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Actividad anti Candida del extracto hidroalcohélico de las hojas de
Lepechinia meyenii (Walp) Epl. “pacha salvia”. Ayacucho - 2011.
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ASESORES : Mg. José Manuel, DIEZ MACAVILCA.
: MCs. José ALARCON GUERRERO

RESUMEN
El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar la
actividad anti Candida del extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (Walp)
Epl. “‘pacha salvia® frente a Candida albicans y Candida glabrata. La
investigacion se realiz6 en los laboratorios de Farmacognosia y Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga.
Las hojas de Lepechinia meyenii proceden de centro poblado de Huancabamba,
distrito de Andahuaylas, provincia de Andahuaylas, regiéon de Apurimac a 3400
m.s.n.m. Los metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico fueron: taninos,
fenoles, flavonoides, triterpenos, esteroides, quinonas, lactonas y cumarinas,
catequinas, azucares reductores.
Se determiné la actividad anti Candida utilizando el método de Difusién en agar
Sabouraud (placa excavada) empleando tres concentraciones de Lepechinia
meyenii, un control positivo Nistatina (Micostatin®) y un control negativo (agua
destilada) también se utilizé el método de Dilucién en agar para la determinacion
de la Concentracion Minima Inhibitoria CMI y Concentraciéon Fungicida Minima
CFM.
La actividad anti Candida del extracto hidroalcohélico mostré mayor sensibilidad
para Candida glabrata con respecto a Candida albicans, obteniéndose un halo de
inhibicion para C. glabrata de 18,3 mm y para C, albicans de 16,8 mm, mientras
que para Nistatina de 22,7 mm y 21,4 mm respectivamente. La CMI para C.
glabrata fue de 12,5 mg/mL y su Concentracién Fungicida Minima (CFM) de 25
mg/mL y para C. albicans la CMI es 25 mg/ml. y su CFM es 50 mg/mL.
Se concluyoé que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii
“pacha salvia” a 50mg/mL, tiene actividad anti Candida similar a la Nistatina.
Palabras Claves: actividad anti Candida, Lepechinia meyenii, extracto
hidroalcohdlico.



. INTRODUCCION

Los hongos son microorganismos eucariotas, la mayor parte de los
hongos patdgenos son exégenos, siendo sus habitats naturales el agua, el suelo
y los desechos organicos. L.as micosis con mayor incidencia, la candidiasis y las
dermatofitosis, son causadas por hongos que forman parte de la flora microbiana
normal o estan muy adaptados para sobrevivir en el hospedero humano. Las
micosis pueden clasificarse en superficiales, cutaneas, subcutaneas, sistémicas

y oportunistas. (Jawetz y col., 2002).

La candidiasis es una enfermedad causada por una levadura, en ciertas
condiciones C. albicans, C. tr'oplica(is, C. glabrata y C. parapsilosis forman parte
de la flora normal de los humanos y ayudan a mantener el nivel bacteriano
adecuado, sin embargo, algunas veces se desarrolla un crecimiento desmedido
de este hongo por ciertos factores, que podria generar una variedad de
problemas sobre todo en el paciente inmunodeprimido. Se pueden encontrar en
las superficies mucosas sanas de la cavidad oral, tracto gastrointestinal, vagina y

area rectal. (Patrick y col., 2002).

Candida albicans es la especie mas frecuente aislada en problemas de flujo

vaginal, esta infeccion es por la aparicién de ciertos factores que favorecen el



crecimiento de la levadura como son: situaciones fisiologicas (recién nacidos,
embarazadas), estados patolégicos o sus tratamientos, emplec de

antimicrobianos, uso de corticoides, etc. (Pumarola y col., 1987).

Los farmacos antifungicos o antimicéticos son compuestos utilizados en el
tratamiento causado por hongos, tal es el caso de la nistatina que es eficaz para
tratar micosis localizadas y sistémicas posee un amplio espectro y raras veces

induce resistencia. (Goodman y Gilman, 1996; Jawetz y col.,, 2002).

Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas
medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso que disponian los
médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies
vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el

empleo de los productos que de ellas se extraen.

Lepechinia meyenii, es una planta con propiedades medicinales entre las que
destaca su propiedad antibacteriana, antiespasmodica y antioxidante. Se estima
que el mayor porcentaje de la poblacién peruana y sobre todo la ayacuchana
tiene poco o ningin acceso a los medicamentos comercializados por las
transnacionales e industrias farmacéuticas. El porcentaje de ésta poblacion usa
otros recursos y especialmente la fitoterapia o la medicina tradicional por ser de

bajo costo para el tratamiento de sus problemas de salud. (Quick, 2002).

En el desarrollo de éste trabajo de investigacion se determinara la actividad anti
Candida €l cual se evaluara en cepas C. albicans y C. glabrata por el método de

difusién en agar. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General:



Determinar Actividad anti Candida del extracto hidrbalcohélico de las hojas de

Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia”.
Objetivos Especificos:

o ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epl. “pacha salvia”
y cofrrelacionar con la actividad anti-Candida.

e Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (C.M.l) frente a cepas de
Candida albicans y Candida glabrata.

e Determinar la Concentracién Fungicida Minima (CFM), del extracto

hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia”.



. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

A pesar de los siglos de tradicion, la fitoterapia ha evolucionado y ganado
prestigio y eficacia, sobre todo en los Ultimos tiempos acercandose cada vez
mas a las normas y usos que exige la medicina moderna. Como resultado de
ello; actualmente se tiene un mejor conocimiento de las propiedades
medicinales, se ha incrementado su numero, se han desentrafiado
cientificamente secretos de sus principios activos y se han descrito con mas
precision sus propiedades, contraindicaciones y efectos secundarios, lo que ha
redundado en una mas correcta sistematizacion y posologia. (Palacios, 1997;

Rodriguez, 2002).

En el 2009 se investigé la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
metandlicos, etandlicos e hidroalcohdlicos de Cassia reticulata (planta entera),
lex guayusa Loes (hojas), Piper lineatum (hojas), y Terminalia catappa (hojas),
de doce extractos investigados, diez (83%) presentaron actividad significativa
frente a Candida albicans, y seis (50%) contra Microsporum canis. Los extractos

con la mejor actividad antimicrobiana fueron los tres extractos del Piper lineatum;



el extracto hidroalcohdlico de Cassia reticulata y el hidroalcohdlico de Terminalia

catappa. (Ruiz y Roque, 2009).

Montiel y col. (2007), evaluaron la actividad anti-Candida y anti-Aspergillus de
aceites esenciales de Lippia alba (Miller) N.E. Brown, quimiotipo
carvonalimoneno y su asociacién con sus componentes mayoritarios, se
encontré6 que el aceite mas activo fue el de L. alba de Flandes-Tolima con

valores de CMI de 0,004 para A. fumigatus y 0,036 para C. krusei.

En el 2005 se investigd la actividad anti fungica de Annona cherimolia Mill,
Annona muricata L, Bidens pilosa L, Hypericum laricifolium L, Juglans neotropica
Diels, Piper spp, Plantago major L, Psidium gquajava L, Schinus molle L .y
Spartium junceum L. La actividad anti fingica se evalué6 mediante el método de
difusién en agar y dilucién en agar para la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMl). La CMI de los extractos que presentaron actividad
consistente frente a Candida albicans ATCC 10231, fue de 250 pg/mlL para
Hypericum laricifolium L., Juglans neotropica Diels, Psidium guajava L. y Schinus

molle L. y de 500ug/mL para Piper spp. (Huamani y Ruiz, 2005).

Quispe (2004), estudié la actividad antifungica de Propdleo de Apis mellifera
sobre cepas de Candida albicans, determinando la CMI del Propdleo de 3,6
ug/mL y la CFM que fue de 6,12 ug/mL, para los extractos etandlico y

cloroférmico.

