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RESUMEN

En nuestro pais muchas especies vegetales nativas e introducidas son empleadas
empiricamente en el tratamiento de diferentes enfermedades, sin embargo, la
veracidad de dicho efecto terapéutico no se ha demostrado experimentalmente
aln, como por ejemplo el caso de Synadenium grantii Hook. Con el objetivo de
evaluar el efecto anti Candida albicans de los extractos acuoso y etandlico a las
concentraciones de 10 mg/ml, 5§ mg/ml y 1 mg/ml de las hojas de Synadenium
grantii Hook "lechero africano” se realiz6 el presente trabajo de investigacion en
los laboratorios de Bromatologia y Nutricién y laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Formacion Profesional de Biologia. El tipo de investigacion fue
experimental y la evaluacion de la actividad anti Candida albicans se realizd por
la técnica de difusién en disco, se colocaron discos de papel filtro embebidos en
los extractos de la planta, sobre placas Petri conteniendo agar Mueller Hinton
sembrado con Candida albicans ATCC 10231, para luego observar la formacién
de los halos de inhibicién. Se encontré que los extractos etandlico y acuoso a la
concentracién de 10 mg/ml presentaron halos de inhibicion de 23 mm y 21 mm
respectivamente, el de 5 mg/mi con 177 mmy 15 mmy el 1 mg/ml con 12 mmy
8mm, (p<0,05). Concluyendo que el extracto etandlico de 10 mg/ml es el que mas
se acerca al control positivo Ketoconazol que presentd un halo de 26 mm de
diametro. La CMI del extracto acuoso y etandlico de las hojas de Synadenium
grantii Hook "lechero africano” a una concentracién de 10 mg/ml fueron 0,156
mg/ml y 0,078 mg/ml respectivamente, y la CMF fue de 0,313 mg/ml y 0,156
mg/ml. Los metabolitos secundarios identificados en los extractos (Tabla 3),
coinciden con otras investigaciones realizadas en plantas de utilidad empirica por
su efecto antimicotico, dentro de estos metabolitos podemos sefalar como los
posibles responsables a los flavonoides y/o alcaloides, como también a la accion
sinérgica de los metabolitos secundarios de dicha planta.

Palabras clave:

Candida albicans, Synadenium grantii, actividad antifingica.



I. INTRODUCCION

Se ha informado de casos de candidiasis en todas partes del mundo, pero el hongo
puede encontrarse con tal frecuencia en individuos sanos, y en tal variedad de
formas clinicas que es imposible obtener datos exactos respecto a la distribucién
geografica de la enfermedad; pueden aislarse especies de Candida tan
frecuentemente en las materias fecales, vagina y faringe de individuos de
apariencia sana que el tratamiento resulta a menudo dificil. También, como
invasores secundarios durante el tratamiento con antibiéticos de amplio espectro,
hormonas suprarrenales y drogas citotoxicas, las especies de Candida crean
graves problemas en el tratamiento y cuidado del paciente con enfermedad
primaria.’

Desde la antigiedad el hombre para tratar sus dolencias, usé las plantas
aplicandolos de manera directa, sin embargo, con el descubrimiento de los
medicamentos sintéticos estas costumbres se fueron dejando de lado. Con el
tiempo, por los multiples efectos secundarios de los medicamentos sintéticos se
esta volviendo al uso de las planta medicinales.?

En nuestro pais muchas especies vegetales nativas e introducidas son empleadas
empiricamente en el tratamiento de diferentes enfermedades, sin embargo, la

veracidad de dicho efecto terapéutico no se ha demostrado experimentalmente



aun, como por ejemplo el caso de Synadenium grantii, cuyas sinonimias botanicas

son Synadenium umbellatum Pax y Euphorbia umbellata, nombres con los que

existen antecedentes que refieren su empleo dentro de la medicina folki6rica de

sus lugares de origen. La presente investigacion estuvo orientado a evaluar

experimentalmente el efecto anti Candida albicans del extracto etandlico y acuoso

de las hojas de Synadenium grantii “lechero africano” cuyos objetivos fueron:

Objetivo general

. Demostrar la capacidad anti Candida albicans del extracto etandlico y
acuoso de hojas de Synadenium grantii Hook “lechero africano”.

Objetivos especificos

e Determinar la concentracién minima inhibitoria de los extractos etandlico y
acuoso de Synadenium grantii Hook “lechero africano”. Frente a Candida
albicans.

. Determinar la concentracion minima fungicida de los extractos etandlico y
acuoso de Synadenium grantii Hook “lechero africano”. Frente a Candida

albicans.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Durante muchos siglos, la gente ha usado plantas medicinales para el tratamiento
de diversas enfermedades. La literatura nos indica que numerosas plantas han
sido consideradas como efectivas y no téxicas. Ellas poseen un gran potencial
pero han sido exploradas sélo parciaimente por métodos modernos. En algunos
casos, ciertos principios activos han sido aislados aunque éstos necesitan superar
pruebas de toxicidad aguda y crénica en animales antes de pasar a estudios
clinicos en humanos.®
Entre los trabajos realizados en la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, en la Facultad de Ciencias Bioldgicas Escuela de Formacion
Profesional de Biologia, Farmacia y Bioquimica, temas relacionados con efecto
antifingico y trabajos realizados con Synadenieum granti Hook encontramos.
Alvares* sefiala que Synadenium cannatum Boiis (Euforbiaceae), posee un gran
potencial farmacolégico, por el contenido de los metabolitos secundarios
careciendo estudios para el aislamiento e identificacién de compuestos de interés.
En el ensayo de citotoxicidad revela que el latex del vegetal es potenciaimente
toxico en concentraciones altas, causando dafos celulares menos severos €

impredecibles.



Huaraca® demostré el efecto hipogiucemiante del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Synadenium granti Hook "lechero africano” sobre la hiperglucemia en
ratas Wistar. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Synadenium grantii
“lechero africano” a la dosis de 400 mg/kg presentd mejor efecto hipoglucemiante.
Atribuy6 este efecto a los metabolitos como los posibles responsables del efecto
hipoglucemiante a los triterpenoides, flavonoides, taninos, catequinas sustancias
fendlicos y alcaloides.

2.2. Estudios farmacolégicos de Synadenium Grantii Hook

La citotoxicidad, asi como la actividad antiparasitaria del extracto cloroférmico de
Synadenium grantii Hook, se realizé y resuit6 ser activa. También se evaluaron los
efectos depresores sobre el sistema nervioso central (SNC) del extracto etandlico
de las hojas de Synadenium umbellatum (SEE) y sus fracciones de hexano (FH),
cloroformo (CF) y metanol/agua (FM). En varias pruebas se utilizaron ratones
machos albinos (Mus musculus), entre ellos el suefio inducido por barbituricos,
campo abierto y la prueba de rota-rod. El SEE ha sido probado en dosis de 25, 50
y 100 mg/kg, se ensay6 FH a una dosis de 10 mg/kg, la dosis CF de 20 mg/kg y
la dosis de FM 25 mg/kg. La SEE vy las fracciones de HF y CF, pero no la FM,
muestran unos posibles efectos depresivos sobre el SNC, mientras que si fueron
capaces de aumentar el tiempo de reposo y reducir el nimero de bolos fecales en
campo abierto, ademas de potenciar el suefio inducido por barbitlricos. En la
prueba de la rota-rod se observé que el SEE y las fracciones fueron incapaces de
causar ataxia motora o la relajacién muscular. Por lo tanto, se concluye que el
extracto etanolico y las fracciones de la FC y FH de Syandenium umbellatum Pax.
Pueden tener un efecto depresor sobre el SNC.®

Estudiaron la actividad antiulcerosa del latex de Synadenium grantii. En este

trabajo refieren que Synadenium grantii Hook f. Euphorbiaceae, es conocida



popularmente como leitosinha o Janauba. El latex diluido (18 gotas/l de agua) se
utiliza cominmente en el sur de Brasil para el tratamiento de trastornos gastricos.”
Estudiaron la eritrodermia secundaria producida por plantas productoras de latex
Synadenium grantii. Se presenté el caso de una nifta de cuatro afios de edad que
manipuld e ingiri6 parte de una planta de la familia de las euforbiaceas
Synadenium grantii.®

Purificaron y caracterizaron una glicoproteina del latex (LGP) de Synadenium
grantii por la combinacién de calor y precipitacion cromatogréafica de permeacion
de gel. LGP es una proteina estable al calor incluso a 80 °C mostrdé una Gnica
banda fuerte tanto en SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio — poliacrilamida
electroforesis en gel), asi como en nativo (acido) PAGE. LGP es una proteina
monomérica que aparece como Unica banda en condiciones reductoras. La
purificacion y caracterizacion de una glicoproteina de latex de Synadenium grantii
se presenta con actividad litica de fibrinégeno humano (genotipo).®

Investigaron la actividad angiogénica del latex de Synadenium umbellatum Pax,
conocida popularmente como "pegamento nota" es una planta medicinal que
crece en regiones tropicales. El latex de esta planta se ha utilizado para tratar
varias enfermedades tales como la diabetes, lepra, tripanomiasis, leucemia y
diversos tumores malignos. En este estudio, se evalué la actividad angiogénica
del latex de Synasenum umbellatum mediante pruebas de la membrana
corioalantoica (CAM) de huevos embrionados de pollo. Los resultados mostraron
un aumento significativo del sistema vascular (p<0,05) en comparacién con el
control negativo (H20). El andlisis histologico esta de acuerdo con los resultados
obtenidos. En conclusiéon, los datos indican que bajo las condiciones
experimentales de este estudio, el latex de Synadenium umbellatum presenté

efecto angiogénico."



El latex presenta, por norma general, un pH practicamente neutro que oscila entre
7,0 y 7,2 aunque al entrar en contacto con el aire se vuelve acido. Transcurridas
entre doce y veinticuatro horas desde su extraccion, el pH desciende a 5,0
sobreviniéndose la coagulacion de la sustancia cuando se sitia con un pH igual o
inferior a 4,2.

2.3. Genero Candida

Las lesiones producidas por candida eran conocidas en la antigliedad,
descubriéndose el hongo en 1839 por Lagenbek. Dos afios mas tarde Berg
demostré que era la causa de aftas bucales del recién nacido. En 1843 Robin le
dio el nombre de Oidium albicans (levadura en forma de huevo). En 1923 Berkhont
propuso el nombre definitivo a la especie Candida albicans termino que sustituyo
a los numerosos propuestos con anterioridad. Finalmente Castellani en 1927
describié las caracteristicas de la candidiasis broncopulmonar € incluyo las
levaduras entre los hongos. El género Candida pertenece a la division
Deuteromicetes o Fungi imperfecti (hongos imperfectos) clase Blastomicitidae
familia Cryptococaceae. Se incluye el grupo de las levaduras, formas fungicas
unicelulares que se multiplican por gemacion. Se conocen mas de 150 especies
pero solo tienen importancia como patégenos oportunistas para el hombre C.
albicans, C. guillermondii, C.krusei, C.parapsilosis, C. estellatoidea, C.tropicalis,
C.pseudotropicalis, C.lucitaneae y C. rugosa. Siendo la primera la que se aisla con
mayor frecuencia.'?

