponinas,
mucilagos, alcaloides, azUcares reductores, carotenos, taninos y fenoles.®
Bidens pilosa L. ha sido estudiada como antiulceroso,® cicatrizante,™ diurética,™
antimalarica,'® antifungica, '® antioxidante, antibacteriana,'” quimioprotector.”
Como vemos Bidens pilosa L. fue objeto de estudio de numerosos estudios, sin
embargo, son pocos los reportes especificos de la actividad antifingica.
El extracto hidroalcohdlico contiene muchos metabolitos secundarios, con diferentes
propiedades biologicas, entre las que se encuentra la de impedir el desarrollo y
multiplicacion y las que destruyen a los microorganismos. Las metodologias
validadas para ese fin figuran en la literatura especializada, como es el método de
Kirby — Bauer, disefiada para que los metabolitos o sustancias quimicas en general
difundan a través del agar e impidan el crecimiento microbiano, el mismo que se

aplicé en el presente estudio, evaluando el extracto a concentraciones crecientes.



Mientras que, para determinar exactamente las concentraciones a las cuales ejerce
el efecto fungistatico y fungicida, el método de dilucién en caldo es el mas
apropiado, realizandose diluciones sucesivas hasta inhibir la formacién de turbidez
que indica crecimiento del microorganismo. Estos métodos fueron aplicados en la
presente investigacion, obteniendo resultados interesantes.

En tal sentido se evalud la actividad antifingica del extracto hidroalcohdlico de
las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”, por lo que se plantearon los
siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de las hojas y
tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” frente a una cepa de Candida albicans ATCC
10231.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la concentracion antifingica éptima del extracto hidroalcohélico de
las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién
Fungicida Minima (CFM), del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Bidens
pilosa L. “sillkau” frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231.

e |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del problema de investigacion

La actividad antifungica de extractos vegetales frente a Candida esta
ampliamente reportada en la literatura cientifica. Se conoce, la determinacion de
la actividad antifingica de los extractos acuosos y butandlicos de Micona
caudata, Miconia sp, Clidenia hirta y Hamalia patens frente a Candida albicans
por el método de macrodilucion en caldos a las concentraciones del 5,0%; 3,0%
y 1,0% respectivamente, concluyendo que los extractos acuosos de Miconia sp.
y Miconia caudata al 5,0% y Clidenia hirfa al 3,0% y 5,0%; y los extractos
butandlicos de Miconia sp. y Miconia caudata al 3,0% y al 5,0% respectivamente;
Clidenia hirta 5,0% y Hamelia patens al 1,0%; 3,0% y 5,0% respectivamente
presentaron actividad.

La evaluacion de la actividad antifungica de cuatro plantas usadas en la
medicina tradicional peruana mediante el método de difusion en agar, el extracto
etandlico de Psidium acutangulum fue el mas activo contra Candida albicans,
Sporothrix schenckii y Trychophyton mentagrophytes. Las Concentraciones
Inhibitorias Minimas realizadas mediante microdiluciéon en caldo, estuvieron en el
rango de 16 - 512 pg/mL contra los hongos Cryptococcus neoformans,

Sporothrix schenckii y varias especies de Candida.?



La determinacion de la actividad antifingica de los extractos metandlicos,
etandlicos e hidroalcohdlicos de ocho plantas medicinales, mostré6 mayor
actividad los de Juglans neotropica Diels, Psidium guajava y Terminalia catappa;
con CMIs < 100 pg/mi por el método de microdilucion colorimétrico, todos los
extractos tuvieron actividad antifingica con halo de inhibicién > 18 mm contra
Candida albicans ATCC 10231 y ninguno contra Aspergillus niger ATCC 16404
por el método de difusion.®

La evaluacion de la actividad antifungica in vitro por el método de dilucién en
agar, de los exitractos de 10 plantas utilizadas en la medicina popular en
Argentina contra 4 cepas de hongos, solo Larrea divaricata Cav, Gnaphalium
gaudichaudianum D.C, Baccharis trimera Less y Schinus terebenthifolius

mostraron actividad.*

2.2. Bidens pilosa L.

2.2.1. Clasificacion taxondmica

Division : Antophyta (Angiospermae)
Clase : Dicotiledoneae

Sub clase : Metaclamideas

Orden : Campanulales

Familia : Asteraceae

Género : Bidens

Especie : Bidens pilosa L.

” u

Nombres vulgar: “sillkau”, “candillo”
Fuente: Certificado expedido por el jefe del Herbarium Huamangensis de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga (Anexo 1).



2.2.2. Descripcion botanica

Hierba anual, lampifia o algo pubescente de 30 a 100 cm de altura y ramificada.
Hojas opuestas a veces alternas en la parte superior pecioladas, 3-partidas, sus
segmentos de aovados a lanceolados, de 2 a 8 cm de alto, aserrados, agudos o
acuminados. Cabezuelas florales terminales, compuestas por flores tubulares y
radiadas de color amarillo intenso y las radicales con sobresalientes pétalos
blancos. Aquenio negruzcos, provisto de vilano que presenta dos espinas que le
sirve para adherirse a la ropa y a los pelos de los animales, facilitando su
diseminacion. Involucro campanulado, como de 8 mm de alto, sus bracteas
extercares oblongolineales, por lo comin mas cortas que las interiores.
Receptaculo plano o casi plano.®

Tallo erguido, tetragono; hojas pennado-partidas, 1-3-yugadas, raramente
simples; inflorescencia en capitulos discoideos, amarillos, con las ligulas
lineales, tetragonas, lampifias o con las pestafitas del margen dirigidas hacia
arriba.’

Hoja: El mesdfilo encontrado es de tipo heterogéneo asimétrico, constituido por
una epidermis formada por una Unica capa de célula, presentando muchos pelos
pluricelulares, seguido un parénquima palisadico, también con una unica capa
celular y un parénquima esponjoso, debajo del cual se encuentra una epidermis
inferior. La nervadura principal se presenta como una epidermis superior,
seguida por un parénquima, en el cual son observadas células colenquimatosas,
agrupadas de manera regular. En el interior del parénquima se visualiza un canal
excretor. Debajo del parénquima se encuentra una epidermis inferior.”

Tallo: Presenta epidermis recubierta por cuticula con pelos pluricelulares, debajo
de esta se evidencia un colénquima, seguido de parénquima cortical, entre los
cuales pueden ser visualizados un canal excretor. Le sigue una endodermis con

estrias de Caspary.



Luego, se puede encontrar una formacion constituida por fibras floematicas,
cambio del xilema, rodeada por radios medulares. Se evidencia un protoxilema,
a partir del cual se establece un parénquima medular.?