Alzamora y col. (2002), investigaron la actividad antimicrobiana in vitro de los
aceites esenciales de Eucalyptus globulus, Labill "eucalipto”; Cymbopogon
citratus, (D.C.) Staff "hierba luisa"; Tagetes pusilla Lag. "Anis serrano”; Senecio
tephrosioides, Turcz "huamanrripa" y Lepechinia meyenii, (Walp) Epling "salvia",

reportando que el aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp) Epi, present6



efecto antimicrobiano frente a Salmonella typhi ATCC 6539, S. typhimurium
ATCC 14028, S. enteritis INS, V. cholerae ATCC E-79460GAWA, P. aeruginosa

GT 28, Shigella flexneri INS, S. aureus INS, C. albicans ATCC 10231.
2.2. ASPECTOS BOTANICOS DE Lepechinia meyenii (Walp) Ep!.

2.2.1. SISTEMA DE CLASIFICACION CRONQUIST A. (1988)

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ‘ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Lepechinia

ESPECIE : Lepechinia meyenii (Walp) Epl.

NOMBRE VULGAR : “Pacha salvia’.
Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

(Anexo N° 01).
2.2.2. DESCRIPCION BOTANICA DE Lepechinia meyenii (Walp) Epl.

Lepechinia meyenii (Walp) Epl., es una planta herbacea perenne que mide hasta
50 cm de altura algo postrada, formando matas; tienen tallos cuadrangulares con
hojas opuestas, aovadas, rugosas de un color verde oscuro de 4 a 6 cm de largo;
flores hermafroditas pentameras en glomérulos que se encuentran en los nudos
y ramas terminales con bracteas foliosas en la base, de 4 a 6 mm de largo, con
el cdliz tubular pubescente y glanduloso de 4 a 5 mm de largo que termina en 5
I6bulos agudos, corola cilindrica acampanada, bilabiada en el apice, labio

superior casi plano, trilobulada; de color violaceo; estambres 4 didinamos y estilo



fiiforme bifido; fruto tetraquenio formado por 4 naculas o aquenios. Toda la
planta despide una fragancia muy agradable, por los aceites esenciales que

contiene. (Tovar, 2001; Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Esta especie esta distribuida por Argentina, Bolivia y Peri. Crece de preferencia
en los niveles medios del territorio andino y también en la puna baja entre 3100 a
4100 m.s.n.m; en el Pert esta distribuida en Ayacucho, Apurimac, Huanuco,

Junin, Huancavelica, Cusco, Puno, y Ancash. (Tovar, 2001; Castillo, 2004).

2.2.4. COMPOSICION QUIMICA

Se llama metabolitos secundarios a compuestos quimicos que son sintetizados
por la planta y no tienen funciones esenciales en ella. Las rutas metabdlicas
basicas constituyen los origenes de los metabolitos secundarios, dando lugar a
una vasta serie de compuestos, algunos responsables de olores caracteristicos,
causticidad y colores de los vegetales, otros comunican a la planta sus virtudes

culinarias, medicinales o venenosas. (Angulo, 1997; Bruneton, 1991).

Segun Pérez (2006), Lepechinia meyenii (Walp) Epi, presenta en el extracto
hidroalcohdlico triterpenoides y esteroides, taninos y fenoles, flavonoides,
catequinas, azucares reductores lactonas y cumarinas. De la misma manera
Yuncaccallo (2005), reporta la presencia de fenoles y taninos, flavonoides,
principios amargos, triterpenos y esteroides en extracto acuoso y en el extracto
hidroalcohdlico fenoles y taninos, lactonas y cumarinas, saponinas, catequinas,

azucares reductores, triterpenocides y esteroides.

Estudios fitoquimicos indican que las especies de este género biosintetizan

principalmente, diterpenos (acidos derivados de los nucleos abietano vy



pimarano,) triciclicos, triterpenos (acido ursdlico, leandlico, betulinico) y

flavonoides (salvigenina, artemetina y santina). (Castillo, 2004).

De las partes aéreas de L. meyenii (extracto de acetona) se han aislado los
derivados abietatrienos, pisiferol, acido carndsico, rosmanol, salvicanol,
isosalvicanol y un 12 formilabietano. (Castillo, 2004). Del extracto etandlico se
han identificado carnosol, diosmetina, acido ursélico, acido cafeico y acido 2-
hidroxicafeico; ademas se han propuesto las estructuras de dos derivados del

acido hidroxicafeico. Compuesto en el aceite esencial es el guaiol.

HO__ o~ _COI HO o COM
Sl
- - [
Ho ;
Ho Acido cafeico

Acido 2 - hidroxicafeico

HC CH.
Acido Ursdlico

2.2.5. PROPIEDADES Y USOS MEDICINALES:

Lepechinia meyenii, es utilizada para el dolor de estomago y trastornos
digestivos, como bactericida: contra afecciones bucales y respiratorias, tos,

infecciones del tracto urinario, como cicatrizante, para tlceras, también como anti



fungico y emenagogo ya que rebaja los dolores de la menstruacién (Basto, 2001;
Pérez, 2006; Romero, 2006). Todas estas afecciones solo empleando las hojas o

la planta sin raiz en infusion. (Montalvo, 1988).
2.2.6. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS:

Pérez (2006), investigd la actividad antibacteriana de los extractos
hidroalcohdlico y acuoso de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia”®,
encontrando mejor actividad con el extracto hidroalcohélico que el acuoso sobre
S. aureus y S. pyogenes, también los porcentajes de inhibicion frente al estandar
de ampicilina sobre S. aureus fueron de 74,42% y 83,87% con el extracto
hidroalcohélico de hojas y tallos respectivamente y con el extracto acuoso de
hojas y tallos un 6226% y 400%. Para S. pyogenes con el extracto

hidroalcohdlico un 36,0% y 32,58% respectivamente.

Yuncaccallo (2005), estudio el efecto antiespasmédico del extracto acuoso e
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pampa salvia” en
el ileon aislado del “cuy”, donde reporté que el extracto hidroalcohdlico al 10%
mostré mayor efecto antiespasmédico, obteniendo una disminucion de la

respuesta contractil de 85,28% frente al extracto acuoso.

En el 2004, se realiz6 el estudio de la actividad antioxidante en Lepechinia
meyenii (walp) “pacha salvia”. Identificando cinco compuestos: carnosol,
diosmetina, acido ursdlico, acido cafeico, acido 2-hidroxicafeico. El extracto de
Lepechinia meyenii (walp) presenté 4296% de actividad antioxidante a 10
ug/mL. De la separacion guiada por la actividad antioxidante se aisld el
componente de mayor actividad, el acido 2-hidroxicafeico con 94,15% de la

actividad a la concentracion de 10 ug/mL. Reportandose que el acido cafeico y el



acido 2-hidrocafeico serian los principales responsables de su actividad

antioxidante. (Castillo, 2004).

Lepechinia meyenii reporta también actividad antibacteriana contra
microorganismos gram positivos (S. aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus faecalis y Streptococcus beta-hemoliticus) y
gram negativo (Shigella flexneri, Salmonella enteriitidi, E. coli, P. aeruginosa) y
actividad antifingica contra (C. albicans y Trichophyton mentagrophytes).

(Castillo, 2004).

Asi también, Ccahuana y col. (2001), evaluaron el efecto antidiarreico del
extracto seco hidroalcohdlico de las hojas y tallo de L. meyenii (Walp) Epl. “pacha
salvia” en ratones albinos reportando que a la dosis de 700mg/kg comparado con
la papaverina, posee caracteristicas similares en cuanto a la consistencia, peso y

tiempo de evacuacion.
2.3. HONGOS

Son microorganismos eucariotas que poseen un nlcleo bien definido,
mitocondrias, aparato Golgi y reticulo endoplasmatico. Pueden existir en una
forma qnicelular (levadura), capaz de replicarse de forma asexual, o en una
forma filamentosa (moho), capaz de replicarse de forma tanto asexual como
sexual. La mayor parte de los hongos existen en forma de levadura o en forma

de moho (Patrick y col., 2002).
HONGOS OPORTUNISTAS

Los pacientes con defensas comprometidas son susceptibles a los hongos
ubicuos a los cuales cominmente estan expuestas personas sanas sin sufrir

enfermedad. En muchos casos el tipo de hongos y la historia natural de la

10



infeccion micética son determinados por el estado de predisposicion subyacente
del huésped. Candida y las levaduras relacionadas son oportunistas endogenos.