En las diferentes especies predomina la forma unicelular tratandose de células
pequefias (3-5um) y paredes delgadas. La especie C. albicans presenta células
de morfologia oval, usualmente acompanadas de estructuras tubulares
(seudohifas) con estrechamiento en los tabiques de los que salen ramificaciones. '
La especie de Candida son patégenos oportunistas humanos o animales en los

cuales viven en estado saprofitico. La cavidad bucal y el resto del tracto



gastrointestinal son territorios preferentes en donde Candida albicans se
encuentra en el 20 o 100 por ciento de las personas y en proporcién menor entre
5 y el 10 por ciento. C.Krusei, C. parapsiloisis y C. Tropicalis. El tracto genital
femenino es otro lugar de frecuente asentamiento, 10 a 20 por ciento de las
mujeres y hasta un 80 por ciento en las embarazadas. Un hecho importante es la
practica ausencia de estos microorganismos en la piel normal, a excepcion de
porcentajes que no llegan al cinco por ciento de C. Krusei y C. parapsiloisis. Por
lo que respecta Candida albicans se ha encontrado en el intestino de palomas,
vacas y cerdos, habiéndose aislado también en el suelo y alimentos, posiblemente
contaminados a partir de las heces de estos animales. El origen de las infecciones
es en la mayor parte de los casos, de origen endégeno y el punto de partida del
hongo, la mayoria de las veces es el tracto gastrointestinal. Un tratamiento
enérgico con antibiéticos, por ejemplo conlleva en ocasiones la destruccion de la
microbiota comensal, por lo que Candida puede multiplicarse intensamente en
este nicho ecoldgico, con lo cual puede producirse una diseminacion de mayor o
menor intensidad a otros territorios organicos normalmente exentos, diseminacion
que de no ser controlada por los mecanismos defensivos del huésped, puede
originar una infeccién clinica. Aunque el aire parece que no juega un papel alguno
en la transmision, no se puede descartar que la infeccion pueda adquirirse
directamente por contacto interhumano o a través de fomites contaminados, en
este caso la piel agrietada o macerada constituye la puerta de entrada del
microorganismo.'#

2.3.1. Patogenia

La especie C. albicans, la mas frecuente en patogenia humana, puede infectar
cualquier tejido aunque la forma mas comin de candidiasis es la infeccion
superficial de la piel y mucosas. En los tejidos afectados el hongo se detecta en

forma levaduriforme y micelio. El caracter invasivo de este (ltimo viene dado por



la mayor facilidad de las hifas de penetrar en los tejidos y su mayor resistencia a
la fagocitosis. Al igual que en las infecciones bacterianas, el fenémeno de la
adherencia, fase previa a la colonizacién e invasion, parece de suma importancia,
habiéndose demostrado la capacidad de adherencia de C. albicans a las células
epiteliales de la boca y de la vagina, a las células endoteliales, a la fibronectina,
coagulos sanguineos y otras estructuras organicas. La adherencia parece estar
relacionada directamente con la formacién del tubo germinal, puesto que las
blastosporas muestran una escasa adherencia a los tejidos, sin embargo la
formacion del tubo germinal en las blastosporas se acompaiian de un notable
incremento de su capacidad de adhesion a las células de los tejidos colonizados.?
Una vez que el microorganismo invade los tejidos o penetra en el torrente
circulatorio, los polinucleares, monocitos, macréfagos y eosinofilos actian como
mecanismo de defensa. Los polimorfos nucleares pueden lesionar las pseudohifas
y fagocitar las blastosporas, asi como los monocitos. Ambos tipos de células
constituyen un importante mecanismo de destruccion intracelular del hongo a
través de la mieloperoxidasa, el peréxido de hidrogeno y el anidén superoxido.’

Los mecanismos inmunolégicos que intervienen en las infecciones por Candida
son parcialmente conocidos gracias al estudio de pacientes con deficiencias
inmunes y candidiasis contaminante. Por lo que se refiere a la respuesta inmune
de base humoral, la IgG y otros componentes del suero ejercen una accion
opsonizante (marcado para eliminar) sobre C. albicans y algunos pacientes con
candidiasis diseminada presentan altos titulos de anticuerpos especificos, aunque
el posible papel protector de estos continua sin ser aclarado. Las proteinas séricas
fijadoras de hierro inhiben el crecimiento del microorganismo ya que este metal es
un importante factor de crecimiento del hongo. Ademas, existen diferentes

sustancias humorales que presentan un efecto inhibidor de su crecimiento, asi



como anticuerpos aglutinantes de las células de C. albicans. El papel de todas
estas sustancias se encuentra atn por dilucidar."®

Los factores pre disponentes mas importantes para la infecciéon por hongos
oportunistas estan relacionadas la implantacion de prétesis, sobre todo valvulas
cardiacas, las intervenciones quirirgicas abdominales y las quemaduras graves.
Se ha descrito también la presentacion de candidiasis en diversos estados que
cursan la mayor parte de ellos con alguna alteracioén de los mecanismos naturales
de defensa, entre ellos la mal nutricion intensa, el sindrome de mala absorcién,
las discrasias sanguineas, agammaglobulinemias, timoma, hipoparatiroidismo,
hipotiroidismo e hipoadrenalismo.*?

2.3.2. Manifestaciones clinicas

Las especies pertenecientes al género Candida pueden originar una gran variedad
de cuadros clinicos como resultados de las complejas interacciones entre los
microorganismos y el huésped sensible a la infeccion. Las infecciones por C.
albicans se puede dividir en tres grupos, el primero la localizacién es
exclusivamente cutaneo mucosa. El segundo esta constituido por la candidiasis
sistémica en la que las diversas situaciones favorecedoras ya comentadas vy la
depresiébn de los mecanismos defensivos del huésped conducen a la
diseminacién de la infeccion con afectacién de diversas viseras (candidiasis
profunda), muchas veces de evolucidn fatal. El tercer grupo comprende a los
pacientes con candidiasis mucocutanea crénica.'?

2.3.3. Etiologia de Candida albicans

Suele presentarse como una célula oval levaduriforme de dos a cuatro micras, con
paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado
formas filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de tres a cinco
micras de diametro y seudohifas, que son células alargadas de levadura que

permanecen unidas entre si. Las levaduras o blastosporas son microorganismos



eucaridticos, las cuales se reproducen asexualmente por un proceso especifico
de division celular conocido como gemacion. Este proceso de division implica la
produccion de nuevo material celular proveniente de la superficie de la
blastospora. Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamario
optimo, se suscita la division celular y se forma un tabique o septo entre las dos
células. La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscépica
tubular, la cual contiene muiltiples unidades celulares divididas por septos y puede
surgir a partir de blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por
extension apical. La apariencia microscépica de todas las especies de Candida es
similar; todas las levaduras son Gram positivas, pero en algunas ocasiones la
forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada o esférica.
Microscopicamente C. albicans presenta dimorfismo, el cual es una
transformacién de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a
hifas.'4

La composicion quimica de C. albicans esta representada por 20 a 40% de
proteinas y 30 a 50% de polisacaridos, mientras que la proporcién de lipidos es
variable. La fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo,
condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono. La pared celular de
C. albicans esta compuesta principalmente por los polisacaridos Manano, Glucano
y Quitina. Aunque la sintesis de los componentes de la pared celular esta
dinamicamente influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios
metabodlicos. El polisacarido manano representa aproximadamente entre 15,2% y
22,9% del peso seco y poco mas de 40% de los polisacaridos de la pared celular
del hongo. Ei D-Glucan B-1-3 y el D-Glucan B-1-6 constituyen entre 47% y 60%
del peso seco de la pared celular. Otros componentes han sido reportados, tales
como proteinas en cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7%

y Quitina entre 0,6% y 9% del peso de la pared celular.'®
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2.3.4. Tratamiento

Las candidiasis limitadas a piel o mucosa suelen responder favorablemente a la
instauracién de una terapéutica antiflingica tépica. La micosis profunda necesita
tratamiento especifico con antibidticos antiflingicos sistémicos, dada la gravedad
de estas infecciones. Sin embargo, en ocasiones su administracién se encuentra
limitada por los efectos téxicos secundarios a que pueden dar lugar, dado que las
células fangicas son eucariotas al igual que las humanas, por lo cual los
fendbmenos de toxicidad son previsibles en mayor o menor grado. Sobre los
factores predisponentes favorables a la presentacion de las formas graves de
candidiasis es dificil influir favorablemente, hecho importante al objeto de no
propiciar la diseminacién del hongo y su localizacién posterior en érganos vitales.
Salvo en contadas situaciones, como el control riguroso de un paciente diabético
o el uso correcto de un antimicrobiano.'?

Tabla 1. Farmacos antifingicos usados en las candidiasis cutaneo mucosas.

MICOSIS ANTIFUNGICOS

Cutanea Nistatina, Clotrimazol, Econazol, Miconazol,
ketoconazol (Tépica)

Oniquia y paroniquia Clotrimazol (Tépica)
Muguet Nistatina, Fluconazol (oral)
Esofagitis Nistatina, fluconazol (oral) anfotericina

B(Intravenosa)

Vulvovaginitis Nistatina, Clotrimazol (topica) Fluconazol,
Itraconazoi(oral)
Candidiasis mucocutanea Fluconazol, ketoconazol (oral) Anfotericina B
crénica (intravenosa)

Fuente: Murray.’®
En el tratamiento de la candidiasis sistémica se maneja la anfotericina B. por via
endovenosa, sola o combinada con flucitosina oral o bien fluconazol en

monoterapia, oral o intravenosos. Todo ellos beben ser administrados durante un
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periodo de tiempo largo, generalmente no inferior a las seis semanas. La aparicion
del fenémeno de la resistencia a los anti fungicos hace necesario el estudio de la
sensibilidad in Vitro, previamente al tratamiento. El inconveniente es que los
métodos de estudio no estan perfectamente estandarizados, pues se encuentran
sujetos a una serie de parametros (medio de cultivo, pH, inoculo, temperatura,
tiempo de incubacién) que pueden proporcionar resultados erréneos.™

2.4. Mecanismos de accion de los antifungicos

La gran similitud ente las células mamiferas y fungicas resulta un problema a la
hora de disefiar la molécula antifingica, pues esta debe ser selectiva de la célula
patégena y no de la célula humana sana. Los agentes antifingicos cominmente
son utilizados ante infecciones de las mucosas de las cuales una de cuatro estan
relacionadas con hongos patégenos.'®

2.4.1. Acci6n del antifangico sobre la membrana celular del hongo

La membrana celular de la célula humana asi como la de los hongos, desempefia
una importante funcién en la division celular y en el metabolismo. Las complejas
particulas lipidicas llamadas esterolatos, son aproximadamente el 25% de la
membrana celular. Sin embargo, el contenido del esterol de la célula fungica y
mamifera es diferente. En las células de los mamiferos el colesterol es el esterol
que predomina y en las células fungicas el primario es el ergosterol. La diferencia
del contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de accién en los
medicamentos antifingicos. Dentro de ellos se tiene a los polimeros, azoles y
alilaminas.'®

a. Polieno

Los medicamentos que se encuentran en este grupo se unen al ergosterol
presente en la membrana celular fungica, donde se forman poros que alteran la
permeabilidad de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glucidos

y cationes monovalentes y divalentes, causas de la muerte celular.®
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b. Azoles

Estos inhiben a la citocromo P-450-3-A de la célula flingica, a través de la
inactivacion de la enzima C-14-alfa-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la
sintesis del ergosterol en la membrana celular, debido a la falta de ergosterol se
comienzan a acumular esteroles téxicos intermedios, aumenta la permeabilidad
de la membrana y se interrumpe el crecimiento del hongo.'®

c. Alilaminas

Trabajan de forma similar a los azoles, conceptualmente ellas inhiben la sintesis
del ergosterol, sin embargo, este grupo actiia en un paso temprano de la sintesis
del ergosterol.

