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RESUMEN

El uso de la medicina natural tradicional es actualmente una parte importante relacionada
con la salud, en algunos paises de Latinoamérica se la conoce como medicina
complementaria, la cual histéricamente se ha utilizado para mantener la salud, prevenir y

tratar enfermedades crénicas.

En el presente proyecto de investigacion se propuso determinar si existe algun efecto
antimicrobiano significativo contra el microorganismo Céandida albicans en el extracto
alcohdlico o aceite esencial obtenidos a partir de la planta menta. La investigacion
comprendio tres etapas: el estudio etnofarmacologico, el anélisis fitoquimico y el analisis de

actividad antimicrobiana.

Al concluir la primera etapa se establecio que las plantas de acuerdo al nivel de uso
significativo (UST%), presentan los siguientes valores: menta (29,41%), sabila (23,08%) y
manzanilla (21,72%).

En el analisis fitoquimico se determino la presencia de ciertos metabolitos secundarios de la
planta medicinal menta como los terpenoides y compuestos fenolicos (cumarinas,

flavonoides, lignina y taninos).

Dentro del analisis microbioldgico, se presentd mayor efectividad a una concentracion de
100%, obteniéndose halos promedio de 17,67mm y 16,67mm para aceite esencial y extracto
etanolico respectivamente. La prueba de varianzas realizada como andlisis estadistico
determin6 que alguna de las medias de las distribuciones de la variable cuantitativa (halos
de inhibicion) en los extractos y aceites de menta es diferente (15,907 con un valor de p <

0,05), afirmando que existen efecto antimicrobiano de la menta sobre Candida albicans.

Palabra claves: Evaluacion de la actividad antimicrobiana, Planta medicinal menta, Candida

albicans



ABSTRACT

The use of traditional medicine is currently an important part related to health care, in some
countries of Latin America is known as complementary medicine, which historically has

been used to maintain the health, preventing and treating chronic diseases.

In the present research project was to determine if there are any significant antimicrobial
effect against the organism Candida albicans in the alcoholic extract or essential oil obtained
from the plant mint. The research consisted of three stages: the ethnopharmacological study,
the phytochemical analysis and the analysis of antimicrobial activity.

At the end of the first stage, it was established that the plants according to the level of
significant use (UST%), present the following values: mint (29.41%), Aloe Vera (23.08%)
and chamomile (21.72%).

In the phytochemical analysis determined the presence of certain metabolites of the
medicinal plant Mentha as terpenoids and phenolic compounds (coumarins, flavonoids,

lignin, and tannins).

Within the microbiological analysis was presented greater effectiveness at a concentration
of 100%, obtaining an average of 17,67mm halos and 16,67mm for ethanolic extract and
essential oil, respectively. The test of variances as statistical analysis determined that some
of the means of the distributions of the quantitative variable (halos of inhibition) in the
extracts and oils of peppermint are different (15.907 with a value of p < 0.05), asserting that

there is the anti-microbial effect of Mentha on Candida albicans.

Keywords: Evaluation of the antimicrobial activity, a medicinal plant mint, Candida albicans



ABREVIATURAS
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INTRODUCCION

El uso de la medicina natural tradicional es actualmente una parte importante relacionada
con la salud, en algunos paises de Latinoamérica se la conoce como medicina
complementaria, la cual histéricamente se ha utilizado para mantener la salud, prevenir y
tratar enfermedades crdnicas, tal es asi que su uso a través del tiempo, ha provocado que a
nivel mundial, la Organizacion mundial de la salud (OMS) en su publicacion “Estrategias
de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023”, proponga a las autoridades sanitarias
encontrar soluciones que favorezcan el mejoramiento de la salud y la autonomia de los
pacientes, en base a dos objetivos principales: prestar apoyo a los Estados Miembros para
que aprovechen la posible contribucion de la MNT (Medicina Natural Tradicional ) en la
salud y promover la utilizacion segura y eficaz de la MNT mediante la reglamentacion de

productos, practicas y profesionales (1).

En el Ecuador la Medicina Alternativa (Acupuntura, Homeopatia y Terapia Neural) asi como
las terapias alternativas (Neuropatia, la Fitoterapia y Terapia Floral), ya se han regularizado,

por la mayor frecuencia de uso (2).

La literatura acerca del uso de las plantas indica que existen pruebas de que los hombres del
Neandertal usaban las plantas con fines medicinales, asi mismo, a lo largo de la historia
existen otros ejemplos bien documentados, como son las figuras de Hipocrates en la
medicina griega, Avicena en la arabe y Paracelso en la centroeuropea, que fueron auténticos
especialistas en la aplicacion de las plantas en medicina. En la actualidad el uso de sustancias
naturales de las plantas en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas las de
etiologia infecciosa constituye un desafio en la medicina, especialmente en aquellas para las

gue no existe tratamiento adecuado (3).

En este contexto la Menta piperita dentro de la fitoterapia es una planta aromatica,
perteneciente a la familia de las Lamiaceas, conocida como black mint en Inglaterra,
peppermint en Estados Unidos, y hierbabuena, menta de brandy, menta de caramelo, menta
de cordero, menta de balsamo, o paparaminta en Latinoamérica (3), cuyas propiedades

medicinales son utilizadas de varias formas: como droga seca, agua de menta, aceite esencial



puro, mentol y sus derivados, con el fin de tratar enfermedades respiratorias,
cardiovasculares, digestivas, e infecciosas (4)

La misma se encuentra de forma silvestre en casi todo el centro sur de Europa, Africa del
Norte y Latinoamérica, siendo una planta muy utilizada en la industria de cosméticos,
alimentos y la medicina en esta, es utilizada de varias formas: como droga seca, agua de
menta, aceite esencial puro, mentol y sus derivados, con el fin de tratar enfermedades

respiratorias, cardiovasculares, digestivas, infecciosas (4).

Con respecto a la actividad antimicrobiana, de las plantas la utilizacion de sustancias
naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa
constituye en la actualidad un desafio en la medicina, especialmente en aquellas para las que

no existe un remedio adecuado (3).

A decir de esto, los aceites esenciales y extractos obtenidos de material vegetal como hierbas,
flores, hojas, semillas, ramas, cortezas, han ganado un creciente interés debido a su posible

uso como agentes antimicrobianos y antioxidantes dentro de la fitoterapia (5).

Esto ha llevado a dar énfasis en el entendimiento de la palabra natural, que segun el
Diccionario de la Real Academia Espafiola define, como aquello perteneciente o relativo a
la naturaleza, produciendo interés en los elementos naturales que forman la tabla periodica,
las sustancias sintetizadas por individuos del reino animal y el reino vegetal, el cual ha sido
muy Util en la prestacion de sustancias potencialmente Gtiles y aplicables a las enfermedades

producidas por microorganismos (4) .

Numerosas son las investigaciones que se han realizado encaminados hacia la evaluacion de
actividades de cualidad antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de plantas
medicinales y aromaticas que podrian conducir a nuevas formas de tratamiento a base de
hierbas, especialmente contra las enfermedades infecciosas como la candidiasis, como una
busqueda alternativa de actividades farmacoldgicas dentro del reino vegetal. Estas
investigaciones son puestas de manifiesto en numerosos estudios que se enuncian a

continuacion:



Un estudio realizado en Colombia busco establecer el efecto y la posible actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir de Bauhinia sp., Sambucus nigra,
Eichhornia crassipes y Taraxacum officinale con potencial antimicrobiano frente a siete
bacterias y una levadura de importancia clinica en ese pais. Las pruebas antimicrobianas se
realizaron con diferentes concentraciones de los extractos de las plantas, segun las
indicaciones de Clinical and Laboratory Standars Institute. Los microorganismos utilizados
fueron Enterococos faecium resistente a vancomicina, Estreptococos pneumoniae,
Klebsiella pneumoniae presencia de cepas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasa, Providencia rettgeri con presencia de betalactamasas de espectro
extendidos, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus f-lisina y Candida albicans. El estudio concluyd que los extractos
presentaban diversos grados de inhibicion frente a los microrganismos de estudio, siendo el
maés eficaz los tallos de T. officinale, y que los extractos vegetales podrian ser una alternativa

de tratamiento para infecciones nosocomiales (6).

Otro estudio realizado en Per( cuyo objetivo fue determinar el efecto antibacteriano y
antifangico invitro del aceite esencial de: Menta piperita (Menta), Origanum vulgare
(Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) mediante el método de difusion en agar
con disco, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC
10746 y Candida albicans ATCC 90028. Los aceites esenciales de dichas plantas se
obtuvieron por el método de arrastre por vapor de agua. Para realizar el analisis
microbioldgico, se utilizo el aceite esencial de Menta al 50 y 100%, Orégano al 50 y 100%
y Hierba Luisa al 50% y 90%, asimismo, para obtener concentraciones al 50% y 90%, éstas
se diluyeron en agua destilada y DMSO (dimetilsulfoxido). Al realizar las pruebas de
sensibilidad invitro se obtuvieron los siguientes resultados: De los tres aceites esenciales el
que tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el orégano, frente a Lactobacillus
acidophilus y Candida albicans fue la Hierba Luisa. El aceite esencial de orégano y hierba
luisa tienen mayor efectividad antibacteriana y antifingica que los controles positivos:
Clorhexidina al 0.12% y Nistatina, a excepcion de la Menta piperita (Menta) al 50% que su

accion fue menor gue los controles positivos (7).

Otra investigacion realiza en Per( que investigd la actividad antimicrobiana in vitro de los

extractos metandlicos, etandlicos e hidroalcohdlicos de cuatro plantas del nor-oriente



peruano, la cassia reticulata (planta entera), llex guayusa Loes (hojas), Piper lineatum
(hojas), y menta piperita (hojas), cuyas especies fueron recolectadas en el departamento de
Cajamarca, excepto la menta piperita. Los microorganismos utilizados fueron las bacterias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis y Escherichia coli; y los hongos Candida albicans, Aspergillus niger y Microsporum
canis. El estudio concluyo que los extractos con la mejor actividad antimicrobiana fueron el

Piper lineatum, el extracto hidroalcohdlico de Cassia reticulata y la menta piperita (8).

En un estudio realizado en Ecuador sobre la actividad antimicrobiana de los extractos
metanolicos obtenidos, de varios ejemplares de las especies vegetales Lippia citriodora K
(cedron), Ambrosia artemisifolia L (altamisa), Taraxacum officinale Weber (diente de ledn),
Ageratum conyzoides L(mastrante), Piper carpunya Ruiz & Pav (guaviduca), Borago
officinalis L(borraja), Coriandrum sativum L (cilantro), Melissa officinalis L (toronjil),
Cymbopogon citratus S (hierba luisa), Artemisia absinthium L (ajenjo), Momordica
charantia L (achochilla) y Moringa oleifera Lam (moringa), las cuales se probaron frente a
cepas de bacterias Gram positiva (Staphyloccocus aureus) y Gram negativa (Escherichia
coli y P. aeruginosa), y una cepa del hongo (Candida albicans). Este estudio concluyé que
la mayoria de las especies vegetales estudiadas exhibieron un efecto antibacteriano y
antifangico significativo contra las cepas de bacterias Gram (+) y Gram (-), y hongo
ensayado (C. albicans). Asi mismo, todos los extractos analizados, a excepcion de los de L.
citriodora y A. conyzoides, exhibieron una accion bactericida contra todas las cepas
bacterianas ensayadas, lo cual refleja la importancia de estas especies en la produccion de

fitofarmacos antibidticos (9).

Se estima que en la parte aérea de las plantas, la filosfera, y especialmente en las hojas,
existen alrededor de 106-107 células/cm2 o por mencionar otra medida (108 células/g) de
microorganismos, principalmente bacterias, formando parte de la ecologia vegetal.
Globalmente las plantas producen mas de 100.000 productos naturales de bajo peso
molecular, también conocidos como metabolitos secundarios, que se diferencian de los
primarios en que no son esenciales para la vida de la planta. Esta diversidad tan rica resulta,
en parte, de un proceso evolutivo conducido por la seleccién para adquirir una defensa

mejorada frente a los ataques de microorganismos, insectos y otros animales (4).