(Patrick y col., 2002).

Las infecciones por levaduras se ven en pacientes debilitados o con una
enfermedad crénica o que estan inmunocomprometidos con alteracion de los
mecanismos de defensa por la administracion de corticoides, agentes citotdxicos

inmunosupresores o el uso a largo plazo de antibiéticos. (Jawetz y col., 2002).

2.3.1. Candida albicans

Se encuentra actualmente clasificada de la siguiente forma.

Reino : Fungi

Divisién : Deuteromycota

Clase : Blastomycetes

Orden : Cryptococales

Familia :‘Cryptococcaceae

Género : Candida

Especie . Candida albicans
: Candida glabrata

Fuente: (Pumarola y col., 1987).

Candida albicans es una levadura que crece habitualmente sobre las mucosas
de la boca, gastrointestinal y genitourinario. Como parte de la flora normal
prolifera como una levadura por brotes, las hifas solo se reproducen durante la
invasion tisular. Las infecciones son el resultado de un sobre crecimiento
oportunista cuando se suprime la microflora competidora con antibiéticos o por

factores predisponentes y desencadenantes como: anatémicos (Edad, vagina

11



humeda) y fisiologicos (embarazo, alteraciones endocrinas, farmacoldgicas,

Instrumentales, Habitos, SIDA). (Soto, 2001).
2.3.1.1. Estructura

Candida albicans se halla principalmente como una levadura de yemas esféricas
u ovoides de 4 a 5 micras de diametro. Aunque es un hongo dimérfico con
capacidad de producir hifas verdaderas y micelios verdaderos, a menudo forman
seudomicelios y compuestos de seudohifas. Cualquiera de estas dos formas
flamentosas se califica de micelial o forma de moho (M) la forma de levadura,
con yemas, se denomina forma (Y). Los tubos germinales son diferentes de la
seudohifas y son producidas sélo por C. albicans. Las formas de hifas se
producen in vivo sélo cuando resultan invadidos los téjidos. (Quentin y Russell,
1991). A lo largo de los micelios se forman grupos de blastosporas en
determinadas condiciones de crecimiento in vivo; el cuitivo in vitro demuestra la
presencia en los extremos de la hifas o entre las células de las mismas, de
clamidosporas adicionales redondas, de pared gruesa. Las clamidosporas
representan esporas inactivas resistentes y, en consecuencia, se forman en los
cultivos viejos o en medios un tanto pobres, como el agar de maiz. (Quentin y

Russeli, 1991).
2.3.1.2. Epidemiologia

Existen mas de 150 especies Candida, de ellas aproximadamente 17 se
consideran patogenas habituales para el ser humano. De las 17 sdlo 5 producen
mas del 90 % de las infecciones invasivas por Candida estas son: C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis. Aunque C. albicans, sigue
siendo el hongo mas frecuentemente aislado, se esta observando en los uitimos

afios una tendencia hacia el aumento del grupo de Candida no albicans

12



resistentes a azoles, como C. glabrata y C. krusei, en probable relacién con el

uso de fluconazol. (Espinosa, 2008).

C. albicans y algunas especies son miembros indigenas de la flora normal
humana; pero también de muchos animales. A pesar de su prevalencia en
reservorios animales, la fuente de infecciones humanas por C. albicans es
endbgena y surge de lugares portadores del mismo paciente. Alrededor del 10%
de las personas sanas tiene C. albicans en la boca, y 15% en el recto. Esto
puede llegar a 40% o mas en los pacientes y tiende a aumentar con la edad y el
tratamiento con antibioticos. La portacion vaginal es normalmente maxima en

mujeres embarazadas y en la piel rara vez excede el 8%. (Braude, 1984).

C. albicans puede extenderse desde la vagina o el recto para causar candidiasis
intertriginosa de la ingle en los diabéticos, muguet oral en el recién nacido, y
desde la piel mediante catéteres intravenosos o desde el intestino mediante

vlceras mucosas a la sangre circulante. (Braude, 1984).

2.3.1.3. Infecciones en el hombre

C. albicans es un microorganismo comensal del hombre que coloniza las
mucosas, principalmente la vagina y los extremos del tracto digestivo (orofaringe

y recto). (Quentin y Russell, 1991).

Los factores que favorecen la aparicion de candidiasis son:

a) Situaciones fisiologicas, en que las defensas inmunolégicas no se
encuentran en estado optimo (recién nacido, anciano, embarazo).
b) Estados patolégicos o sus tratamientos; que producen un efecto

inmunosupresor: leucemia, linfoma, antimitoticos, etc.

13



¢) Empleo de antimicrobianos que condicionaria lo siguiente: Destruccion de
la flora normal con sobre infeccion. por levaduras, alteracion de la
mucosa intestinal y disminucion de la eficacia de los neutréfilos para
destruir Candidas.

d) Uso de corticoides, que suprimen la respuesta de los neutréfilos frente a
Candida ssp., irﬁpiden la migracién de los neutrdfilos o afectan la
fagocitosis y digestion de levaduras englobadas.

e) En otros casos, la desaparicion de las barreras naturales externas, donde
las levaduras alcanzan directamente el medio interno como: quemaduras,
drogadiccion, catéteres, intervenciones quirirgicas, etc.

f) El incremento de glucosa en los tejidos del organismo es un factor que
favorece el desarrollo y multiplicacion de Candida, importante en
diabéticos que padecen con frecuencia candidiasis. (Pumarola y col,
1987).

Las especies de Candida pueden producir gran variedad de formas clinicas
(infecciosas y alérgicas). Las formas infecciosas pueden localizarse a nivel
superficial en mucosas y piel o ser sistémicas (tejidos u érganos profundos). Las
infecciones superficiales por Candida, de procedencia enddgena se localizan en
las mucosas, piel y ufias, un ejemplo claro es el Muguet (Candida en la mucosa
bucal del recién nacido), en los adultos se favorece el desarrolio de Candida
albicans en la boca por la avitaminosis (deficiencia de riboflavina), diabetes,
neoplasias o tratamientos médicos con esteroides, antibidticos u ofros férmacos..
Otra infeccion superficial causada por Candida es la vaginitis que se caracteriza
por la aparicion de pseudomembranas blancogrisaceas en la mucosa vaginal,
flujo blancoamarillento y prurito. La infeccion de la piel y ufias se ve favorecida
por trastornos metabdlicos (diabetes, obesidad, alcoholismo crénico) y otros

locales en la piel (humedad, oclusién y maceracion de la piel), las lesiones se
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producen en zonas intertriginosas de la piel (axilas, ingles, pliegues
submamarios), también tenemos a la paroniquia y onicomicosis, que son formas
de candidiasis en personas que estan frecuentemente en contacto con agua.

(Pumarola y col., 1987).

La mortalidad de las candidiasis generalizadas es elevada y su gravedad esta en
funcion de una serie de factores relacionados con los microorganismos y el
huésped, estas candidiasis pueden presentarse bajo mdltiples formas clinicas
especificas, segun la localizacién que alcancen: sangre, endocardio, rifién, ojos,

vias urinarias y SNC. (Pumarola, 1987).

La candidiasis diseminada suele ser el acontecimiento terminal en pacientes con

otros trastornos como enfermedades malignas. (Quentin y Russell, 1991).