Las alilaminas inhiben a la enzima escualeno epoxidasa, de esta forma disminuye
la concentracién de ergosterol, aumentan los niveles de escualeno, aumenta la
permeabilidad de la membrana celular y disminuye el crecimiento del hongo.'®
2.4.2. Antifungicos que actian sobre la pared celular del hongo
Lipopeptidos. La pared celular del hongo es fundamental en su viabilidad y
patogenicidad. Esta sirve como cubierta protectora, le provee morfologia celular,
facilita intercambia de iones, lafiltracion de proteinas y participa en el metabolismo
y catabolismo de nutrientes complejos, la ausencia de pared celular es otro de los
blancos de accién en la terapia antifingica.

La estructura de la pared celular de los hongos esta compuesta de un complejo
proteico y polisacarido cuya composicion varia en dependencia de la especie de
hongo. La distribucién de las proteinas y carbohidratos en la matriz esta en
relacién con la funcién de la pared celular y los procesos de osmosis y lisis, los
antifangicos inhiben la sintesis de los glucanos a través de la inactivacién de la
enzima 1,3 - beta- glucano-sintetaza. La falta de glucanos en la pared celular la
vuelve débil e incapaz de soportar el estrés osmético, por lo que el hongo sufre

la muerte.'®
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2.4.3. Antifingicos que actian sobre el nicleo de la célula del hongo
Antimetabolitos. Un clasico antimetabolito es la fluocitosina o 5-fluorocitosina.
Este farmaco es transportado por la citosina permeasa en el citoplasma de la cella
fungica, donde se convierte en 5- fluorouracil (5-fu) por la citosina diaminasa. El
5-fu es fosforilado e incorporado dentro del ARN convirtiéndose en el
dexosinucleotido, el cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la
sintesis de proteinas de la célula. También inhibe la sintesis de la proteina flngica,
reemplazando el uracil con 5-fu en el ARN flingico.*®

2.4.4. Agentes miscelaneos

En esta clase se encuentra el griseofluvin, el cual inhibe la mitosis celular, al
destruir el huso mitético, necesario para efectuar la division celular.'®

2.5. Plantas medicinales

Las plantas medicinales son aquellas que elaboran unos productos llamados
principios activos, que son sustancias que ejercen una accion farmacolégica
beneficiosa o perjudicial para el organismo vivo. Su uso data desde la mas remota
antigliedad, de acuerdo a diversos testimonios histéricos pertenecientes a
distintas civilizaciones y culturas que han ido sucediendo en nuestro planeta,
padeciendo aun de un estudio cientifico.

2.5.1. Importancia de las plantas medicinales

El Peru, pais con abundancia de recursos vegetales cuenta con gran variedad de
especies, de las cuales las plantas medicinales constituyen en gran porcentaje,
siendo asi una fuente inagotable de investigacién, nuestro pais posee grandes y
variados recursos vegetales que presentan gran interés para todos los medios
cientificos del mundo, esto debido a su posicién geografica, a su compleja
geografia, a la gran variedad de climas y de suelos." la actividad antifungica de
las plantas ha sido muy estudiada por la resistencia de las micosis a los distintos

tratamientos, despertando el interés de varios cientificos.?
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2.5.2. Synadenium grantii Hook “lechero africano”

Comentario histérico

La planta conocida como lechero africano, planta de la vida, planta divina oriunda
de Sudafrica fue descubierto por el cientifico norteamericano Grant Hook.
Posteriormente viajeros lo introdujeron en el sur de América, llegando a Brasil,
luego a Peru por el rio Amazonas durante el siglo XX; conociéndose entonces
como la planta que cura el cancer, por oriundos de algunos pueblos. En las
investigaciones se descubrié que la planta poseia un compuesto denominado
Phorbol, cuyos esteres tienen la capacidad de actuar en tumores neoplasicos,
impidiendo la proliferacién de células cancerigenas y regenerando tejidos
destruidos por el cancer.?

Clasificacién taxonémica (segun el sistema de clasificaciéon de Cronquist A.

1988).
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Euphorbiales
Familia - Euphorbiaceae
Género : Synadenium
Especie : Synadenium grantii Hook.
Nombre vulgar : "lechero africano”

Fuente: Certificado del Herbarium Huamanguensis, UNSCH, 2012.

Habitat y adaptabilidad climatica

La planta es de clima tropical donde su desarrollo es a plenitud, siempre que
cuente con abundante sol y terrenos drenados; en climas templados también
desarrolla bien, sélo que se observa un poco de retraso en su crecimiento, no es
de climas frios, puesto que el abundante latex que contiene, se congela y no hay

circulacion normal, estancandose su crecimiento.®
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Nombres vernaculares
Lechero africano, planta de la vida, planta milagrosa, planta de sanaciéon, planta
divina.?
Descripcién botanica
Es un arbusto suculento que puede alcanzar los cinco metros de altura, con hojas
ovaladas, peciolos cortos y flores rojo oscuras. Cuando las ramas y corteza se
quitan, la planta libera un latex blanco que es altamente irritante.?
Tamaiio de la planta. En Africa su crecimiento méaximo promedio es de 4,50 m
de altura, en Peru se experimentd un crecimiento de 4,00 m de altura, a los ocho
anos, tiene abundante follaje con abundantes ramas que abarca una
circunferencia de hasta 2,5 m de diametro se observd también que en terrenos
arcillosos alcanza una altura mayor.2
Tallo. La planta de la vida o lechero africano, es un arbusto o arbolito monoico
con el tallo cilindrico, verde inerme en suelos con abundante nutrientes cuando la
planta es tierna, con marca en las hojas, tornandose lefioso con el tiempo, con
abundante latex, corteza grisdcea escamosa en planta adulta y en plantas tiernas
la corteza es verde en suelos ricos y purpurea en suelos pobres, tiene abundante
ramas que brotan desde la altura de las primeras hojas.?
Hojas. Las hojas son eliptica de 5 cm a 17 cm de largo y de 2 cm de ancho, liza,
alterna con base atenuada, margen entero, color verde en el haz y a veces
purplreas en el envés, de textura gruesa peciolo de unos 5 mm a 8 mm de largo
contiene también latex se mantienen verdes y no se desprenden facimente,
cuando el arbolito es robusto y estd en suelos ricos y amarillento en suelos
pobres.?
La flor. Segun el sistema de ramificacion la inflorescencia es de tipo cimosa,
segun su ubicacion es axilar de 5 a 10 cm de largo, sobre pedunculos de 3 a 5 cm
de longitud, segln el nimero de flores pluriforas, el involucro de 5 mm a 6 mm de
16w wouas W S8
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diametro de color rojo oscuro. Las flores carecen de pétalo sépalo a los que se le
denomina (aclamideas), el pistilo posee un estilo muy reducido el cual se
encuentra rodeada de cinco grupos de estambres; el ovario de la flor es de tipo
trilocular pubescente; fruto trilobado de unos 8 mm a 10 mm de largo conteniendo
semillas de 2,5 mm de largo. Ademas una de las caracteristicas mas importantes
de la inflorescencia es que el 99,9 % de las plantas en cultivos expansivos, tienen
flor en poca cantidad mientras que un 0,1% la floracién es total cubriéndose todo
el arbol de flor sin la presencia de una sola hoja, esto ocurre a la edad de dos afios
aproximadamente 3

Raiz. Las raices de la planta son ramificadas no cuenta con raiz principal, los pelos
absorbentes son abundantes en cada ramificacion o raiz secundaria, en terrenos
ricos en nutrientes.?

Composicién quimica

Se aislaron cuatro antocianinas, cianidina 3-O-(2"-(5"-(Ep-cumaroil)-beta-
apiofuranosil)-beta-xilopiranésido)-5-O-beta-glucopiranésido. cianidina 3-0-(2 “-
(5™'~(Ep-cumaroil)-beta-apiofuranosyl)-beta-xilopiranésido), cianidina 3-0-(2"- (5"'-
(E-4cido cafeico)-beta-apiofuranosyl)-beta-xilopirandsido) y cianidina 3-O-(2" -(5"-
(E-feroil)-beta-apiofuranosil)-beta-xilopiranésido) a partir del latex de las hojas del
arbusto africano, (Synadenium grantii Hook, Euphorbiaceae) junto con la conocida
cianidina 3-O-beta-xilopirandsido-5-O-beta-glucopiranésido y cianidina 3-O-beta-
xilésido. Los cuatro pigmentos anteriores son las primeras antocianinas
reportadas que contienen el monosacarido apiosa, y las tres subunidades 5"-
cinamoilo -2"-(beta-apiosil)-beta-xilésido no han sido previamente informados
para cualquier compuesto lo mismo para Synadenium grantii Hook.*

En otro estudio encontraron que el latex de Synadenium granti Hook. f.
(Euphorbiaceae) produjo una irritacién de la piel y el nuevo, 12-O-tigloil-4-

desoxiforbol-13-isobutirato (I). La identidad del alcohol primario diterpeno y las
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posiciones relativas de los grupos esterificantes se establecieron por andlisis
espectral y experimentos que conducen a la hidrélisis y acetilaciéon del compuesto
(1. (1) es el primer derivado de forbol del género Synadenium en ser informado.
Aislaron dos nuevos forbol-ésteres de tipo diterpeno a partir del extracto de
 cloroformo de las hojas de Synadenium grantii Hook. Y lo identificaron como
3,4,12,13-tetraacetilforbol-20-fenilacetato y 4 - desoxiforbol-12, 13 - ditiglato para
los que se adoptaron los nombres triviales Synagrantol A y B, respectivamente.
Por otra parte, dos triterpenos conocidos fueron aislados.®

La cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) demostrd la
presencia de esteres del diterpeno tigliano en el latex, identificados como 12-

desoxiforbol-13 - (2-metilpropionate) y forbol 12,13,20 — triacetato.'®
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Il. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucioén
El presente trabajo se realizo en los laboratorios de Bromatologia y Nutricién, y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
San Cristébal de Huamanga.
El trabajo de investigacion se realizo durante los meses de noviembre del 2012
febrero del 2013.
3.2. Muestra biol6gica
Hojas de Synadenium grantii Hook “lechero africano” muestreo por conveniencia.
3.3. Recoleccion de Muestra biolégica
La cantidad de la muestra fue de 3 kg de hojas Synadenium grantii Hook “lechero
africano” recolectadas en la ciudad de Ayacucho, en horas de la mafana, entre
las 6 a 7 AM; antes que los rayos solares iluminen la planta, se introdujeron en
bolsas de papel para evitar su transpiracion durante su traslado, se escogieron las
hojas de buen estado, libre de polvo, tierra y partes de la planta que no
utilizados.®
Una parte de la muestra, especificamente una rama con hojas e inflorescencia
sirvié para la identificacién botanica, realizada en el Herbarium Huamangensis de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga por la Bidloga Laura Aucasime Medina.
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3.4. Cepa

Candida albicans ATCC 10231, proporcionada por el Area Académica de
Microbiologia de la Escuela de Formacion Profesional de Biologia de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.
3.5. Farmaco de referencia

Ketoconazol. Tabletas de 200 mg. (Fuente. Laboratorio Farmindustria).

3.6. Disefio metodolégico

3.6.1. Preparacion de la muestra biolégica

Molienda

Las hojas fueron sometidas a molienda en mortero de porcelana, luego se
tamizaron con malla de 3 mm, de didametro obteniéndose particulas no mayores
de 3 mm.

3.6.2. Obtencién de extracto acuoso

Se pes6 10 g de hojas de Synadenium grantii Hook pulverizadas y se afadié a
100 ml de agua destilada hirviendo obteniéndose un extracto por infusién de 10
mg/ml de la cual se obtuvo las concentraciones de 5 mg/mly 1 mg/ml.

3.6.3. Obtencion de extracto etanélico

Las hojas pulverizadas de Synadenium grantii Hook “lechero africano” fueron
sometidas a la extraccion utilizando etanol, se macero durante cinco dias, en
frascos de color ambar con agitaciones permanentes, seguidamente se filtrd y
luego se concentré en bafo maria, procediendo a secar en estufa a no mas de
50C°, hasta obtener un extracto semisélido de color marrén verduzco en su forma
mas estable.

Se pesé 100 mg del extracto etandlico obtenido, luego se diluy6 en 10 ml de agua
destilada estéril, siendo esta la solucion madre de 10 mg/ml de la cual se extrajo
1 ml con una pipeta para verterio en tubo conteniendo una determinada cantidad

de agua destilada estéril, para asi obtener concentraciones de 5 mg/mly 1 mg/mi.

20



3.6.4. Identificacion de los metabolitos secundarios

Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos secundarios
presentes en los extractos etandlico y acuoso de las hojaé de Synadenium grantii
Hook “lechero africano” se realizaron siguiendo los procedimientos propuestos por
Miranda y Cuellar?' el cual se realizé en el laboratorio de Farmacia y
Bioquimica.

3.6.5. Determinacion de la actividad anti Candida albicans

Preparacion del inoculo

1. Se tomé la cepa de Candida albicans con el asa de siembra.

2. Luego se resuspendié en un tubo de vidrio con solucién salina fisiolégica
0,85%.

3. Se homogeniz6 y ajusté a la turbidez de 0,5 en la escala de McFarland que

equivale a 15 x 10® UFC).

4. Se realiz6 este paso visualmente, teniendo en cuenta la luz adecuada,
comparando asi el inoculo con el estandar de 0,5 de McFarland contra un
fondo blanco, el cual se usé inmediatamente.?'

Determinacion de halo de inhibiciéon

Método de difusién en disco
y & Se preparo6 placas Petri con agar Mueller Hinton.
2. Se sembro con la ayuda de un hisopo estéril embebido en el inoculo,

dejandose secar en la estufa por un espacio de 5 minutos para que se
absorba la humedad.

3. Se incorporaron discos de papel filtro especial de 5 mm de diametro
embebidos en los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Synadenium
grantii Hook.

4, Se incubaron a 37°C para asi observar la formacién de halos de inhibicion

a las 48 horas y determinar la actividad antimicética.?
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Utilizacion de controles

Control negativo

Se utilizé como control negativo al agua destilada.

Control positivo

Se utilizé como control positivo al Ketoconazol (antifungico).
3.6.6. Disefio experimental

Para el presente trabajo, se formé ocho grupos de cinco repeticiones.

Grupo | : Control Negativo con agua destilada.
Grupo Il : Control positivo con Ketoconazol.
Grupo lll  : Administrado con extracto acuoso a 10 mg/ml de concentracion.

Grupo IV : Administrado con extracto acuoso a 5 mg/mi de concentracién.
Grupe V  : Administrado con extracto acuoso a 1 mg/ml de concentracion.
Grupo VI :Administrado con extracto etandlico a 10 mg/ml de concentracion.
Grupo VII : Administrado con extracto etandlico a 5 mg/ml de concentracion.
Grupo VIl : Administrado con extracto etandlico a 1 mg/mi de concentracion.
3.6.7. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

El cultivo de Candida albicans ATCC 10231 fue ajustado al estandar de 0,5 de la
escala de McFarland. Para hallar la CMI se prepararon quince tubos previamente

esterilizados y rotulados del nimero uno al quince. A continuacién se detalla:

1. A partir del tubo nimero uno hasta el tubo quince se agregé 1 mi del caldo
nutritivo.
2. Posteriormente se agregé 1 ml de extracto al tubo nimero uno a partir del

cual se traspaso al tubo nimero dos y asi sucesivamente hasta el tubo
numero catorce de este se extrajo 1 mly se descarto.

3. El tubo nimero quince no recibié extracto siendo este el control.

4. Luego se agregd 1 mldel inéculo de Candida albicans ATCC 10231 atodos

los tubos y se llevo a incubacion a 37°C por 24 horas.®
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3.6.8. Determinacién de la concentracién fungicida minima (CMF)
Para la determinacion de la concentracién minima fungicida (CMF) se procedit a

partir de la concentracién minima inhibitoria (CMI), realizandose de la siguiente

manera:

i: Se observé la turbidez de los tubos para la determinacién de la CMI a
simple vista.

2. Se procedié a sembrar con la ayuda del asa de Kolle, los caldos de los

tubos no turbios en las placas con Agar Saboraud.
3. Posteriormente se incubo a 37°C por 24 horas.?
3.6.9. Lectura de los resultados
Los resultados para el ensayo de “Test difusion en disco”, se reportaron en funcion
al diametro del halo que se forma por accién de los extractos representado en
milimetros. El diametro del halo se medié en cuatro direcciones, tomando como
resultado el promedio de estas mediciones.
Para el calculo de porcentaje de inhibicién se usé la siguiente formula. Tomando
como patrén al antifingico ketoconazol.

e Diametro de halo de inhibiciéon de la muestra 100
b X
4 He ucan Didmetro de halo control

3.6.10. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion se evaluaron
estadisticamente por el disefio completamente aleatorizado (ANVA) vy
comparaciones multiples de Tukey con un nivel de significancia de 0,05 para esto

se usé el Software SPSS 15,0.%
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IV. RESULTADOS
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Figura 1. Promedio de los halos de inhibicion por efecto del extracto acuoso de las
hojas de Synadenium grantii Hook “lechero africano”, frente a Candida albicans

ATCC 10231. Ayacucho, 2014.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion por efecto del extracto acuoso de las hojas de
Synadenium grantii Hook “lechero africano”, frente a Candida albicans ATCC
10231. Ayacucho, 2014.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion por efecto del extracto etandlico de las hojas de
Synadenium grantii Hook “lechero africano’, frente a Candida albicans ATCC

10231. Ayacucho, 2014,
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Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria y concentracion minima fungicida de los
extractos etandlico y acuoso de las hojas de Synadenium grantii Hook “lechero
africano”, frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Extracto acuoso

Extracto Etandlico

Tubos (mg/mi) Tubos (mg/ml)
1 5 1 5
2 25 2 25
3 1,25 3 1,25
4 0,625 4 0,625
5 0,313 S(CMF) 5 0,313
6 0,156 R(CMI) 6 0,156 S(CMF)
7 0,078 7 0,078 R(CMI)
8 0,039 8 0,039
9 0,02 9 0,02
10 0,01 10 0,01
1" 0,005 11 0,005
12 0,0024 12 0,0024
13 0,0012 13 0,0012
14 0,0006 14 0,0006
S: Sensible

R: Resistente
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V. DISCUSION

El uso de las plantas tradicionales en nuestro pais en su gran mayoria es empirico,
por lo que existen vacios en la veracidad de sus efectos terapéuticos, con este
trabajo se pretende dar valor y veracidad a los efectos antimicéticos que posee
los extractos de las hojas del Synadenium grantii Hook "lechero africano” los
metabolitos secundarios identificados en los extractos coinciden las encontradas
en otras investigaciones realizadas en plantas de utilidad empirica por su efecto
antimicético, dentro de estos metabolitos podemos sefialar como los posibles
responsables a los flavonoides y/o alcaloides, como también a la accion sinérgica
de los metabolitos secundarios de dicha planta, en él estudié fitoquimico que se
realiz6 se determiné la presencia de fenoles, cardenolidos, flavonoides,
esteroides, saponinas, catequinas, lactonas, aminoacidos, alcaloides y resinas, de
las cuales en mayor concentracion los flavonoides y alcaloides.

Las caracteristicas organolépticas de los extractos acuoso y etandlico de las hojas
de Synadenium grantii Hook "lechero africano” es de color caramelo, de olor y
sabor suigeneris.

Segin Bidart.”® muchas especies de plantas han sido utilizadas
etnofarmacologicamente para tratar enfermedades micoticas donde cada vez
mas, la gente recurre a terapias complementarias y alternativas para poder

solucionar problemas de salud, pues los obstaculos que enfrentan las familias de
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bajos recursos impiden que tengan acceso a productos farmacéuticos y servicios
sanitarios.

Las medias de los halos de inhibicién producidos por el extracto acuoso a
diferentes concentraciones de las hojas de Syandenium grantii Hook "lechero
africano” muestran que el de 1 mg/ml generé 8 mm de halo, el 5 mg/mi (15 mm) y
el de 10 mg/ml (21 mm) son menores al Ketoconazol (26 mm).