Asi la gran mayoria de los antibioticos utilizados en la medicina moderna son o han sido

producidos por microorganismos, tipo levaduras u hongos, que pertenecen al reino vegetal.

Planteamiento del problema

La resistencia a los antibiéticos estd aumentando en todo el mundo y el Ecuador no escapa
a esta problemaética. Dia tras dia estan apareciendo y propagandose en todo el planeta nuevos
mecanismos de resistencia que ponen en peligro la capacidad para tratar las enfermedades
infecciosas comunes. En contraste no hay evidencia cientifica de los activos de la plantas en
especial de la menta que sustente que existe algun efecto antimicrobiano significativo contra

la Candida albicans.

Las especies del género Candida pertenecen a la familia Phylum Ascomycotina clase
Saccharomycetes que son organismos eucariotas los cuales tienen la particularidad de formar
levaduras, pseudohifas e hifas, que tienen la caracteristica de los hongos patdgenos para
invadir tejido (10) .

Se han identificado aproximadamente 150 especies de Candida de las cuales hasta el

momento se conocen 15 especies principales causantes de candidemias en el mundo (11) .

Las candidiasis invasoras son un problema médico importante desde hace décadas por su
alta mortalidad (30-50%) que se asocia tanto al mal estado de salud de los pacientes como a
la virulencia de este hongo. La mayoria de los enfermos que padecen una candidiasis
invasora padecen enfermedades previas graves que se suelen acompafar de
inmunodeficiencia. La incidencia anual varia entre paises pero se estima que entre 20 y 200
pacientes sufren candidiasis invasora por cada millén de habitantes. Esta incidencia es mayor

en paises como Espafia, Dinamarca o Estados Unidos (12).

En este contexto la Candida albicans produce infecciones superficiales que afectan a piel,
ufias y mucosas. La piel himeda y las mucosas oral y vaginal son lugares donde la infeccién
candidiasica es frecuente, sin embargo, las candidiasis mas graves (candidiasis diseminadas)
se observan en personas inmuno-suprimidas o con enfermedades subyacentes que

predisponen a sufrir esta infeccion, asi mismo durante el embarazo, la vejez o la infancia



son frecuentes las candidiasis superficiales, lo mismo que en personas portadoras de protesis
dentales y en diabéticos (13).

Siendo esta la especie mas patdgena cuya virulencia se debe a un conjunto de atributos
relacionados con su habilidad para evadir a los mecanismos de defensa del hospedador, de

resistir al tratamiento antifingico, o de lesionar las células y tejidos que invade (13).

EI MSP del Ecuador sefiala que las infecciones vaginales producidas por la Candida albicans,
constituyen una de las razones mas frecuentes de consultas prenatales; y son corresponsables
de un importante porcentaje de morbilidad materna y morbimortalidad perinatal, sobre todo

en lugares de escasos recursos (14).

Formulacion del problema

Existe de algun efecto antimicrobiano significativo contra la Candida albicans en los

extractos y aceite esencial obtenidos a partir de la planta menta.

Delimitacion del problema

Con esta investigacion se pretende proporcionar informacion para el personal de salud en
general acerca de la planta medicinal denominada menta, en especial el uso adecuado en la
fitoterapia conociendo sus limites y posibilidades, poniendo a disposicion los posibles
efectos frente a la enfermedad infecciosa causada por el microorganismo Candida albicans.
Dando a conocer los principios activos de la planta que permiten la capacidad
antimicrobiana, utilizando como campo de accion: estudio etnofarmacoldgico, andlisis
fitogquimico y efecto antimicrobiano significativo contra las cepas de bacterias Candida

albicans.

Identificacion de la linea de investigacion

Estudios microbioldgicos



Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana en vitro de extractos y aceites de mentha frente a la

Candida albicans.

Obijetivos especificos

e Determinar los indices Valor de Uso (IVU) y Nivel de Uso Significativo (UST) de
las plantas representativas empleadas como medicinales en la ciudad de Riobamba a
través de una encuesta.

e Identificar los metabolitos secundario presentes en los extractos vegetales causantes
de la inhibicion en el crecimiento de microorganismos

e Obtener extracto y aceite esencial de plantas de mentha y probar su actividad
antimicrobiana del microorganismo Candida albicans.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de extracto y aceite esencial de

plantas de mentha ante Candida albicans.

Hipotesis

¢Existen importantes metabolitos secundarios en el extracto acuoso y aceite esencial de

Mentha piperita que tengan efecto antimicrobiano sobre Candida albicans?

Variables de la investigacion

e Variable independiente: Actividad antimicrobiana en los extractos y aceite esencial
obtenidos a partir de la planta menta.

e Variable Dependiente: Efecto antimicrobiano contra Candida albicans.

Justificacion del tema

La utilizacién de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas

las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad un desafio en la medicina, las cuales



ofrecen como una alternativa de tratamiento. Un nimero creciente de personas recurren a
sus propiedades curativas basandose en su uso tradicional, no obstante, ciertas plantas
medicinales no han mostrado las propiedades que les atribuye la medicina popular, e incluso
han resultado peligrosas; es asi que esta investigacion favorecera en evaluar el efecto
antimicrobiano de la menta (menta piperita) contra la candida albicans causante de diversas
micosis humanas, que originan infecciones oportunistas y nosocomiales. Comprender la
actividad antimicrobiana y su aplicacion terapéutica, permitira cientificamente validar su uso
y asi contribuir a la fitoterapia. Para los usuarios lo resultados de esta investigacion evitaran

la automedicacion y prevencion de eventuales toxicidades.

Adicional a eso, los farmacéuticos tendran informacion relevante acerca de la planta, la cual
ayudara en el conocimiento fitoterapéutico, de modo que puedan adicionar un elemento mas
para enfrentar las enfermedades infecciosas, indicando un tratamiento medicamentoso

natural y alternativo.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 PLANTA MEDICINAL MENTA

1.1.1 Generalidades

Segun la mitologia griega, la ninfa Mintha fue transformada en planta por Proserpina, que
celosa de ella la transformd en flor. EI nombre de la especie, piperita, proviene del latin
moderno piperitus que significa "picante”. Al final la planta de menta tomo el nombre
cientifico de Menta piperita y fue adherida a la familia de las labiadas, originaria de Europa
(15).

Esta planta por naturaleza se origind por una hibridacion espontanea entre la menta viridis y
la Menta aquatica, se propaga con mucha facilidad a partir de esquejes o estolones o por
invasion por contigtiidad del rizoma, por lo que se puede hallar en casi todas las zonas
templadas del planeta, bien sea a partir de areas donde se cultivo con anterioridad o, mas

raramente, por propagacion espontanea (16).

Fisicamente se trata de una planta vivaz, con un fuerte olor a mentol, de tallos violaceos
ramificados, no mayores de 60-70 cm. que surgen a partir de una raiz muy extendida, sus
hojas son de color verde oscuro, son ovaladas y opuestas, insertadas en los tallos por un
peciolo, con bordes dentados y superficie finamente vellosa, sus flores son de color variable

(rosa, lila, violaceo), las cuales aparecen en la segunda mitad de la estacion calida (15).

En sur américa esta planta presenta dos variedades que son:

e La menta negra (Menta piperita var vulgaris), que se caracteriza por ser de mayor
altura, tallos rojizo-violaceos, hojas verde oscuro y flores violetas. Es la que se
cultiva principalmente en pais de mayor altitud, debido a su mayor rusticidad y
contenido de aceite esencial.

e La menta blanca (Menta piperita var officinalis), tienen menor desarrollo, tallos
verdes, hojas verde claro y flores blancas. se cultiva en paises de menor altitud por

su menor rusticidad (16).



1.1.2 Composicion

En el conjunto de toda la planta, se puede encontrar un aceite esencial que contiene del 50
al 85 % de diversas sustancias (mentol, mentona, alcoholes, aldehidos, taninos, amargos,
etc.) (17).

Los componentes fendlicos de las hojas incluyen el &cido rosmarinico(3,7%), el acido
caféico(0,05%) y varios flavonoides, como eriocitrina(38%), rutindsido de luteolina(3,5%),
hesperidina(2,9%), isorhoifolina(0,6%), diosmina(0,8%), glucésido de eriodictiol y
narirutina(0,3%) (18). El luteolin 7-O-beta-glucuronido y el acido litospérmico son unas de
las Gltimas sustancias incorporadas a la lista de integrantes de la menta (19). Las hojas

contienen ademas acido ursolico, oleandico, azulenos, coleno y carotenos.

Aceite esencial

El aceite esencial contiene mentol(37-40%), mentona (13-30%), mentil-acetato(17,4%), 1,8-
cineol, limoneno, alfa y betapineno, betamirceno, carvona, betacariofileno, linalil-acetato,
p-menta-2-en-ol, pulegona, mentofurano, mentilacetato, isomentona, neomentol, isomentol,
neoisomentol, piperitoles, piperitenol, isopiperitenol. Ademas, en la menta hay otros
derivados monoterpénicos, como neomentona, neoisomentona, piperitona, piperitonona e
isopiperitonona (20), (21), (22).

Las infusiones de menta son ricas en polifenoles. La cantidad total de una bolsa para infusion

puede contener hasta 182 mg de estos compuestos (19).

1.1.3 Aplicaciones medicinales

Se atribuyen a la menta las propiedades digestiva, carminativa, diurética, diaforética,
sedante, antiséptica, antiviral, antiespasmaodica, colagoga, tonica, estimulante, excitante y, a

dosis elevada, afrodisiaca (15).

Tanto el aceite esencial como los flavonoides tendrian también una accion antipruriginosa,

antiflatulenta, analgésica superficial de mucosas y antiemética (23).
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El aceite esencial se viene administrando internamente en casos de estados de agitacion
nerviosa, insomnio, Vértigo y vomitos originados por estados nerviosos, dolores
espasmodicos, tos nerviosa, jaqueca y otros procesos de tipo digestivo. Externamente se
emplea en afecciones respiratorias agudas (sinusitis, bronquitis, catarros vias altas y bajas)
(24).

La infusion se emplea en trastornos digestivos, como antiemético y antiespasmodico. En la
medicina tradicional se emplea en infusion para trastornos digestivos o hepaticos; al ayudar
a la digestion, como antiemético y estimulante, y como antiespasmédico para el caso de

dolores musculares o calambres sistémicos (25).

La Comision Europea/alemana autoriza el uso de las hojas internamente para espasmos
gastrointestinales, de la vesicula biliar y de las vias biliares, externamente, se puede usar
para mialgias y neuralgias. El British Herbal Compendium indica las hojas de la planta para
dispepsias, cdlicos intestinales, flatulencia y trastornos de las vias biliares, mientras que el
aceite esencial lo indica para espasmos digestivos, colon irritable, infecciones respiratorias
e inflamaciones de la mucosa oral. La The European Scientific Cooperative on Phytotherapy
(ESCOP) indica el aceite esencial para el colon irritable, tos y resfriados. Tépicamente, para
toses, enfriamientos, molestias reumaticas, picores, urticaria y dolor en dermatitis irritativas
(26).

En muchos lugares del mundo se utiliza la menta piperita como antihelmintico y para

diversos problemas gastrointestinales en medicina veterinaria (27).

La planta se utiliza en diversas preparaciones de la medicina popular tradicional para la
indigestion, colicos intestinal o biliar y como antigripal o anticatarral. Las hojas de la planta

se aplican habitualmente en infusion (16).

1.1.4 Farmacologia, interacciones y reacciones adversas

El principal efecto farmacolégico del aceite esencial de la menta es el efecto
antiespasmodico sobre la musculatura lisa, que esta originado por su interferencia con el

desplazamiento del i6n calcio a través de la membrana celular (28).
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Autores como Sharma et al; Akdoganet al; Nair realizaron estudios de toxicidad aguda
determinando que el aceite esencial de menta fue escasamente tdxico, sin embargo se han
detectado lesiones de aspecto quistico en el cerebelo de los animales de experimentacion.
Con respecto al extracto de Menta piperita determinaron que este, parece ejercer un efecto
protector hepatico frente a la toxicidad inducida por el arsénico en animales de laboratorio.
Paraddjicamente, tanto la menta piperita como la spicata pueden producir lesiones hepéticas
a determinadas dosis. No se demostr6 lesiones en el rifibn a consecuencia de la
administracion de menta (29), (30), (31).