El puimén puede también ser un foco séptico en candidiasis invasiva. Otra forma
de diseminacién es por introduccién directa del hongo al torrente circulatorio por

la administracion de heroina por via parenterél en drogadictos. (Espinosa, 2008).
2.3.1.4. Cultivo

El crecimiento es rapido en medio de Sabouraud. Se forman colonias de
levaduras cremosas después de la incubacion durante una noche a temperatura
de 21°C a 37 °C. Después de unos pocos dias de crecimiento en agar de
Sabouraud, las colonias contienen principaimente formas Y en la superficie; sin
embargo, dentro del agar crecen tanto el micelio verdadero como el
seudomicelio. Los acumulos caracteristicos de blastosporas aparecen a lo largo
de las hifas, y a menudo también hay clamidosporas. Incubados a 37°C en
suero, los organismos crecen con rapidez y forman tubos germinativos en una a

cuatro horas. Los tubos germinales poseen antigenos que no estan presentes en
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las levaduras asi como las diferencias cuantitativas en otros componentes de la

pared celular. (Quentin y Russell, 1991).
2.3.1.5.-Factor de Virulencia:

El factor de virulencia para C. albicans es la produccion de seudohifas, que son
consideradas como estructuras que incrementan la adherencia y penetracion del
hongo en los tejidos. El poder patégeno es explicado por la forma en que se
presenta el hongo en las lesiones (levaduriforme o filamentosa). La forma
filamentosa resiste mejor y por mas tiempo que las levaduras a la digestion en

neutréfilos y mononucleares. (Pumarola y col., 1987).
2.3.1.6. Terapéutica

La terapéutica consiste en corregir condiciones predisponentes y el empleo de
antimicéticos. La enfermedad diseminada puede tratarse con anfotericina B, es
el farmaco mas eficaz para las micosis sistémicas graves. Posee un amplio
espectro y raras veces induce resistencia. El mecanismo de acciéon de los
polienos implica la formacién de complejos con €l ergosterol en las membranas
celulares fungicas; como resultado hay dafo en la membrana y salida del
contenido celular. También se utiliza la nistatina que es un antimicotico polieno B
~con un modo similar de accién. Se puede emplear para tratar las infecciones
locales por Candida sp, en la boca y la vagina. La nistatina también puede
suprimir la candidiasis esofagica subclinica y el crecimiento excesivo de Candida

en el aparato gastrointestinal. (Goodman y Gilman, 1996; Jawetz y col.,, 2002).
2.3.2. Candida glabrata

Es una levadura productora de colonias lisas de consistencia blanda y de color

crema, constituidas por células de 2,5-5 um x 3,5-4,5 um de didmetro. Presentan
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formas individuales ovoides, incapaces de formar seudohifas (hifas no
verdaderas) o seudomicelio (falso micelio) o, cbmo maximo, pueden formar una
cadena corta de levaduras ovoides. La gemacidn es multilateral, no produce
capsula ni artrosporas, y tampoco se han descrito esporas sexuales. Se trata de
una levadura haploide, a diferencia de C. albicans. La estructura antigénica de
C. glabrata ha sido determinada por varios autores, demostrandose que existe
cierto grado de reactividad cruzada con ofras especies consideradas mas
patégenas como C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilopsis, C guillermondi. Sin
embargo se han descrito algunos componentes antigénicos caracteristicos de
esta especie, como el factor nimero 34, base del sistema de identificacién

comercializado con el nombre de Candida check. (Torres y col,, 2008).
2.3.2.1. Consideraciones Fisiol6gicas

Los blastoconidios de C. glabrata no asimilan el inositol y no poseen el pigmento
carotenoide, solamente fermenta la glucosa y la a-trealosa. Estos mismos

azucares son asimilados ademas del D-gluconato y el DL-lactato.

Tabla1. Caracteristicas diferenciales de C. albicans y C. glabrata

Caracteristica C. albicans C. glabrata
Blastoconidios 3-7x3-14 um 2,545 x4-6 um
Seudohifas Si No
Clamidosporas Si No
Nimero de cromosomas 7-9, diploide 11, haploide
Asimilacidn de azlcares G, S, M, T,GAL, A2 G T

Color en medios cromogénicos
CHROMagar Verde Lila-purpura
Candida ID Azul Blanco
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Crecimiento en cicloheximina 0,1% +- -

Virulencia experimental +++ +

Resistencia a triazoles + +++

G® Glucosa; S: Sacarosa; M: Maltosa; T: Trealosa; GAL: Galactosa; A: Arabinosa
Fuente: (Torres y col.,, 2008).

2.3.2.2, Identificacion de la Especie

C. glabrata crece con faciidad a 37°C en el medio Agar Glucosado de
Sabouraud de 24-48h, en aquel medio origina unas colonias lisas, no

adherentes, de color blanco o cremoso, mas o menos brillantes. (Tapia, 2008).

En medios cromogénicos, como el CHROMagar, las colonias aparecen de color
lila a parpura. Los datos negativos, en cuanto a la ausencia de seudohifas o
clamidosporas cuando se siembra la cepa en medios pobres, como el agar
crema de arroz o el agar harina de maiz, junto con la morfologia y el tamafio
reducido de los blastoconidios (34 um) orientan hacia esta especie, pero
solamente las pruebas bioquimicas del auxograma y zimograma confirman la

identificacion. (Torres y col., 2008).
2.3.2.3. Factores de Virulencia

La ausencia de algunos factores de virulencia, como la produccion de
seudohifas, consideradas como estructuras que incrementan la adherencia y
penetracion del hongo en los tejidos, conduce a considerar que C. glabrata es
menos virulenta que ofras especies, sin embargo existen evidencias que
demuestran una rapida diseminacion de las infecciones por aquélla en los
enfermos inmunodeprimidos, en quienes también se produce una elevada tasa
~ de mortalidad. Algunas investigaciones han demostrado que C. glabrata produce

proteinasas y que la hidrofobicidad de su superﬁcie celular es similar a la de C.
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albicans, lo que asegura su capacidad de adherencia a las células del huésped.
Otros factores relacionados con una mayor virulencia, como el cambio en el
fenotipo de las colonias, muy estudiado en C. albicans, también puede

producirse en C. glabrata. (Torres y col., 2008).

Algunas alteraciones del huésped que contribuyen al desarrollo de las
infecciones por esta especie son la disminucién en los niveles de IgA secretora
vaginal, una menor respuesta inflamatoria y, sobre todo, una disminucién de los
linfocitos T, hecho que explica su mayor frecuencia en los pacientes con SIDA,

trasplantados y con neoplasias. (Torres y col., 2008).
2.3.2.4. Epidemiologia de las Infecciones por Candida glabrata

Las infecciones por el género Candida han aumentado su incidencia en las tres
ultimas décadas, constituyendo actuaimente una causa importante de morbi-
mortalidad. Aunque C. albicans continia aisldndose como la especie mas
frecuente, se ha descrito un significativo aumento de otras especies entre las
cuales, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata son las mas importantes. Esta
ultima es una especie ubicua aislandose, por ejemplo, de la cavidad oral y
vaginal de mujeres sanas y en las manos del personal sanitario. La colonizacién
por estas levaduras se incrementa con la prolongaciéon de la hospitalizacion y el
deterioro clinico del enfermo, considerandose esta colonizacién el primer paso

de muchas infecciones. (Torres y col., 2008; Tapia, 2008).

C. glabrata se aisla cada vez con mayor frecuencia de muestras clinicas, como
agente de candidiasis vaginal (infeccion causada por el género Candida), o
produciendo micosis sistémicas graves y candidemia (infeccion del torrente
sanguineo por Candida) en los enfermos criticos. En las mujeres afectadas de

vaginitis con flujo aumentado, C. glabrata corresponde a la especie mas
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cultivada después de C. albicans, también se han descrito algunos brotes
epidémicos en las Unidad de Cuidados Intensivos UCI, considerados como

infecciones nosocomiales. (Tapia, 2008).

2.3.2.5. Terapéutica

Presenta resistencia a fluconazol, se ha podido demostrar que la resistencia a
los azoles se debe a un incremento en la sintesis de ergosterol dependiente del
citocromo P-450 y la existencia de una bomba de flujo activa para el fluconazol.
Generalmente C. glabrata es sensible a los derivados poliénicos, como la

nistatina. (Torres y col., 2008; Tapia, 2008).
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iil. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION

El presente frabajo de investigacion se realizd en los Laboratorios de
Farmacognosia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de Ila

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
3.2. MATERIALES
3.2.1 Poblacion

Hojas de la especie Lepechinia meyenii “pacha salvia”, que crecen en el Centro
Poblado de Huancabamba, distrito de Andahuaylas, provincia de Andahuaylas,
regiéon de Apurimac a 3400 m.s.n.m., recolectadas durante el mes de febrero del
2011. La identificaciéon botanica de Lepechinia meyenii se realizé en la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga con la colaboracion de la

Bidloga Laura Aucasime Medina.
3.2.2 Muestra
01 Kg de hojas secas de Lepechinia meyenii “pacha salvia”.