Raiz: Presenta un epidermis con mas de una capa celular y se visualizdé un
parénquima cortical constituido por células aproximadamente cuadrangulares,
con espacios intercelulares con forma de losange. Luego fue encontrada la
endodermis presentando estrias de Caspary, dentro de las cuales se apreciaba
un xilema dispuesto en radios medulares, entre los cuales se encontraban
traquideos irregularmente dispuestos.®

2.2.3. Distribucion geografica

Es una hierba cosmopolita, se desarrolla en regiones de climas templados y
calidos, crece en riberas de los rios, en los margenes de los caminos, en las
colinas calcareas y es invasora comun de los campos de cultivos, rastrojos y
removidos, crece a uné altitud de 2450 a 2750 m.s.n.m.®

Bidens pilosa L. es originaria de América del Sur y se encuentra en casi todos
los paises de regiones tropicales y subtropicales, asi como en algunas regiones
de Europa.’®

2.2.4. Composicion quimica

En el analisis fitoquimico de la planta entera se ha detectado la presencia de
aminas, esteroles y esteroides, terpenos, flavonoides (0,60 - 2,31%), glicosidos
aurona y chalconas, cuyas geninas mas comunes son okanina, lanceolina y buteina,
entre las que se encuentran okanina 4'~0¥[B—D-glucopiranosil-(1——»6)-[3—D glucopira
nésido]; B-D-glucopiranosiloxi-3-hidroxi-6(E )}-tetradecen-8,10,12-triina; (Z)-7-O-B-D-
glucopiranosil-6,7,3’,4’-tetrahidroxiaurona; (Z);G-O-(S-p-cumaroiI-B-D-gIucopiranosil)-
6,7,3',4'-tetrahidroxiaurona; (Z)-6-O-(6-O-acetil-B-D-glucopiranosil),7,3’,4'- tetrahidro

xiaurona, '’



Otros metabolitos encontrados son saponinas, mucilagos, alcaloides, azGcares
(1,76 - 3,94% de azucar reducida), carotenos, taninos y fenoles. Los polisacaridos
se encuentran entre un 3,02 - 5,12%, los mas comunes son: D-galacturénico, L-
arabinosa; D-galactosa, D-glucosa, L-ramnosa y D-xilosa.®

También se han detectado compuestos poliacetilénicoso benzoides (fenil heptatrina
[12,0 - 32,3%] y a-tertienil), carbonato de sodio, potasio, calcio, cloruro de potasio,
fitoesteroles (B-sitosterol, estigmasterol) fitosterina B, proteinas (albimina), un éster
con un peso molecular de 74,6; un alcohol alifatico (hentrianocontanol) y un aceite
esencial. Ademas se encuentran el acido nicotinico, acido tanico, acido p-cumarico,
acido salicico, acido lindlico, acido a-linolénico e hidrocarburos (C22-C33)."
2.2.5. Estudios biologicos

Se estudio el efecto antiulceroso de una forma farmacéutica, constituida por el
residuo acuoso de un extracto hidroalcohdlico de Bidens pilosa L. a las
concentraciones de 40, 60 y 80%; estas disminuyeron significativamente el nimero
y la severidad de las lesiones de la mucosa gastrica inducidas por etanol y estrés,
pero no hubo protecciéon contra el dafo inducido por indometacina. El extracto al
80% fue la mas efectiva.’™

En el estudio de la actividad cicatrizante de los extractos etandlico, acetato de etilo,
acetonico, cloroférmico y metandlico de las hojas y los tallos de Bidens pilosa L.
“silkau”; muestra los siguientes valores de actividad cicatrizante: el extracto
acetonico de tallos 17,26% y hojas 45,15%; el extracto cloroférmico de tallos
21,98% y hojas 54,21%; el extracto metandlico de tallos 52% y hojas 66,97% vy el
extracto etandlico de tallos 52,55% vy hojés 79,50% respectivamente.'®

El estudio de la evaluacién de la actividad diurética del extracto atomizado de planta
seca y fresca de Bidens pilosa L. “sillkau” a concentraciones de 150 mg/kg, 250
mg/kg, 350 mg/kg y 450 mg/kg en cobayos; se observd un mayor efecto diurético en

los extractos atomizados de planta seca a la concentracion de 350 mg/kg;



mostrando una eficiencia diurética de 54,8% y con el extracto atomizado de la planta
fresca a la concentracion de 350 mg/kg, se obtiene una eficiencia diurética de 34%,
en comparacion con la furosemida y la hidroclorotiazida que presenté una eficacia
de 127% y 87%, respectivamente.'*

Se llevd a cabo un estudio antimalarico de Bidens pilosa, donde los extractos
etandlicos (planta entera, hojas y raices) y las fracciones de cloroformo y butanol a
concentraciones de 50 mg/ml causaron hasta 90% de inhibicion del crecimiento de
Plasmodium falciparum in vitro. In vivo, las fracciones causaron reduccién parcial de
Plasmodium berghei en ratones."

Se investigd la actividad antifingica in vifro de doce extractos etandlicos
correspondientes a diez plantas medicinales peruanas; donde Bidens pifosa L. no
fue activa frente a Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans cepa clinica y
Aspergillus niger ATCC 16404.°

Al evaluar la composicidén quimica, la actividad antioxidante, antibacteriana y
antifingica de los aceites esenciales de Bidens pilosa, se identificd cuarenta y
cuatro componentes, de los cuales B-cariofileno (10,9% y 5,1%) y T-cadineno
(7,82% y 6,13%) fueron los principales compuestos en hojas y flores,
respectivamente. Los aceites y extractos acuosos de hojas y flores demostraron
tener actividades antioxidantes, actividades antibacterianas y antifungicas.'’

Al determinar la propiedad antibacteriana de los extractos etandlicos de las hojas
secas de Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus molle y Silybum marianum, frente
a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Los extractos
mostraron actividad contra Staphylococcus aureus; mostrando mejor actividad
Bidens pilosa y Lantana camara, mientras Schinus molle y Silybum marianum
manifestaron capacidad moderada para inhibir el crecimiento.'®

Al evaluar el efecto quimioprotector de Bidens pilosa, se observd una disminucion

del desarrollo de adenocarcinoma mamario con los tratamientos de extracto



metandlico y etandlico, siendo mejor con la fraccion metandlica; el marcador de
estrés oxidativo disminuyé en los grupos que recibieron tratamiento con la planta,
siendo significativo con la fraccion metandlica; hubo menor nimero de micronticleos
(genotoxicidad) en los animales que recibieron tratamiento.