A decir de otros autores como Benito et al; Fleming y Forsyth, en sus estudios indicaron que
la menta puede presentar reacciones alérgicas cruzada, ademas que el mentol puede dar lugar

a dermatitis alérgicas de contacto (32), (33)..

El aceite esencial de Menta piperita inhibe las contracciones producidas sobre el masculo
liso produciendo un efecto antiespasmaodico, este también produce efectos antiparasitarios
tanto como repelente como ovicida, larvicida y peliculicida sobre distintos ectoparasitos
(34), (35), (36).

El aceite esencial también produce un efecto protector sobre la irradiacion en distintos
organos, como los testiculos, médula 6sea, higado, bazo, etc. relacionando este efecto con el
contenido de fendlicos de la planta (37) (38), (39).

La menta tiene un efecto preventivo sobre la formacion de biofilms dentales, mayor incluso
que la clorhexidina (40), (41).

Con respecto al efecto antimicrobiano observaciones in vitro detectaron efectos sobre
algunos microorganismos, como candida albicans y otras especies afines, estafilococo
dorado, Escherichia coli, Shigella sonei y Micrococcus flavus, estas observaciones sefialan
que el efecto antiflngico seria, comparativamente mayor que el bifonazol y que el efecto

antibacteriano podria, estar relacionado con el contenido en mento (42), (43), (44).

Un trabajo experimental (45), concluyd que la menta piperita posee un efecto virulicida

frente al herpes simple in vitro, dicha accién afectaria al virus antes de la adsorcién, pero no
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después de la penetracion intracelular. La planta resultaria activa también sobre cepas

resistentes al ciclo de vida.

La menta parece proteger del cancer de pulmén experimental inducido por benzopireno en
el ratdn suizo albino y que también tiene un efecto antigenotdxico, que se deberia a las
propiedades antioxidantes de los derivados de la planta (46), (47). También se ha descrito
efectos antiinflamatorio y antinociceptivo en los derivados de la menta piperita (48).

1.1.5 Efectos de la planta

La inhalacion de mentol puede provocar apnea y laringoconstriccion en individuos

susceptibles. El mentol puede ocasionar ictericia en recién nacidos (25).

La inhalacion excesiva de productos mentolados puede producir efectos indeseables
reversibles, tales como: nduseas, anorexia, alteraciones cardiacas, ataxia y otros trastornos
del SNC, probablemente debido a la presencia de mentol. El aceite esencial puede producir,

en personas sensibles, nerviosismo e insomnio (24).

Las formas no encapsuladas de dosificacion del aceite esencial pueden ocasionar pirosis en
personas con reflujo gastroesofagico. Los pacientes con aclorhidria s6lo pueden tomar el
aceite esencial en comprimidos entéricos. Excepcionalmente, el aceite esencial, puede

originar dermatitis de contacto (23).

1.2 FITOQUIMICA DE LAS PLANTAS MEDICINALES

1.2.1 Metabolismo primario

Los glucidos son constituyentes universales de los organismos vivos, a estos se les conoce
comunmente como hidratos de carbono, los cuales se caracterizan por ser compuestos
principalmente organicos carbonilico, polihidroxilados. Dentro de estos se encuentran sus
derivados oxidados (acidos urdnicos, polioles), sus asteres, éteres, y sus derivados aminados
(osaminas). Asi los glicidos se encuentran en los vegetales como: elementos de sostén
(celulosa y otros polisacaridos de la pared); reserva energética (por ejemplo el

almidén);constituyentes de diversos metabolitos acidos nucleicos y coenzimas, asi como de
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maltiples heterdsidos y como precursores forzosos de todos los demés metabolitos:
formados inicialmente durante la fotosintesis a partir de diéxido de carbono y de agua, son
la base de todos los compuestos orgénicos del mundo vivo (49).

Cléasicamente se distinguen en: Osas simples, de formula general Cn(H20), se caracterizan
por la presencia de una funcién carbonilo aldehidica (aldosas) o cetonica {celosas) y de
(n-1) funciones alcohol. Osidos, que resultan de la combinacion, por intermedio de uniones
denominadas osidicas, de diversas moléculas de osas (holdsidos), o de osas con compuestos
no glucidicos (heterdsidos), que es el caso de la mayoria de los innumerables heterésidos

especificos del reino vegetal (sapondsidos, flavonoides, glicoalcaloides, etc.) (49).
1.2.2 Metabolismo secundario

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia de la
sintesis, las cuales no participan en funciones directas de la planta (procesos fotosintéticos,
respiratorios etc), a esto se denominan metabolitos secundarios, también denominados
productos secundarios o productos naturales. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de
forma generalizada, encontrandose en determinado género de plantas, familias o incluso solo

en algunas especies (50).

Los productos del metabolismo secundario tienen funciones ecologicas especificas como
atrayentes o repelentes de animales, muchos son pigmentos que proporcionan color a flores
y frutos, otros tienen funciones protectoras frente a predadores, actuando como repelentes,
proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. También
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patdgenos,

actuando como pesticidas naturales (49).

Tienen un importante y significativo valor medicinal, tanto asi, que un gran namero de
productos naturales en base a estos componentes, se usan actualmente en el mundo a traves

de las industrias: cosmética, alimentaria y farmacéutica.

Se agrupan en cuatro clases principales.
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e Terpenos: entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
e Compuestos fendlicos: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

e Glicosidos: saponinas, glicdsidos cardiacos, cianogénicos y glucosinolatos.

e Alcaloides (50)

Terpenos o Terpenoides

Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (mas de 40.000 moléculas
diferentes). La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios

como secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas.

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy fragancias
en alimentacion y cosmética, o por su importancia en la calidad de productos agricolas. Otros
compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por sus propiedades

anticarcinogenicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc (50).

Muchas plantas (limén, menta, eucalipto o tomillo) producen mezclas de alcoholes,
aldehidos, cetonas y terpenoides denominadas aceites esenciales, responsables de los olores
y sabores caracteristicos de estas plantas, algunos de los cuales actian como repelentes de
insectos o insecticidas. Los terpenos que se encuentran en los aceites esenciales son
generalmente monoterpenos, como el limoneno y el mentol, principales monoterpenos

constituyentes de los aceites de limon y menta, respectivamente (49).

Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo
denominado fenol, estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles
o fenilpropanoides que se derivan del mismo. Son un grupo muy diverso que comprende
desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los

taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides (49).

Dentro de estos compuestos se encuentran las cumarinas, que actlan como agentes

antimicrobianos y como inhibidores de germinacion. Entre los compuestos fendlicos se

15



hallan los derivados del &cido benzoico (vainillina y el acido salicilico) pueden actuar como
reguladores del crecimiento vegetal, implicado en la resistencia de la planta frente a
patdgenos. También se encuentran los flavonoides (antocianinas, pigmentos, flavonas), y los
taninos (50)

Estos generalmente son toxinas debido a su capacidad de unirse a proteinas, actian como

repelentes alimenticios de muchos animales.

Glicosidos

Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia, su nombre hace referencia al
enlace glicosidico que se forma cuando una molecula de azucar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo, existen tres grupos de glicosidos de particular interés:

saponinas, glicésidos cardiacos y glicdsidos cianogenicos (51).

Las saponinas se encuentran como glicosidos esteroideos, glicdsidos esteroideos alcaloides
0 bien glicésidos triterpenos, son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o
méas moléculas de azlcar en su estructura. La adicion de un grupo hidrofilico (azucar) a un
terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades surfactantes o detergentes similares al

jabdn que presentan las saponinas (50).

Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en
comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un &tomo de nitrégeno
en la molécula, y exhiben actividad bioldgica. La mayoria son heterociclicos aunque algunos

son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como la mescalina o la colchicina (49).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicoldgicas la mayoria de ellas
consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los
alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como

relajante muscular, tranquilizante, antitusivos o analgésicos (51).
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Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la
nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. Los alcaloides se clasifican en

funcion de los anillos presentes en la molécula y pueden ser:

e Quinolina: quinina

e Isoquinolina: papaverina, morfina, codeina
e Indol: vinblastina, vindolina

e Tropano: cocaina, atropina

e Quinolizidina: lupanina, citisina

e Piperidina: nicotina, coniina

e Purina: cafeina (50)

1.2.3 Analisis fitoquimico

Se basa en pruebas preliminares que permiten detectar cualitativamente la presencia de
determinados grupos de compuestos. Se ayudan de la micro quimica para evidenciar estos

grupos de constituyentes mediante formacidn de precipitados, coloraciones, etc

El estudio fitoquimico comprende tres etapas fundamentales: Recoleccidn y preparacion del
material vegetal objeto de estudio, screening fitoquimico, y la ltima etapa la caracterizacion

de los constituyentes quimicos.

1.2.3.1 Recoleccién y preparacion del material vegetal objeto de estudio

Si bien hay diversas maneras de proceder, un protocolo de recoleccion de general aplicacion
podria ser el siguiente. Se recogeran diferentes partes de la planta que, segun la informacion
etnobotanica, sean susceptibles de ser utilizados y que, atendiendo a los datos bibliogréaficos,

puedan tener compuestos que presenten actividad bioldgica.

Las muestras recolectadas pueden corresponder a la parte aérea (hojas, tallos, flores, frutos)
0 a las partes hipogeas (raiz, rizomas, tubérculos, bulbos), introduciéndolas a continuacion

en bolsas con cierre hermético.
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La mitad de la cantidad recolectada de cada muestra se guardara en congelador a (20 °C)
hasta su analisis para evitar las pérdidas de los compuestos més volatiles. La otra mitad se
secard a temperatura ambiente para poder cuantificar la pérdida de ciertos componentes
volatiles y determinar cudles son mas susceptibles de perderse en el proceso de secado.

Los pliegos testigo recolectados de cada espécimen se prepararan y etiquetaran como es

habitual en la preparacion para su inclusién en el herbario.

1.2.3.2 Screening fitoquimico

El screening fitoquimico es un estudio cualitativo capaz de mostrar caracteristicas muy
importantes acerca de la composicion quimica y la presencia de determinados metabolitos
secundarios responsables de la actividad biolégica. Se define como la determinacion de la
presencia de las diferentes sustancias del metabolismo secundario a las que pueda deberse la
actividad bioldgica del material vegetal objeto de estudio. Se deben seguir una serie de pasos

que comprenden:

e La preparacion del extracto de partida: una pequefia parte del material vegetal, 5 g,
se seca a 60 °C durante 12 h. EIl material seco se extrae con etanol al 80 por ciento,
10 ml, y se incuba 15 min a 45 °C, se filtra y se lleva a pH 4 con acido clorhidrico

(HCI) 3N, obteniéndose, asi, el denominado extracto etanolico (EE).
e La realizacion de diferentes test para determinar la presencia/ausencia de diferentes

sustancias: para esta parte se utiliza diferentes ensayos, segin la sospecha de

presencia de estos en la planta de estudio (52). Ver Cuadro N 1.

18



Cuadro N 1. Marchas Fitoquimicas

Ensayos Principios activos
Ensayo de Drangendorff, Mayer o Wagner Alcaloides
Ensayo de Shinoda Flavonoides
Ensayo de Liberman-Buchard Triterpenos y/o esteroides
Ensayo de Borntrager Quinonas
Ensayo de Baljet Cumarinas
Ensayo de espuma Saponinas
Ensayo de Cloruro Férrico Compuestos fendlicos y/o taninos
Ensayo de Fehling Azucares reductores
Ensayo de Mucilagos Estructura tipo polisacdrido.

Fuente: Puelles, M., Gomez, V., Gabriel, J., & Moris, G. (2010). Las plantas medicinales etnobotanica y

viabilidad comercial. Madrid: Editorial Catarata.