3.2.3 Material Bioldgico
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Cepas de Candida albicans y Candida glabrata, facilitadas por el Instituto

Nacional de Salud (INS) de Lima (Anexo 02).

Control positivo: Nistatina de 100 000 Ul (Micostatin® suspension)

3.3 DISENO METODOLOGICO

3.3.1 Procedimiento para la recoleccion de muestra

Se procedié a recolectar las hojas de Lepechinia meyenii “pacha salvia”, se
seleccioné las hojas que no estaban dafiadas ni maltratadas luego se distribuyé
en una habitacién ventilada sobre papel periédico para su secado,
aproximadamente por una semana, después se molié haciendo uso de un
mortero a la contextura de polvo almacenandolos después en frasco de vidrio

ambar.

3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii

“pacha salvia”.

La muestra seca y molida aproximadamente unos 200 g se maceré con 2L
alcohol a 70° en frascos de color ambar, por un periodo de una semana, durante
el proceso se agité el frasco periédicamente para que el alcohol se distribuya
homogéneamente en la muestra. Luego se procedi6 a filtrar y concentrar, hasta

obtener un extracto seco.

3.3.3. Identificacion de los metabolitos secundarios de Lepechinia meyenii

“pacha salvia”

Las reacciones de identificacién se realizaron por coloraciéon y precipitacion,
siguiendo la metodologia propuesta por Miranda, (2000) ia cual se indica en el

(Anexo 03).

22



3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD anti Candida

Técnica: Se determiné la actividad utilizando la técnica de Difusibn en Agar
(placa excavada o de los pozos) (Del Pino, 2008) y Dilucién en Agar para
determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion

Fungicida Minima CFM (INS, 2002).
3.4.1. Método Difusién en Agar (placa excavada)

-Preparacion de medios de cultivo y placas: Se utiliz6 e medio Agar
Sabouraud Glucosado previamente esterilizado a 15 Lb de presion y 121°C por
15 minutos en un autoclave. Luego se afiadié el antibiético de cloranfenicol para
evitar el crecimiento de bacterias previo plaqueado. Después se vertié el medio
fundido unos 20 mL, en las placas petri estériles, hasta una altura de 4mm se

dejo reposar y secar por 5 minutos. (Salcedo, 1993; INS, 2002).

-Activacion de las cepas: Con la ayuda de una asa de kolle se transfirid una
asada del cultivo de C. glabrata y C. albicans que se adquirié del INS y se repicod
en viales de 10 mL que contenian agar Sabouraud, luego se dej6 incubar a 37°C

por 24 horas, de esta manera se obtuvo un cultivo joven. (INS, 2002).

-.Preparacion del inoculo: De las cepas jovenes, se prepard el inéculo, se
utilizé un asa de kolle para transferir el cultivo de hongos en un tubo conteniendo
5mlL de Suero Fisiolégico, se dejo por 2 horas hasta alcanzar la turbidez del

estandar 0,5 de la escala de Mac Farland.(INS, 2002).

-Inoculaciéon del extracto: Se impregné un hisopo estéril introduciéndolo en el
indculo, luego de escurrir contra las paredes del tubo para eliminar el excedente
del liquido, se realizd la siembra en la placa petri, que contenia agar Sabouraud,

en fres direcciones diferentes a fin de obtener una distribucion uniforme del
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in6culo, reposado ya de 3-5 minutos, se realizaron las perforaciones de 10 mm
de diametro, donde se inocularon 100 ul. de los extractos a diferentes
concentraciones (tres tratamientos), un control positivo (Nistatina) y el control

negativo (agua destilada), luego se incubd a 37 °C por 24 horas. (INS, 2002).

3.4.2. Lectura: Después del tiempo de incubacion, se procedidé a medir la
formacion de la zona de inhibicion. Los resultados se reportaron en funcion a la
presencia o ausencia del halo de inhibicion del crecimiento del microorganismo,
la formacion de dicho halo significara sensibilidad (S) y la no formacion

resistencia (R). (Granados y Villaverde, 2007).
3.5. Determinacion del porcentaje de inhibicion

Para ello se midi6é los halos producidos por cada uno de los extractos, divididos
sobre el didametro del halo de inhibicion del antimicotico con eficacia comprobada
utilizada para cada microorganismo (Pérez, 2006).

Didmetrodel halo de inhibicidndel extracto

% de inkibicion =
o O dmetrodel halo de inhibicionde referencia’

100

Se busco una concentracion de los extractos quimicos donde el porcentaje sea

el cercano al 100% a mas para considerarla como concentracion efectiva.

3.6- Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y

Concentracion Fungicida Minima. (CFM)

Concentracién Minima Inhibitoria: Es la concentracion mas baja de extracto o
del compuesto que es capaz de inhibir cualquier crecimiento visible. (Granados y

Villaverde, 2007). Se sigui6 el procedimiento segin el (Anexo 07y 08).

Concentracion Fungicida Minima: Es ia concentracion mas baja de un farmaco

que produce la muerte del 99,9% del microorganismo probado y solo permite la
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supervivencia de 0,1 % de los microorganismos en cultivo. Se sigui6 el

procedimiento segun el (Anexo 07 y 08).

Preparacion del inéculo: El indculo se prepard verificando fa turbidez con la
escala 0,5 Mac Farland, en 5mL de solucion salina fisiologica. Las soluciones de
cloruro de sodio tienen una composicion similar al liquido extracelular del
organismo también fa misma presion osmatica que los liquidos corporales. Para
determinar estos dos parametros se utilizé el método de Dilucion en agar, donde
a partir de la solucion madre 100 mg/mL se prepard diluciones decrecientes del
extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (Walp).Epl. "pacha salvia” de 75,
50,25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.563, 0.156 mg/mL. Un mililitro de la suspension de
microorganismo se agregod a los tubos que contenian un mililitro de caldo con el
extracto en las concentraciones indicadas, a las 24 horas se observa turbidez a
simple vista, 0,1mL de los caldos no turbios se subcultiva en agar y el tubo que
no presenta turbidez (crecimiento) se considera la CMI. (Alarcén y col. 2011).

(Anexo 07 y 08).

3.7.-DISENO EXPERIMENTAL

Se clasifico en cinco grupos experimentales y siete repeticiones para cada grupo

como se indica el (Anexo 10, 11, 12 y 13).

= Grupo 1. Control positivo; Nistatina suspension.
= Grupo 2: Control negativo; Agua destilada

= Grupo 3: Extracto hidroalcohdlico de hojas de 12,5 mg/mL de Lepechinia

meyenii “pacha salvia”.

= Grupo 4. Extracto hidroalcohdlico de hojas de 25 mg/mL de Lepechinia

meyenii “pacha salvia’.
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= Grupo 5. Extracto hidroalcohédlico de hojas de 50 mg/mL de Lepechinia
meyenii “pacha salvia”.

3.8. ANALISIS DE DATOS:

Los datos obtenidos se presentan en cuadros, graficos y fueron sometidos al

Andlisis de Varianza (ANOVA) factorial al 95%. Para esto se us6 el programa

SPSS 15.0. Ademas se realizd la prueba de Tukey‘con 95% de confianza; para

hallar el grado de eficiencia significativa y determinar el valor farmacolégico en

estudio. (Pérez, 2006).
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IV. RESULTADOS



CUADRO N° 01: Metabolitos Secundarios del extracto hidroalcohdlico de

las hojas de Lepechinia meyenii “pacha salvia”. Ayacucho. 2011.

METABOLITOS
SECUNDARIOS ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES
AZUCARES )
REDUCTORES Fehling +++ Precipitado rojo
CATEQUINAS Catequinas - Mancha verde carmelita a
luzuv
LACTONAS Y/O .
CUMARINAS Baljet + Naranja rojizo
FLAVONOIDES Shinoda -+ Fase amilica de color
amarillo
FENOLES Y/O .
TANINOS Cloruro férrico +++ Coloracion verde intenso
QUINONAS Borntrager ++ Rosado- naranja
TRITERPENOS Liebermann-
Y/O ESTEROIDES Burchard +++ Coloracién verde oscura

Leyenda:
(+) : Presencia
(++) :Buena

(+++) : Excelente
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Grafico 01.-Valores promedios de los halos de inhibicion por efecto del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi.