Las medias de los halos de inhibicién producidos por el extracto etanélico a
diferentes concentraciones de las hojas de Syandenium grantii Hook "lechero
africano" muestran que el de 1 mg/mi genero 10 mm de halo, el 5 mg/ml (17 mm)
y el de 10 mg/ml (23 mm) son menores al Ketoconazol (26 mm), siendo
estadisticamente significativo (p<0,05).

El extracto acuoso de Syandenium granﬁi Hook "lechero africano" a una
concentracion de 1 mg/ mi presenta una media de halo de inhibicién de 8,4 + 0,55
mm, el de 5 mg/ml una media de 15,4 £ 0,55 mm, y el de 10 mg/ml generd una
media de 16,6 + 0,45 mm, tal como muestra el analisis de comparaciones muiltiples
de Tukey (Anexo 22)y en los datos descriptivos (Anexo 14).

El extracto etandlico de Syandenium granti Hook "lechero africano" a una
concentracién de 1 mg/ ml presenta una media de halo de inhibicion de 10,4 £
0,55 mm, el de 5 mg/ml una media de 16,6 £ 0,55 mm, y el de 10 mg/ml generé
una media de 23 £ 0,45 mm, tal como muestra el analisis de comparaciones
multiples de Tukey (Anexo 23) y en los datos descriptivos (Anexo 15).

Los porcentajes de inhibicion producidos por el extracto acuoso a diferentes
concentraciones de las hojas de Syandenium grantii Hook "lechero africano”
muestran que el de 1 mg/ml tubo un porcentaje de 30,76%, el de 5 mg/mi(57,69%)
y el de 10 mg/ml (80,76%) siendo esta Gltima concentracion la que mas se acerca

al control positivo que fue el antifungico Ketoconazol.
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Los porcentajes de inhibicion producidos por el extracto etandlico a diferentes
concentraciones de las hojas de Syandenium grantii Hook "lechero africano"
correspondientes a las concentraciones 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, respecto al
Ketoconazol, fueron el 38,46%, 65,38% y 88,46% respectivamente. Siendo
estadisticamente significativo (p<0,05).

En el andlisis de comparaciones mdltiples de Tukey (Anexo 22) y datos
descriptivos (Anexo16), la media del porcentaje de inhibicion producida por el
extracto acuoso de Syandenium grantii Hook "lechero africano" fueron para a una
concentracion de 1 mg/ml presenta un porcentaje de inhibicién de 30,75 +£0,23%,
el de 5 mg/ml un porcentaje de 57,30 £ 0,39% , y el de 10 mg/ml generd un
porcentaje de 80,11 £ 0,63%, determinando asi que a mayor concentracién el
porcentaje de inhibicién es mayor.

El extracto etandlico de Syandenium granti Hook "lechero africano” a una
concentracién de 1 mg/ml presenta porcentaje de inhibicion de 38,40 £ 0,10 %,
el de 5§ mg/ml un porcentaje de 65,31 + 0,12%, y el de 10 mg/ml generd un
porcentaje de 88,39 + 0,11%, tal como muestra el analisis de comparaciones
multiples de Tukey (Anexo 23) y en los datos descriptivos (Anexo 17).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima fungicida
(CMF) son datos de laboratorio muy importantes que en la actualidad no se toma
mucho en cuenta, esto genera el uso indiscriminado de los antifungicos y
medicamentos, propiciando la aparicion de resistencia de los microorganismos
que inutilizan a medicamentos valiosos, y que por otras causas como la falta de
regulacién en su compra y venta, la automedicacién y la ignorancia, favorece la
aparicion de cepas de microorganismos resistentes. Gracias al uso del CMl y la
CMF se puede dar mayor valor a los medicamentos, tanto en su dosificacién y

costo beneficio para el paciente.
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En la Tabla 2, se determiné de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los
extractos acuoso y etandlico de las hojas de Synadenium grantii Hook “lechero
africano”. Utilizando la concentracién de 10 mg/ml tanto para el extracto acuoso y
etandlico, a esta concentracion los extractos generaron mayor inhibicién
acercandose mas al control positivo "Ketoconazol", esto se realizé con la finalidad
de determinar la concentracion minima del extracto (antifungico) que se requiere
para inhibir el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231, el cual resuitd para
el extracto acuoso de 0,156 mg/ml, y para el extracto etandlico de 0,078 mg/ml.
De igual modo se determiné la concentracidon minima fungicida (CMF) el cual nos
permite determinar la cantidad minima del extracto (acuoso, etandlico) que se
requiere para matar a Candida albicans ATCC 10231 in vitro, los cuales resultaron
de la siguiente manera para el extracto acuoso la CMF fue de 0,313 mg/ml y el

extracto etandlico la CMF fue 0,156 mg/ml.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto acuoso y etandlico de las hojas Synadenium grantii Hook
"lechero africano" a la concentracién de 10 mg/ml presentaron mayor
actividad anti Candida albicans con 21 y 23 mm de diametro
respectivamente, respecto a las demas concentraciones, con halos de
inhibicién de 15 y 17 mm para el extracto de 5 mg/ml y para el extracto de
1 mg/ml generaron halos de 8 y 10 mm; el control positivo Ketoconazol que
generd un halo de 26 mm, siendo estadisticamente significativo (p <0,05).
La concentracion minima inhibitoria, frente a Candida albicans ATCC
10231, producido por el extracto acuoso y etandlico de las hojas
Synadenium grantii Hook "lechero africano" fue de 0,156 y 0,078 mg/mli,
respectivamente.

La concentracién minima fungicida, frente a Candida albicans ATCC
10231, producido por el extracto acuoso y etandlico de las hojas
Synadenium grantii Hook "lechero africano”" fue de 0,313 y 0,156 mg/ml,

respectivamente.
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Vii. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se recomienda realizar
estudios, asi como separar los metabolitos secundarios de los extractos y
de esta forma verificar los responsables de dicha actividad farmacolégica.
Proseguir con el estudio del Synadenium grantii Hook “lechero africano”
con la finalidad de determinar si tiene efecto en otras especies de hongos,
como también ofras propiedades medicinales.

Incentivar el estudio de plantas usadas en medicina tradicional, sobre todo
en relacién a propiedades antimicéticas.

Realizar estudios de toxicidad de los metabolitos secundarios encontrados
en la planta de Synadenium grantii Hook "lechero africano" con el objeto

de poder realizar pruebas pre clinicas y clinicas.
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Anexo 1

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico y acuoso de
las hojas de Synadenium grantii Hook “lechero africano”. Ayacucho, 2013.

METABOLITOS
ENSAYOS EXTRACTO EXTRACTO
SECUNDARIOS ACUOSO ETANOLICO OBSERVACION
Fenoles y/o Coloracion Marrén
taninos gg:_;?;g M e Oscuro
Lactonas y/o Formacién de
Cumarinas Baljet b e Precipitado
Coloracion Rojo
- Rosado
Flavonoides Shinoda A S Formacién de dos
fases
. Formacion de
Sepedings Espuma +++ = Espuma
; Coloracion Azul
ARinERS Ninhidrina - e Violaceo
, Formacion de
Resina Resina o e Precipitado
Formacién de
Dragendorff * e Precipitado
Alcaloides
Formacion de
Mayer ) i Precipitado
Leyenda:
-) : Ausente
(+) g Escaso
(++) : Buena
(+++) : Excelente
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Anexo 2

Figura 5. Proceso de recoleccién de hojas de Synadenium grantii Hook "lechero
africano". Ayacucho, 2012.
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Anexo 3

Figura 6. Proceso de secado de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero

africano”. Ayacucho, 2012.
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Anexo 4

Figura 7. Proceso de molienda y tamizado de hojas de Synadenium grantii Hook
“lechero africano". Ayacucho, 2012.
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Anexo 5

Figura 8. Tubos de la Escala de Mc Farland. Ayacucho, 2013.
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Anexo 6

Figura 9. Preparacion de placas con agar Mueller Hinton. Ayacucho, 2013.
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Anexo 7
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Figura 10. Cepa liofilizada de Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2013
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Anexo 8

FYTRACTO ACTOSO (C\TH

EXTRACTO ETAE\"(SLI CO

Figura 11. Concentracion Minima Iinhibitoria (CMI) del extracto acuoso y etandlico.
Ayacucho, 2013.
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Anexo 9

Figura 12. Preparacion de los extractos etandlico y acuoso. Ayacucho, 2013.
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Anexo 10

Figura 13. Halos de inhibicion producidos por el extracto acuoso a
concentraciones de 10 mg/ml, 5 mg/ml y 1 mg/ml, de las hojas de Synadenium
grantii Hook "lechero africano”. Ayacucho, 2013.
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Anexo 11

CONTROL POSITIVO "KETOCONAZOL"”

CONTROL, NEGATIVO AGUA

Figura 14. Halos de inhibiciéon producidos por el control positivo "Ketoconazol" y
control negativo "agua destilada". Ayacucho, 2013.
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Anexo 12

Extracto etandlico 10 mg/m|

Figura 15. Halos de inhibicibn producidos por el extracto etandlico a
concentraciones de 10 mg/ml, 5 mg/ml y 1 mg/mi de las hojas de Synadenium
grantii Hook "lechero africano”. Ayacucho, 2013.
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Anexo 13

CENTRACION MINIMA FUNGICIDA

CMF

Figura 16. Concentracién fungicida minima (CMF) de los extractos de las hojas
de Synadenium grantii Hook "lechero africano”. Ayacucho, 2013.
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Anexo 14

SNULN ) it

Ayer

Figura 17. Estudio fitoquimico de los extractos de las hojas de Synadenium grantii
Hook "lechero africano”. Ayacucho, 2013.
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Anexo 15

Tabla 4. Caracteristicas organolépticas de los extractos de las hojas de
Synadenium grantii Hook "lechero africano”. Ayacucho, 2013.

Caracteristicas organolépticas de los extractos de las hojas de
Synadenium grantii Hook "lechero africano”

Aspecto: Liquido y Viscoso
Color: Caramelo
Olor: Caracteristico

Sabor: Caracteristico (acido)
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Tabla 5. Diametro de los halos de inhibicién de los extracto etandlico de las hojas
de Synadenium grantii Hook "lechero africano”, frente a Candida albicans ATCC

10231. Ayacucho, 2014,

Anexo 16

DIAMETROS DE HALOS DEL EXTRACTO ETANOLICO

NPL;_':;" 10 mg /ml (mm) 5 mg/mi(mm) 1 mg/mi(mm) (;&ﬁtéﬂézgg:_)
1 24 24 22 23 23 18 16 17 17 17 10 9 10 10 10 25 26 25 26 26
2 23 22 23 23 23 16 18 18 17 17 11 11 9 10 10 26 25 26 26 26
3 23 22 23 23 23 15 15 17 16 16 10 9 12 10 10 27 26 27 27 27
4 24 23 24 22 23 16 16 15 15 16 11 10 12 10 11 26 26 26 27 26
5 23 23 22 23 23 17 17 16 16 17 10 11 10 11 11 27 27 25 26 26
Media 23 17 10 26

54



Anexo 17

Tabla 6. Diametro de los halos de inhibicion de los extracto acuoso de las hojas
de Synadenium grantii Hook "lechero africano", frente a Candida albicans ATCC
10231. Ayacucho, 2014.