1.2.3.3 Caracterizacion de los constituyentes quimicos

Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios son necesarios tres pasos:

e Extraccion de los metabolitos secundarios implicados: a lo largo de la historia del
estudio de los aceites esenciales se han utilizado numerosas técnicas de extraccion:
extraccion con disolventes organicos, extraccion con grasa en frio o en caliente,
destilacion en corriente de vapor. De todas ellas, esta Ultima es la més utilizada en
todos los trabajos sobre aceites esenciales y la recomendada por las principales
farmacopeas, ya que evita los inconvenientes que puedan presentar los otros métodos
citados.

e Andlisis cualitativo y cuantitativo: los aceites esenciales se analizan mediante
cromatografia de gases (GC) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS).

e ldentificacion estructural: en esta etapa se debe considerar los diferentes casos de
componentes novedosos, asi como la concentracion elevada en el aceite esencial, de
esto, se puede recurrir a su separacion por cromatografia preparativa o
posteriormente realizar un estudio por resonancia magnética nuclear de protén y
carbono-13, asi como la realizacion del espectro de masas del compuesto aislado
(50).
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Después de realizar los estudios anteriores, quedaria establecida la relacion estructura
actividad del compuesto o los compuestos responsables de la actividad bioldgica de la planta
analizada. Una vez concluidos los analisis anteriores, si la actividad farmacolégica del
compuesto natural activo lo indicara, es recomendable comenzar el desarrollo de los estudios
clinicos desde la fase | hasta la fase IV que responderian a las preguntas: ;es seguro?
¢funciona? ¢es mas eficaz que lo que tenemos actualmente? ;existen otros usos o
beneficios?. Esto permitiria el desarrollo de farmacos de origen natural con actividad
farmacoldgica validada, sin embargo, la tendencia a nivel mundial es llegar hasta la
caracterizacion total de los extractos vegetales y su aplicacion como suplemento natural con

actividad bioldgica (50).

1.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.3.1 Generalidades

Desde la antigtiedad las plantas han sido empleadas para diferentes fines, principalmente en
la medicina enfocados a curar o prevenir diversas enfermedades, con el uso de productos
naturales tales como los extractos de plantas y/o sus compuestos puros los cuales pueden
proveen nuevas drogas para el control microbiano. A este respecto, se origina la
farmacognosia de las plantas que particularmente comienza con la identificacion de los
principios activos, para después utilizar diversos ensayos bioldgicos y obtener informacion
sobre la capacidad antimicrobiana del compuesto de interés de la planta, ya sea obteniendo

la concentracion minima inhibitoria o la concentracién minima bactericida (53).

En este contexto, existen pruebas estandarizadas que se llevan a cabo con el fin de poder
valorar la actividad antimicrobiana, estas, utilizan diferentes métodos in vitro los cuales son
desarrollados en laboratorios a fin de establecer a qué microorganismos son sensibles o
muestran una resistencia (bacterias, hongos y protozoos) Estas pruebas estandarizadas son
de vital importancia, debido a que con ellas se pueden establecer una terapia alterna, una vez
que el extracto vegetal ha sido evaluado en diferentes concentraciones, considerando sus

propiedades antimicrobianas y tdxicas (54).
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1.3.2. Agente microbiano

Un agente antimicrobiano inhibe o mata la replicacion de microorganismos; si lo produce
otro microorganismo entonces hablamos de antibidtico. Las sulfonamidas y quinolonas por
tanto no son antibidticos. Aquellos compuestos inorganicos que matan la mayoria de
microorganismos (excluyendo las esporas) y que pueden usarse en piel se les conocen como
antisépticos (sin embargo, no son seguros para uso interno). Los desinfectantes son
antimicrobianos muy fuertes (agentes corrosivos o calsticos) que no se pueden usar sobre

tejidos vivos y se emplean para tratar superficies y utensilios de cirugia (55).

En general se conoce los siguientes agentes microbianos

e Antimicrobiano : inhibe o mata bacterias
e Antibidtico: lo produce un microorganismo e inhibe 6 mata bacterias.
e Antiseptico: antimicrobiano inorganico que si pueden usarse en piel

e Desinfectante: antimicrobiano de uso en objetos inanimados (55)

1.3.3 Metodologias para evaluar la actividad antimicrobiana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar In vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son igualmente
sensibles 0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que los resultados sean
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de

solubilidad de cada compuesto evaluado (56).

Los métodos para evaluar la actividad antimicrobiana estan clasificados, en tres grupos

principales:

e Meétodos de difusion,
e Métodos de dilucion

e Y bioautografia (56).
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En general se usa los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar compuestos

polares, y los métodos de dilucidn para sustancias polares y no polares (56).

Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la concentracion
bacteriana a utilizar, con el &nimo de evitar un crecimiento exhaustivo, que impida el anélisis
de los resultados o proporcione resultados errados lo cual puede variar significativamente la
respuesta del extracto vegetal o aceite, indicando la necesidad de utilizar concentraciones
mayores de éste para inhibir el crecimiento del microorganismo. Asi la concentracion de
bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizado en
5 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL, lo cual equivale a un patrén de 0.5 en la
escala de Mac Farland (57).

Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y agar
tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas

bacterianas y mayor difusion de las muestras (57).

Métodos de difusion

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer et al., (método de
Kirby-Bauer). Este método de difusion en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente
recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados
Unidos. El fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto
de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se

aislan de procesos infecciosos (58)

El método se basa en la relacion entre la concentracidn de la sustancia necesaria para inhibir
una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de
agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se

ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia (59).

En el caso particular de evaluar varias sustancias los discos de papel filtro o los pozos deben

ponerse en forma equidistante. A continuacion, se procede a su incubacién a la temperatura
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adecuada por 24 horas, luego se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos de las
distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el antibiético control. La lectura

de los resultados representa la actividad In vitro de la sustancia (60).

Es necesario sefialar que el tamafio del halo de inhibicion es influenciado por varios factores,
entre ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba, capacidad de difusion del
compuesto, cantidad de inoculo, tiempo de generacion del microorganismo, sensibilidad al
antibiotico, y periodo de incubacion. Cualquier variacion de estos factores puede afectar el
resultado de la prueba, sin embargo, al emplear un procedimiento estandar es posible obtener

resultados confiables (58).

Cuadro N 2. Métodos para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana

Método Categorias | MICMg/ml
zjliglglg)n en  agar S IR No
Dilucion en agar S ILR Si
Dilucion en caldo S LR Si
Métodos automatizados S ILR Si
E-test S ILR Si

Fuente: Cavalieri, y otros (2012). Manual de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Abreviaciones: S, susceptible; I, Intermedio; R, resistente; CIM, concentracion inhibitoria minima.

Meétodos de dilucién

El método de dilucién enagar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es utilizado
para determinar la concentracién minima bactericida (MBC) y la concentracion minima
inhibitoria (MIC), la cual es definida como la concentracion mas baja de sustancia que puede
inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas, y la
(MBC) como la concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo
después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas variables son una

herramienta para investigar nuevos antimicrobianos (58).

En la técnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucion) que

contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. EI organismo en estudio es
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inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la MIC es determinada

después de la incubacion (61).

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con una determinada
concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con el microorganismo en estudio y se
incuban por 24 horas, después de ésta, se examina si el microorganismo crece o no en cada
una de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra

a evaluar (59).

Los métodos de microdilucion en caldo son una técnica Gtil para determinar MIC, en un gran
namero de muestras. La ventaja sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la
sensibilidad para cantidades pequefias, lo cual es importante cuando se trabaja con productos
naturales, ademas permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (62).

Determinacién de la MIC

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalta habitualmente
mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. La MIC se ha establecido
como " gold Standard' frente a otros métodos que evaltan susceptibilidad antimicrobiana;
ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado

obtenido por otros métodos es indeterminado (55).

La potencia viene dada por:

e Concentracién minima inhibitoria (MIC): es la menor concentracién de antibidtico
capaz de inhibir el crecimiento de 105 bacterias en 1 mL de medio de cultivo, tras
18-24 horas de incubacion.

e Concentraciébn minima bactericida (MBC): es la menor concentracién capaz de
destruir o matar 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24 horas de

incubacion (55).

Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (MIC) y Concentracion minima

bactericida (MBC) se procede de la siguiente manera:
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Como se muestra en la figura 1 se inoculan tubos con diluciones conocidas del
antimicrobiano. Luego se determina cual inhibe el crecimiento bacteriano al cabo de 24
horas. Para calcular la concentracion bactericida (MBC) lo que se hace es que, de aquellos
tubos en que no hubo crecimiento y para calcular la MIC, se hace un subcultivo en medio
libre de antibi6tico e incuba por otras 24 horas. En los tubos donde no hay crecimiento
bacteriano es debido a que anteriormente se habian muerto todas. Asi se puede deducir que

un farmaco bactericida es bacteriostatico a menores concentraciones (55).

Figura 1 Determinacién de la Concentracion minima inhibitoria (MIC) y Concentracion

minima bactericida (MBC)

Highest Lowest
antiblotic antibiotic
concentration concenluhqn
|
Y| | Y
l} B2l |16) |8|/a||2||1] os
...,‘ 3 . 4 A ] ' 'l o

Relative antibiotic concentration

Fuente: Villar, D. (2010). Sistemas Organicos I1l: Farmacologia de antimicrobianos

Una vez establecida cual es la MIC (in vitro), se comparan con las concentraciones
plasmaticas que se alcanzan in vivo a las dosis terapéuticas normalmente prescritas para cada
antimicrobiano y se reporta el resultado como: Susceptible (S), intermedio (1) y resistente
(R) (55).

Cuadro N 3. Interpretacion de los resultados en el antibiograma

Susceptibilidad (S) | Cepa es inhibida a las concentraciones normales alcanzadas en tejidos

Intermedio (1) Evitarse si existen otros antimicrobianos mas efectivos

Resistente (R) Cepa no es inhibida a las concentraciones normales en tejidos

Fuente: Villar, D. (2010). Sistemas Organicos I11: Farmacologia de antimicrobianos.

La MIC es un buen indicador de potencia, nos permite evaluar la eficacia y periodo de

actividad antimicrobiana que va a desarrollar en el organismo. En los antibiogramas, la MIC
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entonces se compara con la concentracion que se obtiene en plasma o tejido del paciente y
eso permite establecer cual seria el farmaco de eleccién para tratar la infeccion (55).

La concentracion eficaz en el 6rgano/tejido afectado debe ser al menos igual a la MIC, para
ello debe tenerse una idea de cuénto va a penetrar el farmaco en cada tejido y también si las

bacterias son intracelulares (micobacterias, brucelas, clamidias, rickettsias, bartonellas) (55).

1.4 MICOSIS

1.4.1 Aspectos generales

Los hongos como parte de una disciplina cientifica, han sido estudiados formalmente en
América Latina a parir del siglo XIX, donde se abarco dos ramas principales que atrajeron
la atencion de los investigadores: la taxonomia y la fitopatologia (63).

En los ultimos treinta afios, una serie de hongos han sido descritos como agentes de
sindromes nuevos o raros, por ejemplo, durante los afios 60 y 70, las infecciones debidas a
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, y Rhizopus arrhizus se hicieron mas frecuentes
como complicaciones terminales de enfermedades varias, los hongos dematiaceos,
responsables de infecciones sistémicas y subcutaneas, por nombrar algunos, de esta forma
el abanico de hongos potencialmente patdgenos para humanos se ha expandido a mas de 270

especies en las Ultimas décadas (64).

Es asi que en este entorno comienza a manejarse el término micosis referida como las
distintas afecciones o enfermedades causadas por hongos microscopicos, esta puede tomar
el nombre de onicomicosis (parte del organismo que invaden), o coccidioidomicosis (hongo

que las causa) (65).

Los agentes de las micosis son alrededor de 100 y pueden ser de origen enddgeno o exdgeno.
Los hongos enddgenos se encuentran en mucosas o tegumentos de individuos sanos, y s6lo
en estados especiales del huésped (enfermedades cronicas) se convierten en patdgenos, por

ejemplo, el Candida (64).
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Los hongos exdgenos viven fuera del humano o de los animales; algunos son parésitos
obligatorios (dermatofitos) y otros son saprobios (Aspergillus, Mucorales) y de modo
excepcional se convierten en patdgenos, estos, junto con algunas levaduras, constituyen el

grupo de los oportunistas o patdgenos facultativos (63).