“pacha salvia“ frente a Candida albicans y Candida glabrata. Ayacucho-
2011.
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Grafico 02.- Promedios de los halos de inhibicion del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha

salvia” frente a C. albicans y C. glabrata. Ayacucho. 2011.
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Grafico 03. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohélico de las
| hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia” frente a Candida

albicans y Candida glabrata. Ayacucho- 2011.
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Grafico 04- Valores promedios del porcentaje de inhibicion del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha

salvia“ frente a C. albicans y C. glabrata. Ayacucho-2011.

32



Cuadro N° 02.- Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion

Fungicida Minima (CFM) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Lepechinia meyenii (Walp). Epi. "pacha salvia”. Ayacucho. 2011.

Extracto hidroalcohdélico

Candida glabrata

Candida albicans

C (mg/mL)

24 horas

48 horas

24 horas

48 horas

100
75

50
25
12,5
6,25
3,125
1,563
0,156

CFMm
o1 |

+ + + +

+ + F 4+ + + +

CFM

+ 4+ o+

+ + + + o+

Nistatina

Candida glabrata

Candida albicans

C (ug/ml)

24 horas

48 horas

24 horas

48 horas

200
100
50
25
25
0,25

- CFM
- cMmi

+ + + + .

CFM
CMI

+ + 4

+ 4+ 4+ 4+

Cuadro N° 03.- Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Fungicida Minima (CFM) del control positivo Nistatina (Micostatin®

suspension) frente Candida glabrata y Candida albicans. Ayacucho. 2011.

Leyenda:

No tiene crecimiento: -
Tiene crecimiento : +
Concentracion Minima Inhibitoria: CMI
Concentracion Fungicida Minima: CFM
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V. DISCUSION

El cuadro N° 01; presenta los resultados de la identificacién de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia
meyenii (Walp). Epi. "pacha salvia", encontrandose los siguientes metabolitos:
taninos, fenoles, flavonoides, triterpenos, esteroides, quinonas, lactonas y
cumarinas, catequinas, aziucares reductores.; los cuales podemos corroborar en
el tamizaje fitoquimico realizado por Pérez (2006), quién report6 la presencia de
flavonoides, taninos y fenoles, triterpenos y esteroides, lactonas y cumarinas,
catequinas , azucares reductores, todos estos metabolitos presentes en extracto
hidroalcohdlico y en acuoso.

A cada uﬁo de los metabolitos secundarios se destacan una funcién especifica
Evans (1991), refiere que algunos flavonoides poseen propiedades
antibacterianas, antifingicas y antivirales; del mismo modo Lock de Ugaz (1994)
y Bruneton (2001), indican que los flavonoides tienen una accién farmacoldgica
extensa y variada, donde los flavonoides prenilados y otros fenoles destacan en
la actividad antimicrobiana, inhibiendo la sinfesis de ADN, ya que estos penetran
faciimente a la membrana celular de los microorganismos, se combinan y
precipitan las proteinas protoplasmaticas, desnaturalizando y actuando como

venenos protoplasmaticos.
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Miranda (2000), sefiala que la accién farmacologica es extensa y variada,
destacando asi la actividad antimicrobiana de flavonoides, triterpenoides,
numerosas lactonas sesquiterpénicas y posiblemente cumarinas unidas entre si
forman una molécula compleja que inhibe el crecimiento de las bacterias.
Cérdova (2001), define que la accion de los taninos es de ser astringente, pues
los taninos se combinan con las proteinas de la piel y de la mucosa formando
compuestos insolubles, privando a los microorganismos del medio apropiado
para que puedan desarrollarse. Su propiedad de astringencia es utilizada en el
uso intemo del tratamiento de las vias respiratorias.

El grafico N°01 muestra los valores promedios de los halos de inhibicion por
efecto del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Lepechinia meyenii "pacha
salvia" frente a las cepas de C. glabrata y C. albicans, indicando asi que existe
diferencia significativa entre especies y observandose el tamafo del halo de
inhibicién entre cada cepa de hongo, siendo C. glabrata la mas sensible ya que
presenta un mayor halo de inhibicion, con promedio de 18,3 mm de halo, seguido
por C. albicans con 16,8 mm

Quispe (2004), menciona que el diametro de los halos de inhibicion obtenidos al
ser enfrentados la cepa de Candida albicans contra los extractos de Apis
mellifera son mayores en el extracto etandlico con respecto al extracto
cloroférmico y estandar de ketoconazol.

Pérez (2006), reporté para Staphylococcus aureus un halo de 24 mm de
didametro de inhibicion para las hojas y 26 mm para el tallo del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii "pacha salvia" y para
Streptbcoccus pyogenes de 12 mm y 10 mm respectivamente, lo que significa
que Staphylococcus aureus es mas sensible al extracto hidroalcohdlico de

Lepechinia meyenii "pacha salvia".
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En el grafico N° 02, se muestran los resultados del promedio de los halos de
inhibicién de cada una de las concentraciones del extracto hidroalcohdlico frente
a Candida glabrata y Candida albicans, donde el control positivo (Nistatina)
presenta un promedio de 22,7 mm de diametro de inhibicion frente a Candida
glabrata y 21,4 mm de halo de inhibicion frente a Candida albicans notandose
que la Nistatina es el mejor antimicético frente a estas levaduras seguida del
extracto hidroalcohélico de 50mg/mL dando 19,4 mm de diametro para C.
glabrata y 18mm para C. albicans en comparacion con las demas
concentraciones, y probando que existe diferencia significativa en las diferentes
concentraciones del extracto, ya que el efecto es dependiente a las
concentraciones; o sea, a mayor concentraciéon mayor halo de inhibicion, esto se
demuestra con el analisis de varianza y de Tukey (Anexo 11y 12).

Palomino J. (2000), sefiala que la existencia de un halo de inhibicién aunque sea
pequefia cuando se trabaja con material vegetal, determina cierta actividad
antibacteriana del extracto, que puede ser mejorada con el uso de nuevas
técnicas de extraccion con el propésito de obtener mayor concentracion de
principios activos y alcanzar mejores resultados.

Para Huamani y Ruiz (2005), reportan que el extracto etandlico de las hojas de
Piper spp. (Matico) muestra actividad contra Candida albicans con un halo de
inhibicion de 19 mm.

Alzamora y col. (2001), mencionan que Candida albicans resulté muy sensible a
los aceites extraidos de C. citratus "hierba luisa" y 7. pusilla "anis serrano”
mostrando un halo de inhibicion de 21 mm para C. citratus y de 20 mm para T.
pusilla que comparado con el control positivo (Micostatin®) reporta un halo de 27
mm. Observandose que los aceites presentan actividad contra Candida albicans.
Estrada (2010), indica que pasado las 24 y 48 horas de incubacién se

observaron que los exitractos de “"romero" y "tomillo" presentan actividad
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antibacteriana a concentraciones de 10000 y 1000 ug/mL frente a S. aureus,
Candida albicans y P. aeruginosa debido a los compuestos fenélicos como el
timol, carvacrol y cineol presentes en el aceite esencial por lo que recomienda el
uso para afecciones causadas por bacterias y hongos.

Cano (2008), sefala que el aceite esencial de “mufia” presenté efectos
antimicoticos frente a cepas de Candida albicans a las concentraciones de 50 %
presentando un halo de inhibicién de 30 mm y al 100% un halo de 35mm y frente
a los dermatofitos: (Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y
Trichophyton tonsurans) son sensibles también en los volimenes de 5 y 50 pL.
El Grafico N° 03, nos muestra los valores promedios del porcentaje de inhibicién
del extracto hidroalcohblico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epl
“pacha salvia” frente a C. albicans y C. glabrata observandose que Candida
glabrata presenta 73,3% de inhibicién, mientras que Candida albicans presenta
72,4 %.