2.2.6. Propiedades y usos medicinales

Es una planta medicinal sialagoga, emenagoga, siendo Util todas sus partes para
tratar diferentes dolencias.’ Las hojas se utilizan tanto en infusion y decoccion,
tambien se mastican las mismas para las anginas, en la amigdalitis catarral, para
las aftas bucales, afecciones renales, Ulceras gastroduodenales, como
cataplasma sobre heridas y tumores, para afecciones abdominales y cdlicos
(enemas), asi como para el reumatismo.”® Las flores, hojas y raices son
empleadas como antiodontalgicas. También las flores se utilizan como
antidiarreico y la raiz para el dolor de oidos. Las semillas tostadas para
incisiones externas y el zumo de la planta entera como antidoto en casos de
envenenamiento.”

Ademas, es descongestionante hepatico, antihemorroidal, cicatrizante,
antiemética, diurética, antiinflamatoria, estimulante débil de la musculatura lisa
(utero), tranquilizante, hemostatica, emoliente, antitusiva, antipirética, antiséptica
para la irritacion de la piel y lavados vaginales.'

En la amazonia peruana Bidens pilosa L. es usado para aftas bucales, angina,
diabetes, desoérdenes menstruales, hepatitis, laringitis, lombrices intestinales y
para las inflamaciones externas e internas. En Piura, la decoccion de las raices
es usada para la hepatitis alcohdlica y lombrices. La tribu cuna mezcla hojas
machacadas con agua para tratar dolores de cabeza. Cerca de Pucallpa, las
hojas son ovilladas y aplicadas para dolor de dientes; las hojas también son

usadas para dolor de cabeza.?'



En la medicina herbaria peruana Bidens pilosa L. es empleada para reducir la
inflamacién, como diurético, y como soporte y protector hepatico. Es
comunmente usada para hepatitis, conjuntivitis, abscesos, infecciones fingicas
(el jugo de las hojas), infecciones urinarias, como ayuda para perder peso, y

para estimular el parto.??

2.3. Metabolitos secundarios

Las plantas medicinales tipicamente contienen una mezcla de diferentes
compuestos quimicos que pueden actuar individualmente, aditivamente o
sinérgicamente para mejorar la salud. Una sola planta puede contener,
sustancias tanicas que pueden actuar como antibiéticos naturales.?

Un gran nimero de compuestos constitutivo de la planta han sido reportados con
actividad antifungica. Ejemplos bien conocidos incluyen: fenoles y glicosidos
fendlicos, lactonas insaturadas, compuestos de azufre, saponinas glicésidos

cianogenéticos, glucosinolatos, resorcinoles 5-alquilatos y dienos.'®

2.4. Candida albicans

Existen mas de 100 especies de candida que son patogénicas para los seres
humanos. La mayoria de ellas vive como comensal en la boca, el tracto
gastrointestinal, aparato genitourinario y/o en la piel, “esperando” el momento
propicio para que aumente su poblacién y entonces generar molestias. Es decir,
son patégenos oportunistas que se hacen evidentes cuando el “equilibrio” se
rompe o altera por algun factor.?*

Candida albicans, a veces se comporta como un saprofito y su aislamiento no
implica por si solo la presencia de infeccién, no sobrevive durante mucho tiempo
en superficies secas pero su supervivencia es mayor cuando hay humedad y se

ha aislado de los cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa.?
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2.4.1. Ubicacién taxonomica

Reino : Fungi

Division : Mycota
Subdivision : Deuteromycotina
Clase : Deuteromycetes
Subclase : Blastomycetidae
Familia : Ctyptococaceae
Género : Candida
Especie : albicans

Nombre cientifico: Candida albicans

Sinénimos : Monilia, Oidium?
2.4.2. Morfologia
Todas las especies del género Candida se desarrollan como células
levaduriformes ovaladas (3 a 5 pm) que forman yemas o blastoconidias;
producen también seudohifas e hifas verdaderas. Por otra parte, Candida
albicans genera tubos germinales y clamidoconidias terminales de pared
gruesa.?’
En condiciones in vitro, casi todas las especies de este género dan lugar a
colonias lisas en forma de domo de color blanco a crema. Candida albicans
puede sufrir modificaciones fenotipicas, en las que una cepa de Candida se
transforma de manera reversible en alguna de varias morfologias diferentes que
comprenden desde la tipica colonia lisa blanca formada principalmente por
células levaduriformes de gemacion a colonias muy “peludas” o “vellosas”
compuestas fundamentalmente por seudohifas o hifas.?®
2.4.3. Patogenia y patologia
Se ha determinado que las especies del género Candida conforman el grupo

mas importante de hongos patogenos oportunista. Entre 1980 y la actualidad, la
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frecuencia de infeccion por Candida se ha incrementado a un ritmo constante en
hospitales de cualquier tamafio y en todos los grupos de edades.?’

El hallazgo de Candida albicans en cualquier parte del cuerpo humano no
significa enfermedad, ésta solo se instala apoyada sobre una serie de factores
gue disminuyen la resistencia organica facilitando la infeccion, tal es el caso en
ancianos y recién nacidos que son mas propensos a adquirir una candidiasis por
cambios metabdlicos como hipovitaminosis, sindrome de mala absorcion y otros
trastornos del aparato digestivo; en casos de infecciones cronicas
depauperantes; diabetes melitus, estados de caquexias, acidosis, leucemia y
tratamientos radioterapéuticos, uremia, etc., como también a consecuencia de
tratamientos prolongados con antibidticos que alteran la flora microbiana.
Igualmente influye en este sentido la medicacién corticosteroide y citoestatica,
por su accién represiva sobre los leucocitos. Existen también factores biologicos
de importancia, como el embarazo, climaterio, etc., y estados locales de la boca,
tales como sepsis bucal, prétesis, alteraciones genéticas, etc.®

Las infecciones causadas por Candida albicans puede localizarse en la mucosa
oral (muguet), vaginales, esofagicas, etc. También puede causar micosis
profunda como meningitis, bronconeumonia, fungemia o candidemia.?

La candidiasis superficial (cutanea o mucosa), se establece a consecuencia de
un incremento en la poblacién local de Candida y del daio a la piel o el epitelio,
que permite la invasion local por levadura y seudohifas. Después de la
administracién de antimicrobiano por via oral, con frecuencia ocurre un gran
incremento de la Candida en el intestino y puede penetrar a la circulaciéon a
través de la mucosa intestinal.*

2.4.4. Epidemiologia

Las especies del género Candida colonizan el ser humano y otros animales de

sangre caliente, por lo que se encuentra tanto en las personas como en los
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ambientes naturales. El lugar primario de colonizacion es el tubo digestivo desde
la cavidad bucal hasta el recto. También se desarrollan como comensales en la
vagina y la uretra, la piel y bajo las ufias del pie y las manos. Se ha detectado la
presencia de Candida albicans, €l principal agente etioloégico de enfermedad en
el ser humano, en el aire, el agua y el suelo.”’