La mayor parte de los hongos exdgenos penetran por via aérea o cutanea, algunos son
cosmopolitas y otros estan delimitados a zonas endémicas (histoplasma, coccidioides
immitis) (65).

1.4.2 Clasificacion

Segun su localizacion, las micosis se clasifica en cuatro grandes grupos: superficiales,
subcutaneas, sistémicas y oportunistas. Las micosis subcutaneas y sistémicas también

pueden agruparse en las micosis profundas (65).

Micosis Superficiales

Las micosis superficiales o externas son las mas frecuentes y menos graves, producen
infecciones localizadas en el pelo, las ufas, la piel o las mucosas (membranas, tipos de piel),
que se trasmiten casi siempre por contacto con una persona infectada, estas a su vez se

dividen en dermatofiticas o dermatofitosis y no dermatofiticas (63).

Micosis Semiprofundas o Subcutéaneas

Se producen por implantacion de esporas o micelio en tejido subcutaneo directamente:
esporotricosis (por hongo dimorfico), feohifomicosis, lobomicosis, cromomicosis,

micetomas eumicoticos (hongos saprofiticos), rinosporidiosis (hongos saprofiticos) (64).

La via de penetracion es la piel. Provoca procesos inflamatorios con lesiones tipicas. Su
transmision se da por contacto de heridas, hincadas o solucién de continuidad para que se
introduzca el agente causal por traumatismos en la piel. No se contagian, excepto las
Esporotricosis (65), (63).
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Micosis Profundas o Sistémicas

Las Micosis Profundas Sistémicas son enfermedades producidas por hongos, en la mayoria

de los casos, los agentes etioldgicos penetran al organismo por via inhalatoria, afectando

inicialmente el Pulmén, desde donde se diseminan produciendo variedad de manifestaciones

clinicas, motivado a que pueden afectar diversos Aparatos y Sistemas del organismo. Ellas

son:

Paracoccidioidomicosis, Histoplasmosis, Coccidioidomicosis, Criptococosis,

Aspergilosis y Candidosis Sistémica (65). Algunas Micosis Sistémicas Importantes son:

Candida albicans: Candida es un miembro inocuo de la flora normal de las
membranas mucosas (tejidos epiteliales) de los tractos respiratorio, gastrointestinal
y genital femenino. En pacientes debilitados puede producir una enfermedad
sistémica o lesiones localizadas en la piel, boca, vagina o pulmones. La mayoria de
las personas albergan este microorganismo, por lo que la transmisién no es un factor
de la enfermedad.

Cryptococcus neoformans: La infeccidn se produce por via respiratoria. La
manifestacion clinica mas comun es una meningitis cronica que puede ir acompafiada
de lesiones en la piel y en los pulmones. Los casos sin tratar conducen a la muerte.
Paracoccidioido: Su agente es el Paracoccidioides brasiliensis, es un deuteromyceto
que tiene reproduccion asexual y es de caracteristica dimorfo, es decir, se desarrolla
en dos fases saprofitica y parasitaria.

Histoplasmosis: Su agente causal es el histoplasma capsulatum, también es un
deuteromyceto, su reproduccion es asexual y posee la caracteristica del hongo
dimorfo. Este hongo puede ser un hongo oportunista que se encuentra en mayor parte
en los pacientes con SIDA. Ademas, es el causante de una infeccion pulmonar lenta

y crénica (65).

Micosis Oportunistas

Estas patologias se dan en huéspedes inmunodeprimidos (con trastornos enddcrinos,

inmunodeficiencias, enfermedades oncohematoldgicas, alteraciones metabdlicas y

anatomicas, drogadictos endovenosos, pacientes bajo tratamiento prolongado con

corticoides o citostaticos, sometidos a cirugia, dializados, quemados, trasplantados y
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cateterizados) y son causadas por hongos saprofitos del ambiente o comensales de cuerpo
humano (65). En otras palabras, tiene que existir una enfermedad que deteriore el sistema
inmunitario, ejemplo: VIH, cancer, diabetes, tuberculosis, etc. Muchas de las micosis
profundas pueden pasar a la modalidad de micosis oportunista, cuando el huésped (paciente)
contrae alguna enfermedad que deteriore su sistema inmunitario. Entre las mas importantes

Se encuentran:

e Criptococosis

e Condidiasis: Se la conoce como Moniliasis, estd conformada por todo un género de
hongos llamado Candida (como caracteristica principal asimilan azlcares) que puede
ser el agente causal, por ejemplo: Candida Albicans, Candida Brumpti, Candida
Krusei, Candida Guillermondi, Candida Tropicales, Candida Scudotropicalis.

1.5 CANDIDA ALBICANS

1.5.1 Aspectos generales

Candida albicans es un hongo dimorfico, es decir, se desarrolla de forma distinta en funcién
de la temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped, y como
hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza, pertenece al filo Ascomycota y se

reproduce de forma asexual por gemacion (63).

En forma de levadura presenta un aspecto de células redondas u ovaladas, de 3-8 x 2-7 micras
de tamafio, agrupadas en pequefios grupos, mientras que, en forma de hongo filamentoso,
las células se alargan y se diversifican tomando la apariencia de filamentos, pseudo-hifas o

pseudo-micelio (64).

El Candida albicans estd asociada ecol6gicamente a seres vivos de sangre caliente. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es 37 °C. Los tractos digestivo y respiratorio, junto con
la mucosa genital (vagina), son los reservorios mas importantes en los seres humanos y
origen de candidiasis endogenas. En estas localizaciones se comporta como un saprobio y
su aislamiento no implica por si solo la presencia de infeccion. Candida albicans no

sobrevive durante mucho tiempo en superficies secas pero su supervivencia es mayor cuando
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hay humedad y se ha aislado de los cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa
(63), (64).

1.5.2 Viabilidad, propagacion y transmision

Reservorio: Humano (microflora de la piel, la cavidad oral, el tracto gastrointestinal,
el sistema genitourinario y las heces o las deyecciones del hombre).

Hospedadores: Humanos.

Dosis infectiva minima (DIM): se desconoce en la actualidad.

Supervivencia ambiental: sobrevive fuera del huésped, normalmente en zonas
himedas y oscuras.

Formas de resistencia: no presenta formas de resistencia.

Mecanismo de propagacion y transmision: endogena por contacto a traves de la piel
y las mucosas y por inoculacion accidental o mordedura. Es responsable de casos de
enfermedad nosocomial.

Vias de entrada: dérmica. Mucosas. Parenteral.

Distribucién geografica: mundial (63).

1.5.3 Efectos en la salud

En general el Candida albicans puede producir infecciones superficiales que afectan a piel,

ufias y mucosas. Sin embargo, las candidiasis mas graves (candidiasis diseminadas) se

observan en personas inmuno-suprimidas o con enfermedades subyacentes que predisponen

a sufrir esta infeccién (63).

Particularmente sobre sus efectos se puede mencionar lo siguiente:

Infecciones: Puede producir infecciones superficiales que aparecen principalmente
en individuos con las defensas bajas, afectando a la piel (intertrigo), a las mucosas
(oral, genitourinaria o digestiva) y a las ufias (paroniquia o perionixis). Los sintomas
son leves como: enrojecimiento, picazén y malestar. En personas con cancer,
trasplantados o con SIDA la infeccion puede hacerse sistémica (candidemia), y puede

llegar a ser mortal.
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e Efectos alérgicos: La asociacion entre Candida albicans y alergia es controvertida
a excepcién de los cuadros alérgicos que con escasa frecuencia se observan en
pacientes con colonizacion o infeccién cutaneomucosa, sin embargo, las pruebas de
reactividad cutanea con extractos de Candida albicans son positivas en un elevado
namero de personas Y las pruebas de provocacion bronquial han mostrado reactividad
clinica en algunos pacientes.

e Efectos en la maternidad: En este periodo puede producir Candidiasis cutanea
congénita (CCC) que es una infeccion intrauterina congénita muy poco frecuente,
adquirida por via ascendente desde el tracto genital de la madre que se manifiesta de
forma sistémica o cutanea en los seis primeros dias de vida. También puede producir
la candidiasis cutanea neonatal que es una infeccion adquirida durante el parto al
pasar por el canal del parto o posnatalmente; se caracteriza por la candidiasis oral y
la dermatitis del pafal (63).

1.5.4 Prevencion y control

Para el tratamiento correcto de las candidiasis se debe intentar eliminar o controlar las
enfermedades subyacentes y erradicar la infeccion mediante el empleo de antifingicos
apropiados. La nistatina y los azoles tépicos, como miconazol, clotrimazol o econazol, son
productos Utiles en el tratamiento de las candidiasis superficiales, mientras que anfotericina
B, fluconazol e itraconazol son mas eficaces en el tratamiento de las candidiasis invasoras
(64).

1.6 CANDIDIASIS

1.6.1 Definicion

Micosis causada por diversas especies de levaduras oportunistas del género Candida, en
especial Candida albicans; presenta una variedad de cuadros clinicos; afecta en particular
mucosas (boca, vagina, etc.), piel, ufias y de manera excepcional otros érganos como
pulmones e intestino. En la actualidad estas enfermedades, lejos de desaparecer, se

incrementan dia con dia (65).
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1.6.2 Agentes etioldgicos

Es producida por diversas especies del género Candida; en la actualidad clasificado con base
en su secuencializacion genética, dentro de la clase Ascomycetes y familia Saccha-
romycetes. Las especies mas frecuentes son las siguientes: C. albicans (40-85%), C.
tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis,

C. metapsilosis, C. krusei, C. famata, C. guilliermondii y C. lusitaniae (63).

1.6.3 Epidemiologia

Es mundial y se considera una de las infecciones oportunistas mas frecuentes en humanos.
La incidencia se ha elevado durante los Gltimos 30 afios. Entre las micosis, abarca 7.45% y
constituye 25% de las micosis superficiales. Afecta a individuos de cualquier edad, grupo
étnico o sexo. No tiene relacion con el clima, la situacion geografica ni el estado
socioecondmico; sin embargo, se han encontrado algunas diferencias regionales, por
ejemplo, la candidiasis interdigital de los pies es mas frecuente en lugares tropicales y la

onicomicosis sin paroniquia, en los mas frios (63), (64).

Se presenta en 4 a 18% de los recién nacidos; se han comunicado las modalidades congeénitas
en prematuros de menos de 1 500 g al nacer; la forma bucal predomina en menores de 10

afios de edad y en mayores de 60, en especial en mujeres (66).

C. albicans, la especie mas importante, es parte de la flora normal de las vias
gastrointestinales, las mucosas bucales (31 a 55%) y vaginal (13% de mujeres), asi como de
la piel periorificial de individuos sanos (25 a 50%). Candida vive en equilibrio con otros
microorganismos del cuerpo humano, y coexiste como comensal, pero cuando este equilibrio

se pierde, se torna patdgena y causa afeccion mucocutanea (67).

1.6.4 Patogenia

La candidiasis es considerada como una clasica enfermedad producida por hongos patdgenos
oportunistas, que requiere forzosamente de factores predisponentes; la mayor parte de las
veces se origina de manera enddgena, casi siempre atribuible a dos procesos: uno el

desequilibrio de la flora microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, el
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otro debido a enfermedades o procesos que influyan en la respuesta inmune, sobre todo a
nivel celular, por ejemplo defectos en el nimero o funcion de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) y linfocitos T y B (63).