DIAMETROS DE HALOS DEL EXTRACTO ACUOSO

NUMERO  control (+)mm

PLACA KETOCONAZOL 10 mg/ml(mm) 5 mg/ml (mm) 1 mg/ml(mm)
1 25 26 25 26 26 21 20 21 21 21 14 15 15 14 15 8 8 8 9
2 26 25 26 26 26 23 21 21 22 22 15 16 15 14 15 9 8 9 8
3 27 26 27 27 27 22 21 20 21 21 16 17 15 16 16 8 8 8 8
4 26 26 26 27 26 21 20 22 20 21 17 16 14 15 16 9 9 8 9
5 27 27 25 26 26 21 19 20 22 21 16 14 15 14 15 8 8 8 9
Media 26 21 15
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Anexo 18

Tabla 7. Datos descriptivos de los halos de inhibicién producidos por los extractos
acuosos de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero africano” frente a
Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacion Limite Limite

Tratamientos N  Media tipica inferior superior  Minimo Maximo
Control positivo

natocanasol 5 26,2000 44721 256447 26,7553 26,00 27,00
Extracto acuoso

10 mg/ml 5 21,2000 44721 20,6447 21,7553 21,00 22,00
E’:‘n’;fr"n‘; acU0SO 5 454000 54772 147199 16,0801 1500 16,00
Edractoacuoso 5 g 4909 54772 7,7199 90,0801 8,00 9,00
1 mg/mi

Total 20 17,8000 6,82565 14,6055 20,9945 8,00 27,00
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Anexo 19

Tabla 8. Datos descriptivos de los halos de inhibicién producidos por los extractos
etandlicos de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero africano” frente a
Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacién Limite Limite
Tratamientos N  Media tipica inferior superior  Minimo Maximo
Control positivo
"ketoconazol 5 26,2000 44721 25,6447 26,7553 26,00 27,00
Extracto
etanélico 10 mg 5 23,2000 44721 22,6447 23,7553 23,00 24,00
/ml
Extracto
etandlico 5 5 16,6000 54772 15,9199 17,2801 16,00 17,00
mg/ml
Extracto
etandlico 1 5 10,4000 54772 9,7199 11,0801 10,00 11,00
mg/mi
Total 20 19,1000 6,28197 16,1599 22,0401 10,00 27,00
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Anexo 20

Tabla 9. Datos descriptivos del porcentaje de inhibicion producido por los
extractos acuosos de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero africano”

frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacién Limite Limite
Tratdmientos N  Media tipica inferior superior Minimo Maximo
Extracto acuoso
10, righ 5 80,1077 62559 79,3309 80,8845 79,40 80,77
E’::;ﬁ‘n‘f 8CU0S0 ¢ 57 ogag 38712 56,8062 57,7676 56,90 57,69
f’:::;;‘l’ SGU0RD. |y Shary 228156 30,4644 31,0310 30,50 31,10
Total 15 56,0474 2088219 44,4833 676116 30,50 80,77

58



Anexo 21

Tabla 10. Datos descriptivos del porcentaje de inhibicién producido por los
extractos etandlicos de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero africano”
frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacion Limite Limite
Tratamientos N Media tipica inferior superior Minimo Maximo
Extracto
etanolico 10 5 88,3969 , 11326 88,2563 88,5376 88,20 88,46
mg/mi
Extracto
etandlico 5 5 65,3108 ,12339 65,1576 65,4640 65,10 65,38
mg/mi
Extracto
etandlico 1 5 38,4009 ,08330 38,2975 38,5044 38,30 38,46
mg/ml
Total 15 64,0362 21,14799 52,3248 75,7476 38,30 88,46
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Anexo 22

Tabla 11. Analisis de varianza para el numero de halos de inhibicién producidos
por los extractos acuosos de las hojas de Synadenium grantii Hook “lechero
africano" frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Suma de Media

cuadrados gi cuadratica F Sig.
Inter-grupos 881,200 3 293,733 1174,933 ,000
Intra-grupos 4,000 16 250
Total 885,200 19
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Anexo 23

Tabla 12. Analisis de varianza para el numero de halos de inhibicién producidos
por los extractos etandlicos de las hojas de Synadenium grantii Hook "lechero
africano” frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014,

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
inter-grupos 745,800 3 248,600 994,400 ,000
Intra-grupos 4,000 16 ,250
Total 749,800 19
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Anexo 24

Tabla 13. Analisis de varianza para el numero de porcentajes de inhibicion
producidos por los extractos acuosos de las hojas de Synadenium grantii Hook
"lechero africano" frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Suma de Media

cuadrados g! cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6102,546 2 3051,273 15429,222 ,000
Intra-grupos 2,373 12 ,198
Total 6104,920 14
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Anexo 25

Tabla 14. Analisis de varianza para el numero de porcentajes de inhibicion
producidos por los extractos etandlicos de las hojas de Synadenium grantii Hook
"lechero africano” frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6261,184 2 3130502 20899453 ,000
Intra-grupos ,140 12 012
Total 6261,324 14
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Anexo 26

Tabla 15. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los halos de inhibicién
producidos por los extractos acuosos de las hojas de Synadenium grantii Hook
"lechero africano” frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Subconjunto para alfa = ,05

Tratamientos N 1 2 3 4
Extracto acuoso 1 mg/mi 5 8,4000
Extracto acuoso 5 mg/ml 5 15,4000
Extracto acuoso 10 mg/mi
5 21,2000
Control positivo
"ketoconazol 5 26,2000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamario muestral de la media aménica = 5,000.
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Anexo 27

Tabla 16. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los halos de inhibicion
producidos por los extractos etandlicos de las hojas de Synadenium grantii Hook
“"lechero africano” frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2014.

Subconjunto para alfa = ,05

Tratamientos N 1 2 3 4
Extracto etandlico
1 mg/ml 5 10,4000

Extracto etandlico
5 mg/mi

Extracto etandlico

10 mg /ml 23,2000

Control positivo
“"ketoconazol 5 26,2000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,000.

5 16,6000
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Anexo 28

Tabla 17. Prueba de comparaciones muiltiples de Tukey de los halos de los
porcentajes de inhibicion producidos por los extractos acuosos de las hojas de

Synadenium grantii Hook "lechero africano” frente a Candida albicans ATCC
10231. Ayacucho, 2014,

Subconjunto para alfa = ,05

Tratamientos N 1 2 3
Extracto acuoso 1 mg/mi 5 30,7477
Extracto acuoso 5 mg/mi 5 57,2869
Extracto acuoso 10 mg/ml

5 80,1077
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamario muestral de la media arménica = 5,000,
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Anexo 29

Tabla 18. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los halos de los
porcentajes de inhibicion producidos por los extractos etandlicos de las hojas de
Synadenium grantii Hook "lechero africano” frente a Candida albicans ATCC
10231. Ayacucho, 2014.

Subconjunto para alfa = ,05
Tratamientos N 1 2 3
Extracto etanclico
1 mg/ml 5 38,4009

Extracto etandlico
5 mg/ml 5 65,3108

Extracto etandlico
10 mg/mi 5 88,3969

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para ios grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media aiménica = 5,000.
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Anexo 30

Figura 18. Protocolo de la determinacién de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y de la concentracion minima fungicida (CMF). Ayacucho, 2014.
{

1 ml de catdo nutritivo
EXTRACTO $ynadentum granti! Hook del tubo N*O1 al 14

0 w0 Desechar

9999999999%9@999

Estandarizar @
Cultivo de Candida
atbicans ATCC 10231 0:3 Me Fariénd

1mi del inéculo

TEECEEERE:
1000¢

-
Controi
9\

. 1
(N

iBp:
LELE

Incubar por 24 horas
s \Cnnfrol
El tubo N°8
‘corresponde
O alacmi
1 7
> Control
ﬁo h.l!blos Se observa turbidez

a simple vista

0.01 ml se subcultivan
en agar Sabouraud

(0 (DD

Incubar por 24 horas

'd N
El tubo N°7 corresponde
ala CMF
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Anexo 31

Figura 19. Certificado de identificacion taxonoémica de Synadenium grantii Hook
"lechero africano". Ayacucho, 2012.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Biologia, Sr. Paul Niceas, MELGAR RUIZ, ha solicitado la
identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE . MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : EUPHORBIALES

FAMILIA z EUPHORBIACEAE
GENERO : Synadenium

ESPECIE : Synadenium grantii Hook.
N.V. x “arbol de la vida"

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 14 de Diciembre del 2012
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Capacidad anti Candida
albicans del extracto de
hojas de Synadenium
grantii Hook “lechero
africano”. Ayacucho,

2012,

Melgar Ruiz, Paal Niceas' Blga. Leon
Palomino, Edna!
Area de Microbiologia': Facultad de Ciencias
Biologicas.
RESUMEN
En nuestro pais muchas especies vegetales
nativas e introducidas son empleadas
empiricamente en el tratamiento de diferentes
enfermedades, sin embargo, la veracidad de
dicho efecto terapéutico no se ha demostrado
experimentalmente aGn, como por ejemplo el
caso de Symadenium grantii Hook. Con el
objetivo de evaluar el efecto anti Candida
albicans de los extractos acuoso y etanolico a las
concentraciones de 10 mg/ml, 5 mg/ml y 1 mg/ml
de las hojas de Synadenium grantii Hook
"lechero africano” se realizo el presente trabajo
de investigacion en los laboratorios de
Bromatologia y Nutricion y laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Formacion
Profesional de Biologia. El tipo de investigacion
fue experimental y la evaluacién de la actividad
anti Candida albicans se realizo por la técnica de
difusion en disco, se colocaron discos de papel
filtro embebidos en los extractos de la planta,
sobre placas Petri conteniendo agar Mueller
Hinton sembrado con Candida albicans ATCC
10231, para luego observar la formacion de los
halos de inhibicion. Se encontrd que los extractos
etandlico y acuoso a la concentracion de 10
mg/ml presentaron halos de inhibicién de 23 mm
¥ 21 mm respectivamente, el de § mg/ml con 17
mm y 15 mm y el 1 mg/ml con 12 mm y 8mm,
(p<0,05). Concluyendo que el extracto etanolico
de 10 mg/ml es el que més se acerca al control
positivo Ketoconazol que present6 un halo de 26
mm de didmetro. La CMI del extracto acuoso y
etandlico de las hojas de Synadenium grantii
Hook "lechero africano" a una concentracion de
10 mg/ml fueron 0,156 mg/ml y 0,078 mg/ml
respectivamente, y la CMF fue de 0,313 mg/ml y
0,156 mg/ml. Los metabolitos secundarios
identificados en los extractos, coinciden las
encontradas en otras investigaciones realizadas
en plantas de utilidad empirica por su efecto
antimicotico, dentro de estos metabolitos

podemos sefialar como los posibles responsables
a los flavonoides y/o alcaloides, como también a
la  accion sinérgica de los metabolitos
secundarios de dicha planta.