Se estima que entre un 25% y un 50% de las personas sanas porta
microorganismos de Candida en la microflora normal de la cavidad bucal;
Candida albicans representaria entre el 70% y 80% de las cepas. Las tasas de
portadores orales son significativamente mayores en la poblacion pediatrica, los
pacientes ingresados, los sujetos infectados con VIH, las personas con
dentadura postiza, los diabéticos, los individuos sometidos a quimioterapia

antineoplésica o antibioterapia y los nifios.?’

2.5. Nistatina

Es un antibiético antimicético producido por Streptomyces nousei, no es activo
frente a células bacterianas y de mamiferos porque no contiene esteroles en su
membrana celular. Tiene una actividad fungistatica o fungicida frente a varias
cepas de levaduras y hongos. In vifro, las concentraciones de aproximadamente
3ug/ml, inhiben el crecimiento de Candida albicans.”

Este antibidtico antimicético no se absorbe en el tubo digestivo y se utiliza sobre
todo en forma local para tratar la candidiasis oral o vulvovaginitis. Su toxicidad
impide el uso parenteral.*

Es activa contra la mayoria de las especies de Candida y puede utilizarse para el
tratamiento de muguet oral y la candidiasis vaginal.*®
2.5.1. Quimica de la Nistatina

Es un antibidtico poliénico, un sistema ciclico muy grande unido a la micosamina,

un aminoazucar. La formula empirica es C45H77NO19. Es muy ligeramente soluble
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en agua pero se descompone rapidamente en presencia de agua o de plasma.

Es estable en forma seca.*

OH

Figura N°1: Estructura quimica de la nistatina®

2.5.2. Mecanismo de accion

Como todos los polienos, la nistatina se une de manera irreversible a los
esteroles de la membrana presenta en las especies susceptibles de Candida.
Las moléculas de polienos presentan mayor afinidad por los esteroles flngicos,
incluyendo el ergosterol, que por los esteroles humanos, lo que permite una
toxicidad selectiva relativa. Esta union irreversible altera aumentando la
permeabilidad de la membrana y posibilita la salida de componentes
intracelulares esenciales,® le hace perder sustancias vitales para su
metabolismo y funciones celulares, como potasio, aminoacidos y purinas® vy,
como consecuencia, la muerte celular. En bajas concentraciones la nistatina es
fungistatica, mientras que en concentraciones mas elevadas tiene actividad

fungicida.*
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
La presente investigacion se llevd a cabo en los Laboratorios de Farmacognosia y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de

San Cristébal de Huamanga durante los meses de abril - agosto del 2013.

3.2. Materiales

3.2.1. Poblacion

Planta de Bidens pilosa L. “sillkau”, recolectadas antes de la fase de floracion
durante el mes de febrero del 2013, en las riberas del rio Huatatas, en la provincia
de Huamanga, departamento de Ayacucho ubicado a 2725 m.s.n.m.

3.2.2. Muestra

Dos kg de hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”, se seleccionaron las hojas y
tallos que no estaban dafiadas ni maltratadas. La identificacion taxonomica fue
emitida por la jefa del Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga (Anexo 1).
3.2.3. Microorganismo de ensayo

Candida albicans ATCC 10231, contenido en una pastilla liofilizada, sellado
dentro de una bolsa laminada, pura, con una recuperacion >100 UFC por

pastilla, adquirido al laboratorio GenLab del Pertit SAC (Anexo 2)

15



3.3. Disefio metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1. Recoleccién y procesamiento de la muestra

Se recolectd las muestras de Bidens pilosa L. “sillkau” en horas de la mafiana,
seleccionando las hojas y tallos segun el método dado por Villar del Fresno
(1999)®. El lavado de las hojas y tallos se realizé con abundante agua. El
secado se realizd durante dos semanas a una temperatura ambiente, bajo
ventilacion y sombra, sobre papel de kraft para mantener sus propiedades
quimicas y farmacologicas. Finalmente se procedié a la molienda utilizando un
molino de martillo, hasta obtener polvo fino (Anexo 4)

3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos

Se maceré 800 gr de la muestra en un frasco de color ambar por dos semanas
aproximadamente en etanol al 80° cubriendo a la muestra por encima de 4 cm,
durante el proceso se agité el frasco periédicamente por 14 dias. Se procedi6 al
filtrado con un sistema al vacio y finalmente se concentré en un rotavapor hasta
obtener un extracto seco (Anexo 5)

3.3.3. Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios

Se realizd las pruebas de: Baljet, libermann-burchard, espuma, cloruro férrico,
borntrdger shinoda, kedde, catequina, dragendorff, mayer, Wagner, fehling y
antocianidina, para la identificacion cualitativa de los principales grupos de
metabolitos secundarios, directamente sobre el extracto de la planta con reacciones
simples especificas de coloracion y precipitacién,®® (Cuadro 1y Anexo 6)

3.3.4. Determinacion de la actividad antimicética

Segun la técnica de Kirby - Bauer (difusién por disco),” para la medir los halos
de inhibicion, ademas de determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

por el método de dilucién en caldo y Concentracién Fungicida Minima (CMF).*!
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3.3.4.1. Activacion de Candida albicans ATCC 10231

Para activar la cepa de Candida albicans ATCC 10231, se procedié a inocular en
tubo con 10 ml de caldo Sabouraud e incubar a temperatura de 37°C por 48
horas. Para utilizar la cepa se procedid a repicar en agar Sabouraud contenido
en tres viales, y se dejo incubar a temperatura de 37°C por 48 horas {Anexo 8)
3.3.4.2. Preparacion del inéculo de Candida albicans

Se procedié a seleccionar las colonias de los viales, se tocod la colonia de
Candida albicans ATCC 10231 por arriba con un asa y el crecimiento se
transfirid a un tubo con 4 a 5 ml de caldo Sabouraud, se incubé a 37°C por 48
horas. Para obtener una turbidez épticamente similar al estéandar de 0,5 de la
escala de McFarland se ajustd con caldo Sabouraud.

3.3.5. Determinacion del halo de inhibicidon

Esta prueba se basa en la inhibicién del crecimiento fungico, mediante la difusién
~de las sustancias activas en un medio sélido b que se evidencia con la
formacion de halos de inhibicion; de forma que cuanto mas susceptible sea el
microorganismo frente a los tratamientos, mas amplia sera la zona de
crecimiento inhibido.