Los casos exdgenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes cantidades de
levaduras (via cateterismo o drogadiccién), en los que se inoculan los microorganismos de
manera directa al torrente circulatorio. En el desarrollo del padecimiento influyen una serie

de factores que acttan de manera coordinada, los mas importantes son los siguientes:

e Adaptacion al pH: las diversas especies de Candida tienen una gran adaptacion a
diversos medios y sustratos; asi, la capacidad de soportar los cambios del pH es el
mejor ejemplo.

e Adhesinas: son una serie de sustancias que influyen en la adaptacion o adhesion de
la levadura; su presencia esté bien comprobada en C. albicansy C. glabrata. Las méas
importantes son las manoproteinas, las mananas.

e Enzimas; se han reportado como factores de virulencia de las especies de Candida
a diversas enzimas; las mas importantes son: queratinasas, peptidasas,
hemolisinas, proteasas y hialuronidasas.

e Transicion morfoldgica: es la capacidad que tienen estas levaduras de cambiar
morfologicamente de blastoconidio a seudohifa e hifa. Este cambio es estimulado
por las condiciones ambientales y se considera uno de los factores de patogenicidad
o0 virulencia mas significativos.

e Switching fenotipico: entendido como la capacidad que tienen estas levaduras de
hacer grandes cambios fenotipicos, como son diferencias en la macromorfologia
colonial (colonias lisas, rugosas), y cambios en la antigenicidad, como aumento o
disminucién en la produccion de enzimas y toxinas. Este fendmeno de cambio
fenotipico se da a manera de una estrategia del agente frente a las diferentes células
gue ataca y medios que soporta.

e Formacion de biopeliculas o biofilms: es una propiedad de patogenicidad, la cual
presentan diversos agentes, como las bacterias Staphylococcus aureus, Pseudomonas
sp. y otras levaduras. Una biopelicula es una comunidad de microorganismos
adheridos a una superficie que permanecen unidos con fuerza por sustancias

poliméricas secretadas por ellos mismos. Esta conformacién le da alta capacidad
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defensiva, persistencia y mayor resistencia al ataque de los antibidticos y
antimicoéticos. C. albicans y C. parapsilosis son las dos especies con mayor
capacidad de formar estas peliculas. Las localizaciones donde se ha estudiado este
fendmeno son: mucosa oral, vaginal e incluso catéteres; se calcula que en promedio

50% de las infecciones tiene origen en una biopelicula (63).

1.6.5 Factores desencadenantes de la enfermedad

Debido a que Candida albicans y otras especies oportunistas son parte integral de la flora
habitual, en general van a provocar enfermedades enddgenas favorecidas por algin factor de
predisposicion del paciente; sin embargo, hay ocasiones en que la candidiasis se adquiere en
forma exogena, por ejemplo, por introduccion de grandes inoculos de levaduras a través de
catéteres y de jeringas no estériles (por drogadiccion), o bien por cateterismo; C. glabrata y
C. parapsilosis (sensu stricto) pueden generar infecciones exdgenas nosocomiales, en
especial en nifios hospitalizados (63). En pacientes masculinos, la balanitis por Candida
muchas veces es consecuencia de las relaciones sexuales, de manera que este tipo de

candidiasis se considera exdgena y adquirida por transmision sexual (64).

Los factores de predisposicion puede ser cualquiera de los ya mencionados, sin embargo los

maés frecuentes y especificos son:

e Factores fisiologicos: cambios de pH, de manera notable en vagina y boca, embarazo
y prematurez.

e Enfermedades o procesos debilitantes: diabetes, tuberculosis, absceso hepatico
amibiano y desnutricion.

e Inmunodeficiencias primarias o adquiridas: leucemias, linfomas, enfermedad de
Hodgkin, infeccion por VIH-SIDA.

e latrogénicos: tratamientos prolongados con antibidticos, corticoesteroides y
citotoxicos; tratamientos anticonceptivos orales y dispositivos intrauterinos.
Cateterismo y procesos quirurgicos invasivos.

e Miscelaneo: dermatosis inflamatorias previas (dermatitis por contacto y del area
del pafal), traumatismos ungueales, mal estado de la dentadura, protesis dentales

mal adaptadas y humedad (63).
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1.6.6 Formas Clinicas de Candidiasis

La candidiasis es una de las infecciones més frecuentes y polimaérficas que atacan al hombre;

su nivel de profundidad y gravedad no depende tanto del agente etiolégico en si, sino del

factor de predisposicion con el que se asocie (63). Su forma clinica se puede mencionar las

siguientes:

Candidiasis mucocutanea

Candidiasis oral: Ilamada cominmente algodoncillo, trush o0 muguet. La forma aguda
es frecuente en nifios recien nacidos por la falta de regulacion de pH y se contrae por
un fuerte inoculo adquirido a traves del canal del parto, sobre todo cuando la madre
ha presentado candidiasis vaginal en el ultimo trimestre del embarazo, que se calcula
ocurre en 30% de los embarazos. En los adultos se manifiesta ya sea de forma aguda
0 cronica, por lo regular en diabéticos o después de tratamientos antibacterianos
prolongados.

Candidiasis genital: es la infeccion mas frecuente, recurrente y molesta que afecta el
aparato genital de la mujer (en promedio 50% de las vaginitis); ocurre por lo comun
en la edad reproductiva, aunque es posible verla en nifias recién nacidas, lo cual es
atribuible a los altos niveles hormonales heredados de la madre y a la colonizacion
de las mucosas durante el parto.

Candidiasis del tracto gastrointestinal: se puede presentar a través de todo el tracto
gastrointestinal, se divide en a) Esofagitis,b) Gastritis,c) Peritonitis. d) Candidosis
entérica. .

Candidiasis respiratorias: se divide en Candidosis broncopulmonar que es una
enfermedad crénica y frecuente en pacientes inmunodeprimidos (leucémicos,
linfomatosos, etc y Candidosis pulmonar es menos frecuente que la bronquial, con

un curso mas agudo y grave (63), (64).

Candidiasis cutanea

Candidiasis intertriginosa: es mas rara que la de mucosas; influyen algunos factores

para que se presente, como son maceracién y humedad de la piel. La candidiasis

35



cutanea se presenta con menor frecuencia fuera de las zonas de pliegues, por ejemplo
en pacientes postrados por largo tiempo, en parapléjicos y ocasionalmente se asocia
a las Ulceras por decubito.

Candidiasis del area del pafal: se origina de la dermatitis del &rea del pafial debido a
que la orina mantiene hiimeda esta zona; ademas se genera irritacion de la piel ya
que la urea, al degradarse por la flora bacteriana, se transforma en amoniaco,
sustancia muy alcalina.

Onicomicosis por Candida: aparece en las ufias de las manos en un mayor porcentaje
(85%); es frecuente que se origine por diabetes, traumatismos (manicura y pedicura),
ufias postizas adheridas con poliacrilatos y exceso de humedad en las manos.
Pustulosis candidodsica: es una entidad nueva y rara que se presenta sobre todo en
pacientes adultos jovenes adictos a las drogas, en particular las administradas por via
intravenosa, como la heroina, o bien en individuos hospitalizados muy

inmunosuprimidos (63), (64).

Candidiasis sistémica o profunda

Este grupo de enfermedades se observa poco y se asocia con factores de predisposicion muy

severos, en general presenta mala respuesta a la terapia. Los tipos mas comunes se

mencionan a continuacion.

Candidiasis del tracto urinario: se asocia sobre todo a pacientes con corticoterapia,
diabéticos y con cateterismo. El tracto urinario se ve afectado en forma de
microplacas blanquecinas y, en pocas ocasiones, llega hasta los rifiones, produciendo
pielonefritis.

Endocarditis candiddsica: es comun en drogadictos heroindmanos que se administran
la droga por via intravenosa con jeringas no estériles, después de cuadros de
candidemia y en pacientes con cateterismo crénico.

Meningitis candiddsica: esrara y se presenta en pacientes leucémicos, diabéticos
o tratados con corticoesteroides sistémicos. La meningitis candiddsica es similar a la
bacteriana y se manifiesta con intensa cefalea, rigidez de nuca, fiebre intermitente y

hemiparesia.
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e Candidemia (fungemia o septicemia candiddsica): es una entidad que se ha
incrementado en los Gltimos afios; en el medio hospitalario puede representar entre
10 a 20% de todas las candidiasis y hasta 10% de las infecciones del torrente
sanguineo; en especial es propia de pacientes muy inmunosuprimidos que se
encuentran en unidades de cuidados intensivos (UCI) y de manera especial en nifios

prematuros con catéteres venosos centrales (63), (64).

1.6.7 Diagnostico de laboratorio

Toma de muestra

Es variable, ya que la candidiasis puede presentarse en todas las partes del cuerpo, asi que
los productos que se recolectan son exudado, escamas, sangre, esputo, orina, LCR, etcétera
(64).

Examen directo

El material obtenido se coloca entre portaobjetos y cubreobjetos con un aclarante, de
preferencia hidroxido de potasio (KOH) de 10 a 20%. Se pueden realizar también tinciones
como Gram, Wright, Giemsa, PAS e incluso Papanicolaou. Al microscopio se observan
grandes cumulos de blastoconidios de aproximadamente 2 a 4 um de didmetro y seudohifas
cortas o largas e hifas, que determinan el estado patégeno y virulento de la levadura y

confirman el diagnostico (64), (63).

Cultivos

Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de medios de cultivo habituales,
como son: Sabouraud agar, gelosa sangre, infusion de cerebro, corazon y extracto de
levadura. Es importante saber que C. albicans y C. dubliniensis crecen en los medios de
Sabouraud mas antibiodticos; sin embargo, algunas otras especies son inhibidas por la
cicloheximida (C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei y C. zeylanoides), por lo que se
recomienda hacer las siembras a la par en medios Sabouraud agar y extracto de levadura
agar (64).
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Las caracteristicas de las colonias en la mayor parte de medios son similares, crecenen 2 a
3 dias a 28 o 37°C, dando colonias blanquecinas, lisas (en ocasiones rugosas), himedas,
limitadas, opacas y en algin momento se observan seudomicelio y micelio dentro del agar
(63).

Hay medios de cultivo selectivos para el género Candida, como el Biggy (Nickerson), que
contiene gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana, asi como sulfitos que son
reducidos a sulfuros; de esta manera las colonias se ven de color café claro u oscuro, lo que
las hace distinguibles de otros hongos levaduriformes y se considera un excelente medio de

primo-aislamiento, por lo que es muy Util para el trabajo rutinario (65).

En la actualidad ha surgido una serie de medios de cultivo cromogénicos que permiten
hacer una identificacion desde los primeros aislamientos; por ejemplo, el medio pionero de
CHROMagar-Candida esta hecho a base de sales cromdgenas y enzimas, que permiten el
desarrollo de las especies mas comunes de Candida y otros hongos levaduriformes
(Geotrichum, Trichosporon), mediante la formacion de colonias coloridas, perfectamente
diferenciadas: C. albicans (verde-claro); C. dubliniensis (verde-oscuro); C. tropicalis
(azul-gris); C. krusei (rosa palido); C. glabrata (rosa intenso); Candida sp. (blanco-crema);

Trichosporon sp. (azul-gris) y Geotrichum candidum (purpura) (64).

1.6.8 Tratamiento

Depende del tipo de candidiasis y del factor predisponente al que esté ligado; por tanto, a
veces la terapia es muy sencilla y sélo requiere tratamientos topicos, mientras que en otras

situaciones es necesario que sea por via sistémica y por tiempo prolongado (64).

Tratamiento topico

Algunos son tan sencillos que su Unico objetivo es corregir el pH; por ejemplo, las soluciones
acidas (una cucharada de vinagre blanco en un litro de agua) son muy Utiles para lavados
vaginales y en la candidiasis del area del pafial (63). Se utilizan soluciones basicas (solucion
saturada de bicarbonato de sodio), para hacer colutorios (para candidiasis oral asociada a

protesis dentales) (64). Los farmacos mas empleados para el tratamiento de la candidiasis
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son: bifonazol, clotrimazol, econazol, fenticonazol, flutrimazol, isoconazol, ketoconazol,

miconazol, oxiconazol y sertaconazol (63), (64).

De los derivados carbamilados, el tolnaftato practicamente no tiene accion contra Candida;
en cambio, el tolciclato tiene una efectividad similar a la de los imidazoles topicos. Otros
medicamentos que presentan buena accion son la terbinafina topica (crema, gel o solucion);

la ciclopiroxolamina y la amorolfina (64).

Tratamiento sistémico

En muchos casos el tratamiento sistémico es la terapia de eleccion para la mayoria de las
candidiasis; se emplea en casos muy extensos, cronicos y rebeldes a tratamientos topicos;
incluso en aquellos granulomatosos y sistémicos. Los farmacos mas usados son:

ketoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, posaconazol y ravuconazol (64).