Palabras clave:

Candida albicans, Synadenium grantii, actividad
antifiingica.

SUMMARY

In our country many native and introduced plant
species are used empirically in the treatment of
different diseases, however, the veracity of this
therapeutic effect has not yet been demonstrated
experimentally, such as the case of Synadenium
grantii Hook. In order to evaluate the anti
Candida albicans 5 mg / ml 1 mg / ml effect of
aqueous and ethanol extracts at the
concentrations of 10 mg / mi, and leaves
Synadenium grantii Hook "African dairy" the
present research was conducted in laboratories of
Food Science and Nutrition and laboratory of
Microbiology, Vocational School of Biology.
The research was experimental and evaluation of
the anti Candida albicans was performed by the
disk diffusion method, embedded filter paper
discs were placed in the plant extracts on petri
plates containing Mueller Hinton agar seeded
with Candida albicans ATCC 10231, and then
observe the formation of inhibition halos, It was
found that the ethanol and aqueous extracts to a
concentration of 10 mg / ml showed zones of
inhibition of 23 mm and 21 mm respectively, the
5 mg / ml with 17 mm and 15 mm and 1 mg / ml
to 12 mm and 8mm, (p <0.05). Concluding that
the ethanol extract of 10 mg / ml is the closest to
the positive control Ketoconazole presented a
halo of 26 mm in diameter. The MIC of the
aqueous and ethanolic extract of leaves of
Synadenium grantii Hook "African dairy" to a
concentration of 10 mg / ml were 0.156 mg / ml
and 0.078 mg / ml respectively, and the CPM was
0.313 mg / ml and 0.156 mg / ml. Identified in
the extracts, secondary metabolites match those
found in other investigations in plants empirical
usefulness for its antifungal effect within these
metabolites we note the possible responsible to
flavonoids and / or alkaloids, as well as the
synergistic action of the secondary metabolite of
the plant

Key words:

Candid albicans, Synadenium grantii, activity
antifingica.



INTRODUCCION
Se ha informado de casos de candidiasis en todas
partes del mundo, pero el hongo puede
encontrarse con tal frecuencia en individuos
sanos, y en tal variedad de formas clinicas que es
imposible obtener datos exactos respecto a la
distribucién geogréfica de la enfermedad; pueden
aislarse especies de Candida tan frecuentemente
en las materias fecales, vagina y faringe de
individuos de apariencia sana que el tratamiento
resulta a menudo dificil. También, como
invasores secundarios durante el tratamiento con
antibidticos de amplio espectro, hormonas
suprarrenales y drogas citotdxicas, las especies
de Candida crean graves problemas en el
tratamiento y cuidado del paciente con
enfermedad primaria.!
Desde la antigiiedad el hombre para tratar sus
dolencias, usé las plantas aplicindolos de manera
directa, sin embargo, con el descubrimiento de
los medicamentos sintéticos estas costumbres se
fueron dejando de lado. Con el tiempo, por los
multiples  efectos  secundarios de los
medicamentos sintéticos se esta volviendo al uso
de las planta medicinales.’
En nuestro pais muchas especies vegetales
nativas e introducidas son empleadas
empiricamente en el tratamiento de diferentes
enfermedades, sin embargo, la veracidad de
dicho efecto terapéutico no se ha demostrado
experimentalmente aln, como por ejemplo el
caso de Synadenium grantii, cuyas sinonimias
botanicas son Synadenium umbellatum Pax y
Euphorbia umbellata, nombres con los que
existen antecedentes que refieren su empleo
dentro de la medicina folklorica de sus lugares de
origen. La presente investigacion estuvo
orientado a evaluar experimentalmente el efecto
anti Candida albicans del extracto etandlico y
acuoso de las hojas de Synadenium grantii
“lechero afticano” cuyos objetivos fueron:
Objetivo general
* Demostrar la capacidad anti Candida albicans
del extracto etanolico y acuoso de hojas de
Synadenium grantii Hook “lechero africano”.
Objetivos especificos
e Determinar la  concentraciéon  minima
inhibitoria de los extractos etandlico y acuoso
de Synadenmium grantii  Hook “lechero
africano”, Frente a Candida albicans.
® Determinar la concentracién minima fungicida
de los extractos etanolico y acuoso de
Synadenium grantii Hook “lechero africano”.
Frente a Candida albicans.
MATERIALES Y METODOS
Lugar de ejecucion
El presente trabajo se realizo en los laboratorios
de Bromatologia y Nutricion, y Microbiologia de

la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga.

El trabajo de investigacion se realizo durante los
meses de noviembre del 2012 febrero del 2013.
Muestra bioldgica

Hojas de Synadenium grantii Hook “lechero
africano” muestreo por conveniencia.
Recoleccion de Muestra biolégica

La cantidad de la muestra fue de 3 kg de hojas
Synadenium grantii Hook “lechero africano”
recolectadas en la ciudad de Ayacucho, en horas
de la mafiana, entre las 6 a 7 AM; antes que los
rayos solares iluminen la planta, se introdujeron
en bolsas de papel para evitar su transpiracion
durante su traslado, se escogieron las hojas de
buen estado, libre de polvo, tierra y partes de la
planta que no utilizados.?

Una parte de la muestra, especificamente una
rama con hojas e inflorescencia sirvié para la
identificacion  botanica, realizada en el
Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga por la Bidloga
Laura Aucasime Medina.

Cepa

Candida albicans ATCC 10231, proporcionada
por el Area Académica de Microbiologia de la
Escuela de Formacion Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga.

Farmaco de referencia

Ketoconazol. Tabletas de 200 mg. (Fuente.
Laboratorio Farmindustria).

Diseiio metodolégico

Preparacion de la muestra biologica
Molienda

Las hojas fueron sometidas a molienda en
mortero de porcelana, luego se tamizaron con
malla de 3 mm, de didmetro obteniéndose
particulas no mayores de 3 mm.

Obtencién de extracto acuoso

Se pesé 10 g de hojas de Synadenium grantii
Hook pulverizadas y se afiadi6 a 100 ml de agua
destilada hirviendo obteniéndose un extracto por
infusion de 10 mg/ml de la cual se obtuvo las
concentraciones de 5 mg/ml y 1 mg/ml.
Obtencion de extracto etandlico

Las hojas pulverizadas de Synadenium grantii
Hook “lechero africano™ fueron sometidas a la
extraccion utilizando etanol, se macero durante
cinco dias, en frascos de color ambar con
agitaciones permanentes, seguidamente se filtro
y luego se concentré en bafio maria, procediendo
a secar en estufa a no mas de 50C°, hasta obtener
un extracto semisolido de color marrdn verduzco
en su forma mas estable.



Se pes6 100 mg del extracto etandlico obtenido,
luego se diluyd en 10 ml de agua destilada
estéril, siendo esta la solucion madre de 10
mg/ml de la cual se extrajo 1 ml con una pipeta
para verterlo en tubo conteniendo una
determinada cantidad de agua destilada estéril,
péfa asi obtener concentraciones de 5 mg/mly 1
mg/ml.

Identificacion de los metabolitos secundarios

Las reacciones de identificacion de los diferentes

metabolitos secundarios presentes en los

extractos etanolico y acuoso de las hojas de

Synadenium grantii Hook “lechero africano” se

realizaron  siguiendo los  procedimientos

propuestos por Miranda y Cuellar.® el cual se

realiz0 en el laboratorio de Farmacia y

Bioquimica.

Determinacion de la actividad anti Candida

albicans

Preparacion del inoculo

1. Se tomod la cepa de Candida albicans con el
asa de siembra.

2. Luego se resuspendio en un tubo de vidrio
con solucion salina fisiologica 0,85%.

3. Se homogeniz6 y ajustd a la turbidez de 0,5
en la escala de McFarland que equivale a 15
x 10® UFC).

4. Se realizo este paso visualmente, teniendo en
cuenta la luz adecuada, comparando asi el
inoculo con el estandar de 0,5 de McFarland
contra un fondo blanco, el cual se usé
inmediatamente.*

Determinacion de halo de inhibicién

Método de difusion en disco

1. Se preparé placas Petri con agar Mueller
Hinton.

2. Se sembro con la ayuda de un hisopo estéril
embebido en el inoculo, dejandose secar en la
estufa por un espacio de 5 minutos para que
se absorba la humedad.

3. Se incorporaron discos de papel filtro
especial de 5 mm de diametro embebidos en
los extractos acuoso y etandlico de las hojas
de Synadenium grantii Hook.

4. Se incubaron a 37°C para asi observar la
formacién de halos de inhibicion a las 48
horas y determinar la actividad antimicética.’

Utilizacién de controles

Control negative

Se utilizd como control negativo al agua

destilada.

Control positivo

Se utilizé como control positivo al Ketoconazol

(antifingico)

Disefio experimental

Para el presente trabajo, se formé ocho grupos de

cinco repeticiones.

Grupo I : Control Negativo con agua
destilada.

Grupo IT : Control positivo con
Ketoconazol.

Grupo I Administrado con extracto

acuoso a 10 mg/ml de concentracion.

Grupo IV Administrado con extracto

acuoso a 5 mg/ml de concentracion.

Grupo V Administrado con extracto

acuoso a 1 mg/m! de concentracidn.

Grupo VI Administrado con extracto

etanolico a 10 mg/ml de concentracion.

Grupo VII Administrado con extracto

etanolico a 5 mg/ml de concentracion.

Grupo VIII Administrado con extracto

etanolico a 1 mg/ml de concentracion.

Determinacién de la cencentraciéon minima

inhibitoria (CMI)

El cultivo de Candida albicans ATCC 10231 fue

ajustado al estandar de 0,5 de la escala de

McFarland. Para hallar la CMI se prepararon

quince tubos previamente esterilizados y

rotulados del nimero uno al quince. A

continuacion se detalla:

1. A partir del tubo nimero uno hasta el tubo
quince se agregd 1 ml del caldo nutritivo.

2. Posteriormente se agregd 1 ml de extracto al
tubo nimero uno a partir del cual se traspasé
al tubo nimero dos y asi sucesivamente hasta
el tubo numero catorce de este se extrajo 1 ml
y se descarto.