Procedimiento

¢ En cada placa Petri se colocaron 20 ml de agar Sabouraud.

e Se introdujo un hisopo estéril en el inéculo de Candida albicans, exprimiendo
el exceso de caldo sobre la pared del tubo, luego se inoculé la placa en cuatro
direcciones: horizontal, vertical, diagonal, y en forma circular alrededor de la
periferia.

¢ Se impregné los discos de papel Whatman, de 6 mm de diametro, con el
control positivo y las diferentes concentraciones del extracto.

» Posteriormente se depositaron los discos sobre el agar.
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e Se incubaron a 37°C durante 48 horas.

e Transcurrido las 48 horas, para determinar el efecto antimicético se procedié
a medir el diametro de los halos inhibidos de las diferentes concentraciones de la
muestra y el control positivo con una regla milimétrica.”” (Anexo 10 al 12)

Para el calculo del porcentaje de inhibicidn se uso la siguiente férmula:

e it = Diametro del halo de inhibicién de la muestra 100
0 de I ICIOn = T e metro del halo de inhibicién del control

Disefio experimental
Se utilizé un disefo totalmente randomizado para cada tratamiento con seis

repeticiones para cada uno de ellos, los que fueron sometidos a los siguientes

tratamientos:

e Grupo | : Control positivo tratado con Nistatina.

e Grupoll : Tratado con extracto a 0,5% de concentracion.
e Grupo lll : Tratado con extracto a 1,0% de concentracion.

e Grupo IV : Tratado con extracto a 3,0% de concentracion.

¢ GrupoV : Tratado con extracto a 5,0% de concentracion.

e Grupo VI : Tratado con extracto a 10,0% de concentracion

3.3.6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se define como la cantidad o la concentracion minima de un agente quimico
antimicrobiano que se necesita para inhibir el crecimiento de un microorganismo
Procedimiento

Para hallar la CMI se prepararon 15 tubos previamente esterilizados y rotulados
del nimero 1 al 15:

e A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 15, se agregé 1 ml del Caldo
Sabouraud.

e Posteriormente agregé 1 ml de las concentraciones de los extractos al tubo

N° 1, a partir del cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi sucesivamente hasta el
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tubo N° 14, del tubo N° 14 se extrajo 1 ml y descarté. El tubo N° 15 no recibié

extracto, siendo este el control.

¢ lLuego se agregd 1 ml del inéculo de Candida albicans ATCC 10231 a todos

los tubos y se llevé a incubacion a 37°C por 24 horas.*! (Anexo 13 al 16)

Tabla 1: Concentraciones decrecientes de las diluciones de los extracto

Extracto de Bidens pilosa L. “sillkau” (mg/ml)

Tubos
0,5% 5,0% 10,0%
1 2,500 25,000 50,000
2 1,250 12,500 25,000
3 0,625 6,250 12,500
4 0,313 3,150 6,250
5 0,156 1,663 3,150
6 0,078 0,781 1,563
7 0,039 0,391 0,781
8 0,020 0,195 0,391
9 0,010 0,098 0,195
10 0,005 0,049 0,098
11 0,002 0,024 0,049
12 0,001 0,012 0,024
13 0,0006 0,006 0,012
14 0,0003 0,003 0,006

3.3.7. Determinacion de la Concentracion Minima Fungicida (CMF)

Se define como la concentracién mas baja de antimicético que produce la muerte
del 99,9% del microorganismo probado y solo permite la supervivencia del 0.1%
de los microorganismo en cultivo.

Procedimiento

Para determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) se determino a partir

de la Concentracion Minima Inhibitoria, de la siguiente manera:
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e Una vez observado la turbidez a simple vista, al determinar la CMI; se
procedio a sembrar con la ayuda del asa, los caldos no turbios en las placas con
agar Sabouraud.

¢ Posteriormente se incubé a 37°C por 24 horas.*' (Anexo 13y 17)
3.4. Analisis de datos

Los resultados se procesaran en cuadros mediante el analisis de varianza
{ANOVA) y comparaciones multiples de Tukey con un nivel de significancia de

0,05.
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IV. RESULTADOS
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Figura 1: Promedio de los halos de inhibicion (mm) a diferentes concentraciones
del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”
frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231 Ayacucho 2013.
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Figura 2: Porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” frente a una
cepa de Candida albicans ATCC 10231 Ayacucho-2013.
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Tabla 2: Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Fungicida
del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”
Ayacucho-2013.

Extracto de Bidens pilosa L. “sillkau” (mg/ml)

Tubos
0,5% 5,0% 10,0%
1 2,500 S 25,000 S 50,000 S
2 1,250 S 12,500 S 25,000 S
3 0,625 S(CMF) 6,250 S 12,500 S
4 0,313 R(CMI) 3,150 S 6,250 S
5 0,156 R 1,563 S 3,150 S
6 0,078 R 0,781 S(CMF) 1,563 S
7 0,039 R 0,391 R(CMI) 0,781 S(CMF)
8 0,020 R 0,195 R 0,391 R(CMI)
9 0,010 R 0,098 R 0,195 R
10 0,005 R 0,049 R 0,098 R
11 0,002 R 0,024 R 0,049 R
12 0,001 R 0,012 R 0,024 R
13 0,0006 R 0,006 R 0,012 R
14 0,0003 R 0,003 R 0,006 R
LEYENDA:

(S) : Sensible

(R) : Resistente

(CMI) : Concentracién Minima Inhibitoria
(CMF) : Concentracion Minima Fungicida
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Tabla 3: Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las

hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

Metabolitos Ensayo Resultados Observaciones
Lactonas y/o Baljet ++ Precipitado rojo
cumarinas | p |
Triterpenos y/o Libermann- S Coloracion verde
esteroides Burchard oscura
Saponinas Espuma +++ Formacion de
espuma
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico T4+ _Coloracmn verde
intenso
Quinonas Borntrager +++ Coloracion roja
Flavonoides Shinoda ++ Fase a_mlhca de color
carmelita
Cardenolidos Kedde + Coloracion violaceo
. . Mancha verde
Catequinas Catequinas + carmelita a luz UV
Dragendorff +++ Precipitado
Alcaloides Mayer ++ Turbidez definida
Wagner +++ Precipitado
Azucares ’ - .
++
reduc s Fehling Coloracion roja
Flavonoides Antocianidinas P La fase amilica de

(secuencia Cg-Ca-Cg)

color marrén

LEYENDA:

(+) : Escasa
(++) :Regular
(+++) . Abundante

25



V. DISCUSION
La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituyen en la actualidad
un desafio en la medicina y se ofrece como una alternativa, especialmente en
aquellas enfermedades para las cuales no existe un tratamiento adecuado. Pero
sin duda el reino vegetal es el que ofrece mayor variedad de sustancias
potencialmente (tiles aplicables a las enfermedades humanas, en concreto a

aquellas producidas por microorganismos.*?