El grafico N° 04, nos muestra los valores promedios del porcentaje de inhibicién
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epi.
“pacha salvia” frente a Candida albicans y Candida glabrata observandose la
mayor sensibilidad de C. glabrata con respecto a C. albicans.

Evidenciando una vez mas que a la concentracion de 50 mg/mL inhibe mejor a
C. glabrata con un porcentaje de inhibicion de 85.1 % y para C. albicans 84.0 %,
acercandose al 100 % del control positivo (Nistatina).

En el Cuadro N° 01, presenta los resultados del estudio de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Fungicida Minima (CFM) del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Lepechinia meyenii (Walp) Epl. “pacha salvia". La
CMI para C. glabrata es de 12,5 mg/mL y su CFM de 25 mg/mL y para C.
albicans la CMI es 25 mg/mL y su CFM es 50 mg/mL, del mismo modo para el

control positivo (Micostatin®) su CMI es 25 ug/mL y su CFM de 50 ug/mL con
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respecto a C. glabrata y su CMI de 50 ug/mL y CFM de 100 ug/mL para C.
albicans, observandose que la especie de C. glabrata es mas sensible que la C.
albicans y que ambas también lo son frente al extracto.

Huamani y Ruiz (2005), reporta que los extractos de Hypericum laricifolium
(Chinchango), Echinus molle (molle) mostraron actividad contra C. albicans
ATCC 10231 con un CIM de 250 ug/mbL, similar actividad mostré Juglans
neotropica dlels (hogal) reportando un CMI de 250 ug/mL y Piper spp. (Matico)
con un CMI de 500ug/mL.

Se concluye que los resultados obtenidos demuestran que el extracto
hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii “pacha salvia” tiene mejor actividad contra

Candida glabrata seguida de Candida albicans.
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VL. CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii “pacha salvia"
tiene mejor actividad anti Candida contra Candida glabrata con un promedio de
halo de inhibicién de 19,4mm y un 85.1 % de inhibicion seguida de Candida.
albicans con 18,0 mm de halo de inhibicién y 84.0 % de inhibicion.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii “pacha salvia",
presenta los siguientes metabolitos secundarios: Taninos, fenoles, flavonoides,
triterpenos, esteroides, quinonas, lactonas y cumarinas, catequinas y azucares
reductores.

3. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Fungicida
Minima (CFM) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii
“pacha salvia” frente a Candida. albicans fueron CMI de 50 mg/mL y para
Candida. glabrata de 25mg/mL y la CFM de 100mg/mL para C. albicans y de

50mg/mL para C. glabrata.
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Vii. RECOMENDACIONES
1. Realizar bioensayos en animales de experimentacion para determinar la
toxicidad de los extractos de Lepechinia meyenii (Walp).Epl. “pacha salvia”.
2. Determinar y cuantificar el principio activo especifico, responsable de la
actividad anti Candida, aislamiento y elucidacion de estructuraé moleculares de
los metabolitos secundarios presentes en la especie.
3. Realizar estudios de formulacion de formas farmacéuticas semisélidas de la
Lepechinia meyenii (Walp).Epl. “pacha salvia”, comprobar el efecto terapéutico y
comparar la eficacia antiftingica con el del extracto hidroalcohdlico.
4. Continuar con los estudios terapéuticos y comprobar otras propiedades

farmacolagicas atribuidas a ésta especie.
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ANEXO 01

Clasificacion Taxonémica de Lepechinia meyenii (Walp). “pacha sajvia“

SCL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
ENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
{4 USTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Linda Elizabeth, URCUHUARANGA
BALBIN, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y clasificada segin el Sistema de Clasificacion de
CRONQUIST. A. (1988), y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Lepechinia

ESPECIE : Lepechinia meyeni (Walp). Epi.
Nombre vulgar. “ pacha salvia ”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud de la interesada para los fines
que estime conveniente. i

Ayacucho, 10 de Mayo del 2011




ANEXO02

Documento de aceptacién de adquisicion de cepas de Candida. albicans y
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ANEXO03

Esquema de reacciones para el Tamizaje Fitoquimico del Extracto

Hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (Walp). Epi. “pacha salvia”.

EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

DIVIDIR EN FRACCIONES

| | | |
ENSAYO ENSAYO ENSAYO ENSAYO ENSAYO
KEDDE BALJET FEHLING ESPUMAS FENOLES
(Saponinas) | (Fenolesy ENSAYO
(Glucssidos (Azucares Taninos) SHINODA
cardiotonicos) (Flavonoides)
ENSAYO
CATEQUINAS
(Alcaloides) ENSAYO ENSAYO
LIEBERMAN BORNTRAGER
(Triterpenos y (Quinonas)
esteroides)
ENSAYO ENSAYO
RESINAS NINHIDRINA
(Antocianina) (Aminoacidos)

Fuente: Miranda (2000).



ANEXO 04

FOTOGRAFIA N°01: Planta de Lepechinia meyenii Walp. Epl. “pacha salvia”



ANEXO 05

Proceso de obtencion e identificacion del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Lepechinia meyenii (Walp). Epi. "pacha salvia".

T L

Fotografia N° 03: Filtracion del
extracto de Lepechinia meyenii
"pacha salvia”.

Fotografia N°04: Extracto de Lepechinia Fotografia N°05: Identificacion de
Meyenii los metabolitos secundarios



ANEXO 06

Determinacion de la actividad anti Candida

Fotografia N°06: Materiales de laboratorio Fotografia N° 07: placas petri
estériles con Agar Sabouraud

Fotografia N°08: Sembrando Candidas Fotografia N° 09: Halos de Candida

glabrata y Candida albicans

Fotografia n° 10: Lectura del halo Fotografia N°11: Halos de
de inhibicién. de Inhibicion.



ANEXO07

Determinacion de la CMl y CFM para Candida glabrata

1 ml. de la suspension del microorganismo

{1x10’f[UFC/ml) se agregd alos tubos que
DIA 1 contenian 1 mi de caldo con el antibibtico en
las concentraciones indicadas (mg/mL).

1 mik 1ml

Control

o .
Control

/ Los tuhos contienen ahora 2 ml
co UFCImI y ¢ antibidtico
en las concentraciones indicadas
(mg/mL.).

inmediatamente 0.001 ml

100 75 ) del tubo controf se sub -
l l l1 24h¢g|mTum l l @ cu[hvaenagar
f -

1 D~

Seobs erva turbidez a
simple vista; 0,1 mide
los cald os noturbios
sesubc ultivaenagar

IM=12,5mg/mL]
Se determinan las UFC en

¢l tubo control por
recuento de colonlas

DIAZ2

- ‘ Se determinan las UFC enfos subcul-
18 24 o s de INCUBACION tivos de los caldos no turbios
7 UFC=70 UFC/m.

DIA3 :
' ‘ ‘ 70 UFC/mi > 0,1% de 5x105 UFC/ml
» . } / que contenia el tubo original
' o _ 7TUFC [cFM=25mgm|

Esquema del procedimiento de la determinacién de la CIM y CFM

Fuente:Alarcén (2011).



ANEXO08

Determinacion de la CMI y CFM para Candida albicans

1 mi. de la suspension del microorganismo
‘1 x1 05 lUFC/mI) se agregd alos tubos que

DiA 1 contenian 1 mi de caldo con e} antibidtico en
las concentraciones indicadas (mg/mL}

co UFClml y el antibiético
en las concentraciones indicadas
(mg/mL).

1mk 1ml.
Q g Q Q Q o
i
200 150 100 50 25 125 6,25 3,13 o
‘ Control
! l l l i l /Los tubos contienen ahora 2 ml

999

inmediatamente 0.001 mi

. del tubo control se sub -
@wlﬁvemm

Se observa turbidez a
simple vista; 0,1 mi de
les caldos no turbios
se subcultiva en agar

[CIM =25 mg/mL "

Se determinan las UFC en
¢l tubo control por
recuento de colonias

100 75 50 25 12,5 6,25
1B-uhdehwbacn‘m
N “'0, ﬂ‘I|- S00UFC 500 UFCml. orlginal

DIA2 9 Q
@ Se determinan las UFC en fos subcul-

18 2§t twas fle | NCUBACION tivos de los caldos no turbios
_ , 7 UFC=70 UFC/mi.