1.7. Conclusiones parciales del capitulo

e Laplanta menta es cultivada principalmente en paises de mayor altitud. La misma se
utiliza en diversas preparaciones de la medicina popular tradicional como antigripal

0 anticatarral.

e Los metabolitos secundarios no participan en funciones directas de la planta
(procesos fotosintéticos, respiratorios etc); estos se originan cuando las plantas

destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia de sintesis.

e Existen pruebas estandarizadas que se llevan a cabo con el fin de poder valorar la
actividad antimicrobiana, estas, utilizan diferentes métodos in vitro los cuales son
desarrollados en laboratorios a fin de establecer a qué microorganismos son sensibles

0 muestran una resistencia (bacterias, hongos y protozoos).
e Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar fuera del

organismo la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no

son igualmente sensibles o0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que
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los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los microorganismos

usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado.

El Candida albicans est& asociada ecoldégicamente a seres vivos de sangre caliente,
siendo los tractos digestivo y respiratorio, junto con la mucosa genital (vagina), los

reservorios mas importantes en los seres humanos y origen de candidiasis endogenas.

La candidiasis es una micosis causada por diversas especies de levaduras
oportunistas del género Candida, en especial Candida albicans; presenta una
variedad de cuadros clinicos; afecta en particular mucosas (boca, vagina, etc.), piel,

ufias y de manera excepcional otros érganos como pulmones e intestino.
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CAPITULO II. MARCO METODOLOGICO

2.1. Caracterizacion del Sector

El cantén Riobamba esté situado a 2.750 metros sobre el nivel del mar, a 1° 41" 46” latitud
Sur; 0° 3" 36” longitud Occidental del meridiano de Quito. Se encuentra a 188 km. al sur de
la ciudad de Quito, en la region Sierra Central y constituye la capital de la Provincia de
Chimborazo. Consta de cinco parroquias urbanas: Maldonado, Veloz, Lizarzaburu, Velasco
y Yaruquies; y de once parroquias rurales: San Juan, Licto, Calpi, Quimiag, Cacha, Flores,
Punin, Cubijies, Lican, San Luis y Pungala (68).

2.2. Descripcion del procedimiento metodologico

La investigacion comprendio tres etapas: el estudio etnofarmacologico, el analisis
fitoquimico y el anélisis de actividad antimicrobiana, dentro de las mismas se efectud otras

sub-etapas las cuales se detallan a continuacion:

Primera etapa. Estudio etnofarmacolégico

En la primera etapa de esta investigacion se identifico dentro de los 11 mercados del canton
Riobamba, los lugares donde se utiliza la medicina Andina, en estas localidades se aplico la

encuesta a las personas que asistian por estos servicios. Ver Anexo N 1

Segunda etapa. Andlisis fitoquimico

Recoleccion y preparacion del material vegetal objeto de estudio

Para esta sub-etapa se considero las directrices de la OMS sobre buenas practicas agricolas
y de recoleccién (BPAR) de plantas medicinales (69) (Ver Anexo N 2), en general con la
informacion de la primera etapa, el estudio etnofarmacoldgico se eligio la planta medicinal
menta que, segun la informacion obtenida es susceptible de ser utilizada y atendiendo a los
datos bibliograficos de la misma, esta puede tener compuestos que presenten actividad
antimicrobiana. Las muestras recolectadas fueron introducidas en bolsas con cierre

hermético, la mitad de la cantidad recolectada de cada muestra se guardd en congelador a
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(20 °C) hasta su andlisis para evitar las pérdidas de los compuestos mas volatiles. La otra
mitad fueron secadas a temperatura ambiente para poder cuantificar la pérdida de ciertos
componentes volatiles y determinar cuales son mas susceptibles de perderse en el proceso

de secado.

Screening fitoquimico

Para la determinacion de la presencia de las diferentes sustancias del metabolismo
secundario en la planta medicinal menta se realizaron varias pruebas estandares para detectar
cualitativamente la presencia de determinados grupos de compuestos, asi el Screening

fitoquimico se encuentra detallado en el Anexo N 3.

Caracterizacion de los constituyentes quimicos

Para la caracterizacion de los metabolitos se realizaron tres pasos: la extraccion de los
metabolitos secundarios implicados se utilizo la destilacion en corriente de vapor por ser la
mas utilizada en todos los trabajos sobre aceites esenciales y la recomendada por las
principales farmacopeas, ya que evita los inconvenientes que puedan presentarse en otros
métodos de extraccion. Ver Anexo N 4. Posteriormente el analisis cualitativo y cuantitativo
de los aceites esenciales se analizd6 mediante cromatografia de gases (GC) y cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Finalmente se realizo la

identificacion estructural.

Tercera etapa. Analisis de actividad antimicrobiana

Para la ejecucion de esta etapa se considero lo que indica Cafiedo y Ames (70) en su manual
de laboratorio técnica de Mitscher para el manejo de hongos entomopatogenos. Asi se tomd

en cuenta lo siguiente:

e EIl medio de cultivo utilizado en micologia debe contener los nutrientes suficientes
para asegurar el desarrollo y reproduccién de los hongos (carbono, nitrogeno,
vitaminas, oligoelementos, etc.) y un pH ligeramente acido (5 — 5.8) para facilitar su

crecimiento e inhibir al mismo tiempo el desarrollo de otros microorganismos.
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e Para conseguir un medio sélido se debe agregar una sustancia solidificante como el
agar (gelatina vegetal) o el agar (polisacaridos provenientes de algas), el cual no tiene
valor nutritivo sino que sirve simplemente para mantener la humedad por un tiempo
mas 0 menos prolongado.

e La humedad es fundamental para el desarrollo de los hongos, porque cuando ésta
comienza a disminuir, la formacion de micelio también disminuye y el hongo tiene
que asegurar superpetuidad formando estructuras propagativas (esporas, conidias) y
de conservacion (clamidosporas).

e Elagar empieza a derretirse a partir de 80 grados centigrados y soporta temperaturas
altas sin descomponerse, solidificandose entre los 35 y 50 grados centigrados.

e Los medios de cultivo se vierten en placas Petri o en tubos inclinados. Los primeros
ofrecen la ventaja de tener mayor superficie para el desarrollo del hongo y se utilizan
para trabajos rutinarios de aislamientos, aspecto del cultivo, velocidad de
crecimiento, etc. sin embargo, son mas faciles de contaminarse. Los tubos, a pesar
de tener una superficie mucho més reducida, ofrecen seguridad en su manipulacion
y buena resistencia a la deshidratacion y a la contaminacion. Se utilizan para
conservar cultivos por tiempo méas o menos prolongado.

e Los medios se seleccionan en base al tipo de muestra que queremos reproducir. El
pH recomendado para el cultivo de hongos en el laboratorio es de alrededor de 7, un
pH neutro o ligeramente acido (5.8).

e Para seguridad del que opera y evitar contaminaciones, los medios de cultivo se

deben manipular en campanas de flujo laminar.

Con estos fundamentos, en el Anexo N 5 se detalla el medio de cultivo utilizado y el

procedimiento realizado para el analisis de actividad antimicrobiana

2.2.1. Disefio de la investigacion

Se planted un estudio cuasi experimental para determinar la existencia de algun efecto
antimicrobiano significativo contra la Candida albicans en los extractos y aceite esencial

obtenidos a partir de la planta menta.
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2.2.2. Poblacion y muestra

Para la primera etapa de esta investigacion, tomando en cuenta que el objetivo de la
investigacion no fue realizar un estudio etnofarmacoldgico en su totalidad, en esta parte se
visitd 10 mercado y se determind que en promedio 70 personas compran plantas medicinales
en un fin de semana, en cada mercado, dando un universo de 700 personas que se eligié con
fines de saber si la planta menta es mas usada de 153 plantas que se encuentran en Riobamba.
También se determind que el 70% adquiere para uso medicinal mientras que el 30 le da otro

uso. Asi se utilizé la siguiente formula:

k"z*p*q*N

(" (N-1))+k"**p*q

n: 700

K: 1.96 nivel de confianza es del 95%

p: proporcion esperada en este caso es del 70%
g: 1-p (en este caso 30%)

e: error del 5%

~ (700) x (1.96)2 x (0.70) x (0.30)
~(0.03)2 (700 — 1) + (1.96)2x (0.70) x (0.30)

n

n= 221,09

Entonces este fue el nimero de personas que se determind encuestar.

Para la segunda etapa correspondiente al Analisis fitoquimico se utilizo lo siguiente:

Peso de la pl_anta Extracto etéreo Extracto alcohdlico Extracto acuoso
seca y molida
Peso Volumen | Peso (gramos) | Volumen | Peso (gramos) | Volumen | Peso (gramos)
Planta
(gramos) (ml) planta seca (ml) planta seca (ml) planta seca
Menta 12,9 100 10,5 50 9,1 42,4 7,9

Mientras que para a tercera etapa correspondiente al analisis de actividad antimicrobiana, las

cepas utilizadas fueron cultivadas en agar Sabouraud e incubadas a 37 °C durante 48 h. De

44



cada cultivo se tomaron 5 colonias de aproximadamente 1 mm de diametro y se
resuspendieron en tubos con 5 mL de agua destilada estéril, hasta alcanzar una turbidez
equivalente a la del tubo 0,5 de la escala de McFarland (106 células/mL).

2.2.3 Metodologia a emplear

La investigacion utilizo el andlisis documental, como método empirico, considerado como
un conjunto de operaciones encaminadas a representar un documento y su contenido bajo
una forma diferente de su forma original, con la finalidad de posibilitar su recuperacion
posterior e identificarlo. Asi se buscd, compil6 y estudié la informacion relacionada a la
evaluacion de la actividad antimicrobiana en vitrio de menta frente a candida albicans,
usando fuentes bibliograficas como: libros, revistas cientificas, articulos cientificos, para

conocer y evaluar la realidad existente.

Dentro de los métodos teoricos la investigacion utilizé el método analitico—sintético, el cual
estudia los hechos, a partir de la descomposicion del objeto de estudio en cada una de sus
partes para estudiarlas en forma individual (andlisis) y luego se integran dichas partes para
estudiarlas de manera holistica e integral (sintesis), el mismo, que permitid entender la
problematica planteada y ayudd a sintetizar el efecto antimicrobiano significativo contra las
cepas de bacterias Candida albicans producto de la actividad antimicrobiana en los extractos

obtenidos a partir de la planta medicinal conocida como menta.

Asi mismo se utilizd el método histérico — légico el cual se refiere que los diversos
problemas o fenGmenos no se presentan de manera incierta sino que es el resultado de un
largo proceso que los origina, motiva o da lugar a su existencia. Esta evolucion de otra parte
no es rigurosa o repetitiva de manera similar, sino que va cambiando de acuerdo a
determinadas tendencias o expresiones que ayuda a interpretarlos de una manera secuencial.
Este meétodo permitio realizar un analisis historico-l6gico de la problematica de
investigacion, el cual posibilitd establecer aspectos mas notables de la actividad

antimicrobiana de la planta medicinal menta en relacion a la Candida albicans.

Los métodos que se utilizo para la determinacion de la actividad antimicrobiana fueron la

técnica de Mitscher y el tamizaje fitoquimico.
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2.2.4. Técnicas

Como parte de la técnica de recopilacién y analisis de informacion, se utilizé la encuesta
como técnica en la primera fase correspondiente al estudio etnofarmacoldgico, mientras que

en las restantes fases se utilizé la observacién estructurada.

2.2.5. Instrumentos

Se utilizé el cuestionario etnofarmacoldgico en la primera etapa de la investigacion, con el
objetivo de obtener informacién etnofarmacoldgica que indique el uso tradicional de las
plantas medicinales que dan los habitantes del canton Riobamba (Ver Anexo 6). La segunda
etapa se utiliz6 como instrumento ficha de recoleccion del analisis fitoquimico (Ver Anexo
7); y en latercera etapa se uso la ficha de recoleccion del anélisis antimicrobiano (Ver Anexo
8), las cuales fueron destinadas a registrar ordenadamente la informacion correspondiente a

cada etapa.