El papel cada vez mas importante de los hongos dentro de las enfermedades
infecciosas humanas, ha ejercido una fuerte influencia sobre la investigacion y el
desarrollo de nuevos y variados farmacos, con un mayor espectro de accién y
menor toxicidad que los actuales. El aumento de las infecciones por hongos,
unida a la resistencia que han empezado a tener estos agentes a los
antimicéticos, han llevado a una constante blisqueda de alternativas terapéuticas
eficaces que puedan brindar mas y mejores opciones en las farmacopeas

actuales.®®

Los compuestos derivados de plantas son de interés en este contexto porque
ellos comprenden sustitutos mas seguros o mas eficaces que los agentes

antimicrobianos producidos sintéticamente,** los cuales podrian servir como
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buenos candidatos para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos
(antifingicos en particular) que aporten ventajas apreciables respecto a los
actuales farmacos; debido a que globalmente las plantas producen mas de
100000 productos naturales de bajo peso molecular, también conocido como

metabolitos secundarios.*®

Al analizar los resultados del tamizaje fitoquimico, se observan los diferentes
metabolitos secundarios presentes en el extracto de Bidens pilosa L. “sillkau”
(Tabla 3). Este estudio comprendié un conjunto de ensayos y técnicas sencillas,
que aunque no brindan un resultado concluyente, debido a diversos factores
influyentes, si nos dan una idea general sobre la composicién quimica de la
planta. Destacando la presencia de: lactonas, cumarinas, triterpenos, esteroides,
saponinas, fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, cardenclidos, catequinas,
alcaloides, azucares reductores y antocianidinas; corroborados por Lastra et al.”
Resultados que nos hacen suponer due estos metabolitos secundarios ya sean
de manera independiente o posiblemente al efecto sinérgico entre ellos, son los

responsables de la actividad antifungica a través de diferentes mecanismos.

En la Figura 1 se observa que los extractos de concentraciones 0,5%, 1,0% y
3,0%, muestran promedios de halos de inhibicién de 7,83 mm, 10,67 mm y 13,33
mm respectivamente, siendo valores menores a la nistatina que mostré ser un
buen control positivo en todos los ensayos, que tiene un promedio de halo de
inhibicion de 17,67 mm; sin embargo, las concentraciones de 5,0% y 10%
presentaron promedios de halos de inhibicion de 18,0 mm y 21,33 mm
respectivamente; superior a la nistatina (anexo 12), habiendo diferencias entre
los tratamientos ensayados (p < 0,05) a un nivel de confianza del 95% (anexo
19). Se realizé las comparaciones mﬂ]tiples de las medidas de los halos de

inhibicién con la prueba de Tukey (anexo 20), basado en el grado de parecido

27



existentes entre sus medias, todos los tratamientos difieren significativamente
uno del otro a excepcidon de la nistatina que no difiere significativamente de la
concentracion de 5,0%, es decir tienen el mismo comportamiento, pero difiere

con los demas tratamientos; la concentracion de 10% fue superior a la nistatina.

En la Figura 2, los porcentajes de inhibicién de las concentraciones 0,5%, 1,0%,
3,0%, 5,0% y 10,0%, respecto a la nistatina, fueron 44,33%, 60,36%, 75,41%,
101,96% y 120,88%, respectivamente. Al realizar el Analisis de Varianza
(ANOVA) presenta un valor estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los
tratamientos (anexo 21), asimismo se realizdé la prueba de Tukey (anexo 22),
donde los tratamientos difieren significativamente, es decir no tienen el mismo

comportamiento inhibitorio.

Una accion antifungica se considera alta cuando su porcentaje de inhibicién es
>70%, intermedia entre el 50 — 70% y baja cuando es < 50% como menciona
Ramirez et al.*® En consecuencia, la concentracién de 0,5% mostré actividad
baja, la concentracion de 1,0% actividad intermedia y las concentraciones de

3,0%, 5,0% y 10,0% mostraron actividad alta.

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Fungicida
(CMF), realizado mediante el método de dilucion en caldo, fue demostrada a
concentraciones de 0,5%, 5,0% y 10,0%, presentando 0,365 mg/ml y 0,730

mg/ml respectivamente (tabla 2).

De acuerdo con lo descrito por Avellaneda et al.,*” una cepa es muy sensible
cuando la sustancia evaluada presenta una CMI inferior a 12,5 mg/mi, de
mediana sensibilidad, entre 12,5 y 50 mg/ml y de baja sensibilidad cuando la

CMI esta entre 50 a 100 mg/ml. Segun esta escala Candida albicans ATCC
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10231 presento alta sensibilidad frente al extracto hidroalcohdlico se Bidens

pilosa L.

Los resultados de este estudio revelan que el extracto posee actividad
antifingica frente a Candida albicans ATCC 10231, teniendo una efectividad
superior a la Nistatina, farmaco ampliamente utilizado como fungistatico o

fungicida frente a varias cepas de levaduras y hongos.

Los flavonoides y taninos, cotizadas en otra planta han sido reportados por
Bernabé et al.,*® y Barapedjo et al.,”® con actividad antifungica. La actividad de la
primera probablemente se debe a que forman complejos con las proteinas
solubles y extracelulares y complejos con la pared celular; la quercetina y
kaemferol mostraron tener actividad antifiingica contra Candida albicans.*® Los
taninos se combinan con las proteinas de la piel y de la mucosa formando
compuestos insolubles, eliminando la base de cultivo a bacterias y hongos; por
otro lado también se debe a que estos forman complejos con los aminoacidos
nucleofilicos, lo que conduce a su inactivacién y por tanto a la inhibiciéon de la

sintesis de proteinas.®’