DIA3
70 UFC/ml > 0,1% de 5x105 UFC/ml
que contenia el tubo original

T UFC CFM 50 mgImL

Esquemu del procedimiento de la determinacién de la CIM y CFM

Fuente:Alarcén (2011).



ANEXO 09

Concentracién Minima Inhibitoria y Concetracién Fungicida Minima.

Fotografia N°12: Diluciones de las Fotografia N°13: Bateria de tubos con
concentraciones del extracto. el inéculo y los extractos.

l"— " - Tt T f”:’:“: —

Fotografia N°14:Tubos con caldo Fotografia N°15: Placa limpia
turbio que indica crecimiento sin crecimiento de colonias.



Estadisticos descriptivos del halo de inhibicion como actividad anti-

Candida de tres concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas

ANEXO 10

de Lepechinia meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia“. Ayacucho-2011.

1. Tratamiento

Variable dependiente: Zona/halo de inhibicién (mm)

Intervalo de confianza
Tratamiento | Media | Errortip. al95%.
mg/mL Limite | Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior
12,5 12.179 232 11.721 12.636
25 14.768 232 14.311 15.225
50 17.196 232 16.739 17.654
Nistatina 20.179 232 19.721 20.636
Blanco 10.000 232 9.543 10.457

2, Especie * Tratamiento

Variable dependiente. Zona/halo de inhibicién (mm)

Intervalo de confianza
al95%.
Tratamiento Limite Limite
Especie mg/mL Media | Error tip. inferior superior
Candida 12,5 12.607 328 11.961 13.254
glabrata 25 15.071 328 14.425 15.718
50 17.429 328 16.782 | 18.075
Nistatina 20.714 328 20.068 | 21.361
Blanco 10.000 328 9.354 | 10.646
Candida 12,5 11.750 328 11.104 12.396
albicans 25 14.464 328 13.818| 15.111
50 16.964 328 16.318 17.611
Nistatina 19.643 328 18.996 | 20.289
Blanco 10.000 328 9.354 10.646




ANEXO 11

Analisis de varianza para el halo de inhibicion por efecto del extracto

hidroalcohdlico en tres concentraciones de las hojas de Lepechinia

meyenii (Walp) Epi. “pacha salvia“ frente a Candida glabrata y Candida

albicans. Ayacucho 2011.

Pruebasde los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Zona/halo de inhibicién (mm)

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo i gl cuadratica F Significacion
gﬂc:f:;? do 3760.757(a) | 10 376.076 124574 0.000
Interseccion 61865157 |1 61865.157 | 20492575 0.000
Hora de lectura | 110.629 1 110.629 36.645 0.000
Especie 25.200 1 25.200 8.347 0.004
Tratamiento 3615.593 4 903.898 299.413 0.000
Especie*
Tratamiento 9.336 4 2334 0.773 0.544
Error 812.086 269 3.019
Total 66438.000 | 280
Total corregida | 4572.843 279

a R cuadrado= 0.822 (R cuadrado corregida =0.816)

El término error es la Media cuadratica (Error)= 3.019.




ANEXO 12
Comparacion de medias mediante Tukey para la prueba del halo de
inhibicion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii
(Walp) Epi. “pacha salvia”, el blanco y el contro! positivo (Nistatina) frente a

Candida glabrata y Candida albicans. Ayacucho 2011.

DHSdeTukey

Zona/halo de inhibicién (mm)

N Subconjunto
Tratamiento 1 2 3 4 5 1
Blanco 56 | 10.0000
12,5 mg/mL 56 12.1786
25 mg/mL 56 14.7679
50 mg/mL 56 17.1964
Nistatina 56 20.1786
Significaciéon 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en subconjuntos homogéneos.
Basado en la suma de cuadrados tipo lli
a Usa el tamano muestral de la media arménica= 56.000

b Alfa =0.05.



ANEXO 13
Diametro de los halos de inhibicion en (mm) del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Lepechinia meyenii (Walp), Epi. "pacha salvia” frente a

Candida glabrata y Candida albicans. Ayacucho 2011.

24HORAS
D1 02 03 M D5 Dé D7 | PROMEDIO
ESTANDAR p2i .} B /) B )] 3 8143
Condida o [BLANCO 10 10 10 10 10 10 10 10000
glabrata ) 14 15 1 55 14 15 15 14511
T2 19 18 17 19 19 17 Y] 18000
73 A 0 0 0 i il il 2051
|ESTANDAR n i 3 3 7} B il 2143
, BLANCO 10 10 10 10 10 10 10 10,000
Condida
) POZOS T 14 3 3 3 1 13 2 13143
albicans ‘
1 Y] 18 17 18 16 18 19 1751
B Al v al o]l a]l 0]l 0| 202
Leyenda:

Estandar: Nistatina suspension
Blanco: Agua destilada

T1: 12, 5 mg/mL

T2: 25 mg/mL

T3:50 mg/mL



ANEXO 14
Datos del porcentajes de inhibicion (%) del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Lepechinia meyenii (Walp). Epi. "pacha salvia” frente a cepas de

Candida glabrata y Candida albicans. Ayacucho 2011.

| JAHORAS
AL | D1 [ B[ M6 K]0 W
, TT | 0% | GASI5 | G080 | GA8E5 | LS4 | oAgls | GAgl5 | 610
gmi: o5 | T | 9 | T8 | 6T | 60 | @0 | BT | BeT| T
T | 74 | 8400 | %40 | 86410 | 0741 | 0L | 74T | %88
| T | 63206 | 58710 | S8710 | S87I0 | 63226 | SATI0 | SAI% | 9%
mﬁ s [T T6TW | L0 | 767 | 30 | 7 | L | 56 | 3
BEEEEEEEEEE

Leyenda:

Estandar: Nistatina suspension
Blanco: Agua destilada

T1: 12, 5 mg/mL

T2 25 mg/mL

T3:50 mg/mL
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D.N°314-2011-FCB-D
Bach. LINDA ELIZABETH URCUHUARANGA BALBIN

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de‘la tarde del dia viernes
catorce de octubre del afio dos mil once, en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, bajo la presidencia del Dr. Victor Alegria Valeriano, en la
condicion de Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas y con la
asistencia de los docentes miembros Magister José Manuel Diez Macavilca;
Magister Serapio Romero Gavilan y el Magister Enrique Javier Aguilar
Felices, quién actué como Secretario Docente, para recepcionar la tesis
titulada: Actividad anti Candida del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Lepechinia meyenii (Walp). Epi. “pacha salvia”. Ayacucho. 2011. presentado
por la Bachiller en Farmacia y Bioguimica Linda Elizabeth Urcuhuaranga
Balbin, quién pretende optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico.

El Decano apertura el acto de sustentacion, dando ciertos alcances a la
sustentante en aspectos relacionados al acto de sustentacion de la tesis en
un tiempo no mayor de cuarenta y cinco minutos.

Luego el Decano inicia la segunda etapa del Acto de sustentacion en la cual
los miembros jurados realizan las preguntas y/o observaciones que crean
conveniente.

Cuiminando la etapa de evaluacion por parte de los miembros jurados, el
Decano invité a la sustentante y al publico asistente a abandonar el Auditorio
momentaneamente para que los miembros del Jurado Calificador puedan
deliberar y realizar las calificaciones correspondientes siendo la siguiente:

JURADO CALIFICADOR Exposicion Rpta. a preguntas  Promedio
Mg. Serapio Romero Gavilan 17 16 16.5
Mg. José Manuel DIEZ MACAVILCA 18 18 18
Mg. Enrique Javier AGUILAR FELICES 17 17 17

PROMEDIO FINAL: 17

De la evaluacién correspondiente, la sustentante obtuvo la calificacion
promedio de DIECISIETE (17) de lo cual dan Fe los miembros estampando su
firma al pie de la presente.



Presidente Miembro

Miembro — Secretario encargado
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