3. El tubo nimero quince no recibidé extracto
siendo este el control.

4. Luego se agregd 1 ml del indculo de Candida
albicans ATCC 10231 a todos los tubos y se
llevé a incubacion a 37°C por 24 horas.®

Determinacion de la concentracion fungicida

minima (CMF)

Para la determinacion de la concentracién

minima fungicida (CMF) se procedi6 a partir de

la concentracion minima inhibitoria (CMI),
realizandose de la siguiente manera:

1. Se observo la turbidez de los tubos para la
determinacion de la CMI a simple vista.

2. Se procedié a sembrar con la ayuda del asa de
Kolle, los caldos de los tubos no turbios en
las placas con Agar Saboraud.

3. Posteriormente se incubo a 37°C por 24
horas.®

Lectura de los resultados
Los resultados para el ensayo de “Test difusion
en disco”, se reportaron en funcion al diimetro
del halo que se forma por accion de los extractos
representado en milimetros. El diametro del halo
se medio en cuatro direcciones, tomando como
resultado el promedio de estas mediciones.



Para el calculo de porcentaje de inhibicién se usé
la siguiente formula. Tomando como patrén al
antifungico ketoconazol.

_ DiAmetro de halo de inhibicién de la muestra

% de - Di&metro de halo control * 200

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en el presente trabajo de
investigacion se evaluaron estadisticamente por
el diseiio completamente aleatorizado (ANVA) y
comparaciones multiples de Tukey con un nivel
de significancia de 0,05 para esto se uso el
Software SPSS 15,0.7
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Figura 1. Promedio de los halos de inhibicion por
efecto del extracto acuoso de las hojas de
Synadenium grantii Hook “lechero africano”,
frente a Candida albicans ATCC 10231
Ayacucho, 2014.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicién por efecto del
extracto acuoso de las hojas de Synadenium
grantii Hook “lechero africano”, frente a
Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho,
2014.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicién por efecto del
extracto etandlico de las hojas de Synadenium
grantii Hook “lechero africano”, frente a
Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho,
2014.
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Figura 4. Promedio de halos de inhibiciéon por
efecto del extracto etandlico de las hojas de
Synadenium grantii Hook “lechero africano”,
frente a Candida albicans ATCC 10231.
Ayacucho, 2014.

Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima fungicida de los extractos
etandlico y acuoso de las hojas de Synadenium
grantii Hook “lechero africano”, frente a
Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho,
2014.



b Biroscme 1 Bt
(mg/ml)
1 5 1Elflis
2 25 2 15
3 125 3 12
4 0,625 4 0,625
5 0313 SCMF) 5§ 0313
6 015 R(CMI) 6 0,156 S(CMF)
7 0,078 7 0,078 R(CMI)
8 0,039 8 0039
9 0,02 9 0,02
10 001 10 0,01
11 0,005 11 0,005
12 0,0024 12 0,0024
13 00012 13 0,0012
14 0,0006 14 0,0006
S: Sensible
R: Resistente
DISCUSION

El uso de las plantas tradicionales en nuestro pais
en su gran mayoria es empirico, por lo que
existen vacios en la veracidad de sus efectos
terapéuticos, con este trabajo se pretende dar
valor y veracidad a los efectos antimicoticos que
posee los extractos de las hojas del Synadenium
grantii Hook "lechero africano” los metabolitos
secundarios identificados en los extractos
coinciden las  encontradas en  otras
investigaciones realizadas en plantas de utilidad
empirica por su efecto antimicético, dentro de
estos metabolitos podemos sefialar como los
posibles responsables a los flavonoides y/o
alcaloides, como también a la accidon sinérgica
de los metabolitos secundarios de dicha planta,
en él estudio fitoquimico que se realizo se
determind la presencia de fenoles, cardenolidos,
flavonoides, esteroides, saponinas, catequinas,
lactonas, aminoacidos, alcaloides y resinas, de
las cuales en mayor concentracion los
flavonoides y alcaloides.

Las caracteristicas organolépticas de los
extractos acuoso y etandlico de las hojas de
Synadenium grantii Hook "lechero africano” es
de color caramelo, de olor y sabor suigeneris.
Segln Bidart.® muchas especies de plantas han
sido utilizadas etnofarmacologicamente para
tratar enfermedades micéticas donde cada vez
mas, la gente recurre a terapias complementarias
y alternativas para poder solucionar problemas
de salud, pues los obstaculos que enfrentan las
familias de bajos recursos impiden que tengan
acceso a productos farmacéuticos y servicios
sanitarios.

Las medias de los halos de inhibicién producidos
por el extracto acuoso a diferentes

concentraciones de las hojas de Syandenium
grantii Hook "lechero africano" muestran que el
de 1 mg/ml generd 8 mm de halo, el 5 mg/ml (15
mm) y el de 10 mg/ml (21 mm) son menores al
Ketoconazol (26 mm).

Las medias de los halos de inhibicion producidos
por el extracto etandlico a diferentes
concentraciones de las hojas de Syandenium
grantii Hook "lechero africano" muestran que el
de 1 mg/ml genero 10 mm de halo, el 5 mg/ml
(17 mm) y el de 10 mg/ml (23 mm) son menores
al Ketoconazol (26 mm), siendo estadisticamente
significativo (p<0,05).

El extracto acuoso de Syandenium grantii Hook
"lechero africano" a una concentracién de 1 mg/
ml presenta una media de halo de inhibicion de
8,4+ 0,55 mm, el de 5 mg/ml una media de 15,4
+ 0,55 mm, y el de 10 mg/ml generd una media
de 16,6 £ 0,45 mm, tal como muestra el analisis
de comparaciones multiples de Tukey.

El extracto etanodlico de Syandenium grantii
Hook "lechero africano” a una concentracion de
1 mg/ ml presenta una media de halo de
inhibicién de 10,4+ 0,55 mm, el de 5 mg/ml una
media de 16,6 £ 0,55 mm, y el de 10 mg/ml
genero una media de 23 + 0,45 mm, tal como
muestra el analisis de comparaciones miltiples
de Tukey.

Los porcentajes de inhibicién producidos por el
extracto acuoso a diferentes concentraciones de
las hojas de Syandenium grantii Hook "lechero
africano" muestran que el de 1 mg/ml tubo un
porcentaje de 30,76%, el de 5 mg/ml (57,69%)y
el de 10 mg/ml (80,76%) siendo esta tltima
concentracion la que mas se acerca al control
positivo que fue el antifiingico Ketoconazol.
Los porcentajes de inhibicién producidos por el
extracto etandlico a diferentes concentraciones
de las hojas de Syandenium grantii Hook
"lechero africano" comrespondientes a las
concentraciones 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml,
respecto al Ketoconazol, fueron el 38,46%,
65,38% vy 88,46% respectivamente. Siendo
estadisticamente significativo (p<0,05).

En el anélisis de comparaciones miltiples de
Tukey. La media del porcentaje de inhibicion
producida por el extracto acuoso de Syandenium
grantii Hook "lechero africano” fueron para a
una concentracion de 1 mg/ml presenta un
porcentaje de inhibicion de 30,75 £ 0,23%, el de
5 mg/ml un porcentaje de 57,30  0,39%, y el
de 10 mg/ml generd un porcentaje de 80,11 +
0,63%, determinando asi que a mayor
concentracion el porcentaje de inhibicion es
mayor.

El extracto etandlico de Syandenium grantii
Hook "lechero africano” a una concentracion de
1 mg/ml presenta porcentaje de inhibicion de



38,40 £ 0,10 %, el de 5 mg/ml un porcentaje de
65,31 £ 0,12%, y el de 10 mg/ml generd un
porcentaje de 88,39 £ 0,11%, tal como muestra
el andlisis de comparaciones multiples de Tukey.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima fungicida (CMF) son
datos de laboratorio muy importantes que en la
actualidad no se toma mucho en cuenta, esto
genera el uso indiscriminado de los antifiingicos
y medicamentos, propiciando la aparicion de
resistencia de los microorganismos que inutilizan
a medicamentos valiosos, y que por otras causas
como la falta de regulacion en su compra y venta,
la automedicacion y la ignorancia, favorece la
aparicion de cepas de microorganismos
resistentes. Gracias al uso del CMI y la CMF se
puede dar mayor valor a los medicamentos, tanto
en su dosificacién y costo beneficio para el
paciente.
En la Tabla 1, se determino de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los extractos
acuoso y etandlico de las hojas de Synadenium
grantii Hook “lechero africano”. Utilizando la
concentracion de 10 mg/m! tanto para el extracto
acuoso y etandlico, a esta concentracion los
extractos  generaron  mayor  inhibicién
acercandose més al  control  positivo
"Ketoconazol", esto se realizd con la finalidad
de determinar la concentracion minima del
extracto (antifiingico) que se requiere para
inhibir el crecimiento de Candida albicans
ATCC 10231, el cual result¢ para el extracto
acuoso de 0,156 mg/mi, y para el extracto
etandlico de 0,078 mg/ml. De igual modo se
determiné la concentracion minima fungicida
(CMF) el cual nos permite determinar la cantidad
minima del extracto (acuoso, etandlico) que se
requiere para matar a Candida albicans ATCC
10231 in vitro, los cuales resultaron de la
siguiente manera para el extracto acuoso la CMF
fue de 0,313 mg/ml y el extracto etanélico la
CMF fue 0,156 mg/ml.
CONCLUSIONES
¢ El extracto acuoso y etandlico de las hojas
Synadenium grantii Hook "lechero africano" a
la concentracion de 10 mg/ml presentaron
mayor actividad anti Candida albicans con 21
y 23 mm de didmetro respectivamente, respecto
a las demas concentraciones, con halos de
inhibicién de 15 y 17 mm para el extracto de 5
mg/ml y para el extracto de 1 mg/ml generaron
halos de 8 y 10 mm,; el control positivo
Ketoconazol que generd un halo de 26 mm,
siendo estadisticamente  significativo (p
<0,05).
e L.a concentracion minima inhibitoria, frente a
Candida albicans ATCC 10231, producido por
el extracto acuoso y etandlico de las hojas

Synadenium grantii Hook "lechero africano”
fue de 0,156 y 0,078 mg/ml, respectivamente.
¢ La concentracion minima fungicida, frente a
Candida albicans ATCC 10231, producido por
el extracto acuoso y etandlico de las hojas
Synadenium grantii Hook "lechero africano"
fue de 0,313 y 0,156 mg/ml, respectivamente.

RECOMENDACIONES

¢ Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se
recomienda realizar estudios, asi como separar
los metabolitos secundarios de los extractos y
de esta forma verificar los responsables de
dicha actividad farmacologica.

e Proseguir con el estudio del Synadenium
grantii Hook ‘"lechero africano" con la
finalidad de determinar si tiene efecto en otras
especies de hongos, como también otras
propiedades medicinales.

e Incentivar el estudio de plantas usadas en
medicina tradicional, sobre todo en relacidn a
propiedades antimicoticas.

e Realizar estudios de toxicidad de los
metabolitos secundarios encontrados en la
planta de Synadenium grantii Hook "lechero
africano" con el objeto de poder realizar
pruebas pre clinicas y clinicas.
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