Los compuestos fendlicos explicarian probablemente el efecto del extracto de
Bidens pilosa L., al ser rico en estos metabolitos secundarios, como lo evidencia
lo hallado en la presente investigacion; posiblemente debido al lugar y el nimero
de grupos hidroxilo (OH) en el anillo de los compuestos fendlicos, estan
relacionados directamente con la toxicidad frente los microorganismos, de forma
que un aumento en la hidroxilacién esta ligado a una mayor toxicidad. También
parece estar relacionado con la inhibicibn enzimatica de los compuestos
oxidados, posiblemente mediante la accién sobre los grupos sulfihidrilo de los

aminoacidos o por interacciones no especificas con proteinas.®
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Otros metabolitos secundarios a los que podriamos atribuir los resultados
obtenidos son las guinolonas, cumarinas, saponinas y alcaloides, en vista que
estos compuestos tienen propiedades antifungicas de acuerdo a lo descrito por
Arif et al.,*® que actian por diferentes mecanismos de accién. Las quinonas
forman complejos irreversibles con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas
y se unen con las enzimas de la membrana, por lo tanto inactivan y anulan sus
funciones.®' Las cumarinas interaccionan con el ADN eucariota.’’ Las saponinas
forman complejos con los esteroles en las membranas de los hongos lo cual
ocasiona la desintegracién de la mer'nbrzana.52 A los alcaloides se le atribuye la
propiedad de intercalarse a la pared celular y a la doble cadena del ADN lo que
ocasiona multiples efectos en el microorganismo; asimismo pueden penetrar la
membrana plasmatica combinandola y precipitando las proteinas

protoplasmaticas y desnaturalizandolas.*

Estos resultados demostraron que los extractos de las hojas y tallos de Bidens
pilosa L. tienen actividad antifungica, lo cual representa una alternativa eficaz

para disminuir la infeccién por Candida albicans.
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VI. CONCLUSIONES

1. El extractos hidroalcoholico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”
tiene actividad antifingica frente a una cepa de Candida albicans ATCC
10231.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” al
5,0% y 10,0% presentaron mayor actividad antifungica, respecto a los demas
concentraciones, con halos de inhibicion de 18,0 mm y 21,33 mm
respectivamente; superior a la nistatina que presentd un halo de inhibicion de
17,67 mm.

3. La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Fungicida (CMF) del extracto hidroalcohdlico fue 0,365 mg/ml y 0,730 mg/mi
respectivamente frente a Candida albicans ATCC 10231.

4. El extracto hidroalcoholico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”
contiene: lactonas, cumarinas, triterpenos, esteroides, saponinas, fenoles,
taninos, quinonas, flavonoides, cardenolidos, catequinas, alcaloides, azucares

reductores y antocianidinas;
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Vil. RECOMENDACIONES

. Continuar el trabajo de investigacion de Bidens pilosa L. “sillkau” con la
finalidad de determinar si tiene efecto en otras especies de hongos.

. Realizar bioensayos en animales de experimentaciébn para determinar la
toxicidad de Bidens pilosa L. “sillkau’.

. Aislar los principios activos que le confiere la actividad antifingica a Bidens
pilosa L. “sillkau” para un mejor estudio y elaboracion de una forma
farmacéutica.

. Realizar el estudio antifingico de Bidens pilosa L. utilizando como control

positivo otros antimicéticos como: terbinafina, fluconazol, clotrimazol, etc.
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ANEXO 1

Certificado de la identificacion taxondmica de Bidens pilosa L. “sillkau”.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENS!S DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. En Farmacia y Bioquimica, Srta. Isidora Leocadia, GALINDO
YUPA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Engles and Prantl, modificada por Melchior en 1904 y es como

sigue:
DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE : DICOTILEDONEAE
SUB CLASE : METACLAMIDEAS
ORDEN : CAMPANUNALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Bidens
ESPECIE : Bidens pilosa L.
N.V. : *sillkau”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para ios fines que estime conveniente.

Ayacucho, 21 de Febrero del 2013
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'ANEXO:2/;




ANEXO 3

Hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”, de las riberas del rio Huatatas.
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ANEXO 4

Flujograma del proceso de recoleccion y procesamiento de la muestra de Bidens
pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

Ubicacion

=

Recoleccion — Determinacion
taxondmica

—

‘ [ Seleccion de las hojas y ]

—
<b o
6
w

Lavado

¢

Secado

4

Molienda
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ANEXO 5

Flujograma de la preparacién del extracto hidroalcohodlico de las hojas y tallos de
Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

Maceracion por 147d

—

Filtracion del maceradg

—

Concentracién del mace
en un rotavapor -
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ANEXO 6

Tubos de ensayo conteniendo los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

. - - chm L
{ A8 Ll ot ')
v.__vmrﬂm_.’?‘ et
AT IR S ST
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ANEXO 7

Diferentes concentraciones del extracto hidroalcoholico las hojas y tallos de
Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.
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ANEXO 8

Flujograma de |a activacién de Candida albicans ATCC 10231 Ayacucho-2013.

Candida albicans ATCC 10231
(GenlLab del Pera SAC)

—

ml de caldo Sabouraud

[ Inoculacion en tubo con 10 ]

—

48 horas

[ Incubacién a 37°C por ]

—]

Repicacién en agar
Sabouraud

-

Incubacién a 37°C por
48 horas

=

Candida albicans ATCC
10231 activadas
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ANEXO 9

Nistatina 100000 Ul/ml (Nenistecin®), del laboratorio MKT Pharma.

Nenistecin

100 000 Ul/mL

Nistatina
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ANEXO 10

Esquema del Método de Difusion por Disco.

— —
Cepa de Candida Cultivo de Candida 0.5 Mc Farland
albicans ATCC 10231 albicans ATCC 10231

l

- T

Colocar 20ml de Inocular Candida
agar Sabouraud albicans

Eo—-&

Depositar los discos
impregnados con los
tratamientos, sobre el agar

E—

O Incubar a 37°C
e (Op© %
S —

Medicion de los halos inhibidos
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ANEXO 11

Procesos de la aplicacion del Método de Difusién por Disco Ayacucho-2013.

Impregnando los discos con ios Colocando los discos
tratamientos
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ANEXO 12

Halos de inhibicion a las concentraciones de 0,5%, 1,0%, 3,0%, 5,0% y 10,0%
del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”

Ayacucho-2013.

[ 0,5% Nistatina
|10,0%
I . 1,0%
v, e ’
| ; A
FL Py
Yot
" ©
7 3,0%
5,0%
4 }:,,.,,f
) W i
P
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ANEXO 13

Esquema del Proceso de la Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y de la Concentracién Minima Fungicida (CMF)

Extracto 1 1m1 de caldo Sabouraud
del tubo N° 1 al 15
—

=8y
1.0 1.0

NSO OIS A

99088808
1 2 3 4 5 6 9
e
g Estandariza
=
Cultivo de Candida 0.5 Mc Farland

albicans ATCC 10231

1ml del in6culo

1N

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15

=
Incubar mir 48 horas
N
Control | E! tubo N°7
corresponde
alaCmi
10 " 12 13

Se observa turbidez
a simple vista Contrel

D

*CD:O\

L S LN P

No turbios

Se subcultivan en
agar Sabouraud

N A
Incubar por 48 horas

3 El tubo N% corresponde
@ ala CMF
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ANEXO 14

Tubos mostrando la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

hidroalcoholico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” al 10%
Ayacucho-2013.

,. 1 e .
" 7, ypm 3‘ ‘ TP\ ANg 8
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’ lﬂ't ] h’h-n- hn'

51



ANEXO 15

Tunos mostrando la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” al 5,0%
Ayacucho-2013.
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ANEXO 16

Tubos mostrando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
hidroalcohodlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” al 0,5%
Ayacucho-2013.
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ANEXO 17

Concentracién Minima Fungicida (CMF) de las Concentraciones de 0,5%, 5,0% y
10% del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. "sillkau”
Ayacucho-2013.
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ANEXO 18

Diametro de los halos de inhibicion (mm) del extracto hidroalcohodlico de las
hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

Concentraciones

Control
(Nistatina) 0,5% 1,0% 3,0% 50% 10,0%
Repeticiones Diametro de los Halos (mm)

1 17 7 10 12 18 21

2 18 7 10 13 17 22

3 18 8 11 14 19 21

4 19 9 12 15 19 22

5 17 9 10 13 18 21

6 17 7 11 13 17 21
Media 17,67 7,83 10,67 13,33 18,00 21,33
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ANEXO 19

Anéalisis de varianza (ANOVA) de los halos de inhibicién del efecto antifingico
del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L. “sillkau”
Ayacucho-2013.

ANOQVA
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F Sig.
Inter-grupos 773,472 5 154,694 209,361 ,000
Halo de
Inhibicién  Intra-grupos 22,167 30 739
(mm)
Total 795,639 35

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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ANEXO 20

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los halos de inhibicién del
efecto antifungico del extracto hidroalcohodlico de las hojas y tallos de Bidens
pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

Halo de inhibicion (mm)

HSD de Tukey’

Subset for alpha = ,05
Tratamientos

N 1 2 3 4 5
0,5% 6 7,8333
1,0% 6 10,6667
3,0% 6 13,3333
Nistatina 6 17,6667
5,0% 6 18,0000
10,0% 6 21,3333
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,984 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subgrupos homogéneos.
a. Uses harminic Mean Sample Size = 6,000
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ANEXO 21

Analisis de varianza del porcentaje de los halos de inhibicion del efecto
antifangico del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Bidens pilosa L.
“sillkau” Ayacucho-2013.

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F Sig.
Inter-grupos ~ 22982,537 4 5745,634 345,244 ,000
Halo de
Inhibicién  Intra-grupos 416,057 25 16,642
(mm)
Total 23398,593 29

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.

58



ANEXO 22

Prueba de comparaciones multiples de Tukey del porcentaje de los halos de
inhibicion del efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos
de Bidens pilosa L. “sillkau” Ayacucho-2013.

% de Inhibicion

HSD de Tukey®

Subset for alpha = ,05

Tratamientos

N 1 2 3 4 5
0,5% 6 44,3333
1,0% 6 60,3633
3,0% 6 75,4133
5,0% 6 101,9600
10.0% 6 120,8800
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,984 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subgrupos homogéneos,
a. Uses harminic Mean Sample Size = 6,000
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ANEXO 23

MATRIZ DE CONSISTENCIA
TiTULO PROBLEMA OBJETIVOS T'gg';%’o HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA

Actividad Objetivo General 1 Antecedentes | EI extracto Tipo de Investigacion
antifingica ¢ Cual es | « Determinar la actividad | 2 Bidens pilosa hidroalcohdlico | Variable independiente | Experimental
del extracto | zctividad antifingica del  extracto L de las hojas vy El extract Muestra biolégica
hidroalcohdli | anifingica del | hidroalcohdlico de las hojas y | | . | tallos de Bidens | = SXT80. . Dos kg de hojas y tallos de
co de las Sitetith tallos de Bidens pilosa L.|°* Clasificacion | piiosa L. hl iIraa cto ”0 lcg g.o?s Bidens pilosa L. ‘“sillkau”
hojas y| ” . “sillkau” frente a una cepa de | t@xonomica “sillkau” tiene 'f;JaS yl_ 2 (.)"Sk € BI0eNs | recolectadas durante el mes de
tallos de hldroalcoh9llco Candida albicans ATCC | ® Descripcion | aetividad f '3.5 2 d allkau febrero del 2013, en las riberas
Bidens de las hojas y | 10231, botanica antifungica NGIEAnores del rio Huatatas, en la provincia
pilosa L. | tallos de Bidens o Distribucion | frente a una | Concentraciones: de Huamanga, departamento
“sillkau” pilosa L. | Objetivos especificos geografica o cepa de |-0,5% de Ayacucho ubicado a 2 725
frente a una | “gjlkau” frente a , « Composicién | Candida -1,0% m.s.n.m.
cepa  ©8 | o sepm dE | o Determinar _la | quimica. albicans ATCC | - 3.0 % Microorganismo de ensayo
Candida Cardide concentracion optima | « Propiedades | 10231. -5.0% Candida albicans ATCC 10231.
albicans i antifingica  del  extracto | usos -10,0 % Determinacion de la actividad
ATCC albicans ATCC hldroalcohol1qo de ho;as ¥ | medicinales. ) ) antifingica: La metodologia
10231. 10231. Eal_!os ?e Bidens pilosa L. | 3 Metabolitos Variable dependiente empleada para I
Ayacucho, Ayacucho, sillkau”™ secundarios Actividad antifungica del | determinacién de la actividad
2013. 2013. = Determinar _lal 4 candida extracto hidroalcohdlico | antifingica se basé en el

Concentracion Minima albicans de las hojas y tallos de | Método de Difusién por disco.

Inhibitoria (CM1) Yy e Bidens pilosa L . L

Concentracion Minima | ¢ Ubicacion “sillkau” | Analisis Estadistico:

Fungicida CFM),  del | taxonémica. ‘

extrgcto hidro(alcohl')lico de | 5.Nistatina Indicadores Lo fesultados e procesaran

hojas y tallos de Bidens
pilosa L. “sillkau”.

¢ |dentificar los metabolitos
secundarios presentes en el
extracto hidroalcoholico de
las hojas y tallos de Bidens
pilosa L. "sillkau”

¢ Halos de inhibicién
¢ Concentracion
Minima Inhibitoria
¢ Concentracién
Fungicida Minima

en cuadros mediante el analisis

de varianza (ANOVA) vy
comparaciones multiples de
Tukey con wun nivel de

significancia de 0,05.
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