2.2.6. Plan de recolecciéon de datos

Con la informacién obtenida de la encuesta aplicada en la primera etapa y la observacion
estructurada en las restantes etapas de la investigacion se elabord una base de datos que
contuvo los resultados obtenidos del estudio etnofarmacoldgico, fitoquimico vy
antimicrobiano, estos datos fueron clasificados y validados con el apoyo del software Excel
2016, para su posterior analisis estadistico con la utilizacion del software estadistico SPSS
version 22, donde fueron analizados y generados datos estadisticos para su interpretacion y

analisis.

2.2.7. Disefo estadistico

Se realiz6 el analisis descriptivo aplicando estadigrafos para variables cualitativas
(porcentajes), variables cuantitativas (promedio, desviacion estandar y rango) vy
particularmente para la comprobacion de la hipétesis se realizd un andlisis de varianza
ANOVA, para comparar las medias de las distribuciones de la variable cuantitativa (halos

de inhibicién) en los extractos y aceites de menta.
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CAPITULO IIl. EVALUACION DE RESULTADOS
3.1. Procedimiento de la Aplicacion de los Resultados de la Investigacion

Con los datos de la encuesta y la informacién de la observacion estructurada realizada en los
analisis fitoquimicos y actividad antimicrobiana se realizé un anélisis univariado donde se
obtuvo frecuencias y porcentajes de las variables de estudio, La informacién obtenida de las
encuestas se contrastaron con estudios realizados acerca del tema. Los datos de observacion
estructurada fueron contrastados con las diferentes pruebas que se realizaron en la

investigacion.
3.2. Analisis de los resultados
Primera etapa. Estudio etnofarmacolégico

Para esta etapa se utilizé dos indices, el nivel de uso significativo (UST%), para estimar el
nivel de uso significativo para cada especie y verificar su aceptacion cultural, se utilizé la
metodologia propuesta por Germosén Robineau (1995), la cual expresa que aquellos usos
medicinales que son citados con una frecuencia superior o igual al 20%, por las personas
encuestadas que usan plantas como primer recurso para un determinado problema de salud,
(Infecciones superficiales o graves producidas por la Candida albicans en esta
investigacion) pueden considerarse significativos desde el punto de vista de su aceptacion

cultural y, por lo tanto, merecen su evaluacion y validacién cientifica (71).

El UST se calculo dividiendo el nimero de citaciones de uso para cada especie (s), entre el

namero de informantes encuestados, se propone la siguiente ecuacion:

_ Uso Especie(s) 100

UST
Nis

Donde:
Uso Especie (s) = nimero de citaciones para cada especie.
Nis = nimero de informantes encuestados.

Y el otro fue el indice de valor de uso (IVU), que se utilizd para evaluar las preferencias del

pueblo hacia las plantas utilizadas, se emple6 el concepto de Valor de Uso (Philips y Gentry,
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1993). Esta valoracion muestra la cantidad de usos que se otorga a una determinada planta.
Para determinar esta valoracion se realizaron entrevistas a 221 usuarios de la medicina
andina de Chimborazo, cada vez que un informante indicaba un uso se catalogaba como
evento (72). La férmula es la siguiente:

XVUis
VUs =

Donde: VUis= es el valor de uso atribuido a una especie particular (S) por un

informante (i). ns= nimero total de informantes entrevistados acerca de una especie particular (s).

Para la investigacion el valor de se obtuvo de la pregunta N 1, del cuestionario presentado
en el Anexo N 6 de este documento y el ns fue de 221 entrevistados. Mediante lo indicado

anteriormente se obtuvo los siguientes datos:

Tabla N 1. Lista de indices de plantas representativas empleadas como medicinales en
las infecciones superficiales o graves producidas por la Candida albicans

3. otros usos

4. Nivel de

o 1. Infe_ct_:iones 2. Otros (Limpias, USo 5 indice de

Planta Scientific Name superficiales o usos purificaciones | significativo valor de uso
graves médicos etc) (UTS %) (IVU)
Menta Menta piperita 65 155 1 29,41 0,02
Sébila Liliaceae Aloe vera L 51 181 0 23,08 0,02
Manzanilla Matricaria recutita L. 48 172 1 21,72 0,02
Coladecaballo | Equisetum arvense 10 210 1 4,52 0,01
Ortiga Urtica Dioica L. 5 66 150 2,26 0,01
Ruda Ruta graveolens 2 111 108 0,90 0,01
Malva Malva sylvestris 1 170 50 0,45 0,01
Eucalipto Eucalyptus obliqua 0 180 41 0,00 0,01
Llanten Plantago major 0 216 0,00 0,01
Borraja Borago officinalis 0 214 0,00 0,01

Fuente: Encuesta realizadas en canton Riobamba, 2018

El indice de Nivel de uso significativo (UTS %) indic6 que las plantas que usan como primer
recurso para las infecciones superficiales o graves producidas por la Candida albicans son:
la Menta piperita (29,41), Sabila; Liliaceae Aloe vera L(23,08) y la manzanilla Matricaria
recutita (21,72). En contrate se puede mencionar que no existen estudios a nivel local que
evallen la planta Mentha piperita vs Candida albicans. Existe un estudio etnobotanico (73)
sefiala que diez son las plantas medicinales que se usan contra diversas enfermedades dentro
de la medicina Andina del canton Riobamba. En efecto la investigacion reveld que la

mayoria usa el grupo de plantas en trastornos digestivos, ayudar a la digestion (antiemético);
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como estimulante para el caso de dolores musculares o calambres (antiespasmaodico).para la
gripe, la tos, otros usos (limpias, purificaciones etc). Sin embargo una considerable cantidad
la usan para tratar infecciones superficiales como: piel (intertrigo), mucosas (oral,

genitourinaria o digestiva) y ufias (paroniquia o perionixis).

A continuacion, se presenta la informacion etnofarmacolégica mas relevante encontrada con

la aplicacion de las encuestas

Gréafico N 1. Uso medicinal

100 ~

Porcentaje

23

antiemético antiespasmadico antibioticos antifungicos

Uso medicinal

Fuente: Encuesta realizadas en los Centros de comercializacion del cantén Riobamba

Se evidencio que en la medicina Andina del canton Riobamba mayormente se utiliza las
plantas medicinales para trastornos digestivos, ayudar a la digestion (antiemético); como
estimulante para el caso de dolores musculares o calambres (antiespasmaddico). Se usa para
la gripe, la tos, hasta para infecciones de vias urinarias; datos que corroboran lo referido del
sistema de Atencion de Salud Cantonal por el GAD Riobamba (68) acerca de los problemas
de salud que sufren los habitantes, como es: parasitosis intestinal, infecciones en vias

urinarias, venas varicosas, diarrea gastrointestinal.
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Gréfico N 2. Personas que prescriben el uso de plantas medicinales
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Quién le indicé el uso de la planta medicinal

Fuente: Encuesta realizadas en los Centros de comercializacion del cantén Riobamba

Las plantas y los conocimientos de sus indicaciones terapéuticas los obtienen mayormente
de los médicos seguidos los familiares y curanderos en menos frecuencia de los vecinos.
Con respecto a lo reportado debido a factores culturales, los profesionales de la salud han
tenido que adaptarse a las diversas formas de atencién curativa como: aromaterapia,
medicina Andina (uso de plantas medicinales) entre las principales presentes en el cantén
Riobamba (68). por lo que intervienen mas o recomiendan el uso de plantas medicinales.

Gréfico N 3. Mejora en la salud con el uso de plantas medicinales

60 - U

Porcentaje
w
o
1
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Resultados del uso
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Gréfico N 4. Conocimiento de precauciones ante el uso de plantas medicinales
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Resultado del conocimiento de precacuciones

La encuesta realizada revelo que los habitantes de Riobamba consideran que las plantas
medicinales si mejoran su salud al usarlas, pero no consideran las contraindicaciones
(Gréfico N 4 y 5), seguramente porque unas pocas plantas tienen contraindicaciones y

toxicidad grave segun varios autores. (73) (16) (52).

Segunda etapa. Andlisis fitoquimico

Tabla N 2. Resultado del analisis fitoquimico en extractos etéreos

Metabolitos secundarios Método Resultado

Alcaloides Ensayo de Dragendorff -

Ensayo de Mayer -+

Ensayo de Wagner +
Terpenoides Ensayo de Lieberman- Burchard ++ (Verde intenso)
Cumarinas Ensayo De Baljet -
Compuestos Grasos Ensayo de Sudan |11 -
Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reaccidon para ese
metabolito, (++) Evidencia o intensidad moderada de reaccion, (+++) Alta evidencia o intensidad de
reaccion a ese metabolito.

Fuente: Analisis fitoquimico

Segun los resultados obtenidos mediante el andlisis fitoquimico en extractos etéreos, se
evidencié que los componentes activos en la planta medicinal menta, en estudio son los

Terpenoides; seguido por los alcaloides por los ensayos realizados para este compuesto, pero
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en menor cantidad. No existe evidencia acerca de la presencia de cumarinas y compuestos

Grasos.
Tabla N 3. Resultado del anélisis fitoquimico en extractos alcoholicos
Metabolitos secundarios Método Resultado
Alcaloides Ensayo de Dragendorff +
Ensayo de Mayer +
Ensayo de Wagner +
Terpenoides Ensayo de Lieberman- Burchard +++ (verde oscuro negro)
Quininas Ensayo de Borntrager -
Cumarinas Ensayo De Baljet ++
Catequinas Ensayo de Catequinas -
Resinas Ensayo de Resinas ++
Saponinas Ensayo de la Espuma -
Taninos Ensayo de Cloruro Férrico ++ (verde intenso)
Azlcares Reductores Ensayo de Fehling +++
Flavonoides Ensayo de Shinoda -
Antocianidinas Ensayo de Antocianidinas -
Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reaccion para ese
metabolito, (++) Evidencia o intensidad moderada de reaccién, (+++) Alta evidencia o intensidad de
reaccion a ese metabolito.

Segun los resultados obtenidos mediante el analisis fitoquimico en extractos alcohdlicos, se
evidencio que los componentes activos en la planta medicinal menta, en estudio son los
Terpenoides, taninos; Azlcares Reductores, seguido por las Cumarinas, Resinas por los
ensayos realizados para estos compuestos, No existe evidencia acerca de la presencia de

Quininas, Flavonoides, Antocianidinas.
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Tabla N 4. Resultado del anélisis fitoquimico en Extractos acuosos

Metabolito secundario | Método Resultado

Ensayo de Dragendorff +
Alcaloides Ensayo de Mayer -

Ensayo de Wagner +
Saponinas Ensayo de la Espuma -
Taninos Ensayo de Cloruro Férrico + (Rosado)
Azlcares Reductores Ensayo de Fehling ++
Flavonoides Ensayo de Shinoda -
Mucilagos Ensayo de mucilagos -
Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reacciéon para ese
metabolito, (++) Evidencia o intensidad moderada de reaccion, (+++) Alta evidencia o intensidad de
reaccion a ese metabolito.

Fuente: Analisis fitoquimico

Segun los resultados obtenidos mediante el andlisis fitoquimico en extractos acuosos, se
evidencio que los componentes activos en la planta medicinal menta, en estudio son los
azucares reductores, seguido por las Taninas, alcaloides por los ensayos realizados para estos
compuestos, No existe evidencia acerca de la presencia de Saponinas, Flavonoides

Mucilagos

En relacién a los resultados obtenidos en las Tablas N 1, 2,3 se puede mencionar lo siguiente,
varios estudios (9), (8), (7), (6), realizados demuestran que los metabolitos, en su mayoria
secundarios, tales como alcaloides, flavonoides, taninos, y otros compuestos de naturaleza
fendlica son responsables de las actividades antimicrobianas en plantas superiores,
compuestos que se encuentran en la planta medicinal menta piperita analizada en esta
investigacion. Los terpenoides también han sido informados como antimicrobianos debido
a la capacidad que poseen de causar una desestabilizacion en la integridad y permeabilidad
de la membrana, al interferir con la disipacion de la fuerza de los protones (7). Por lo tanto,
la presencia de terpenoides y compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos), podrian explicar la actividad antimicrobiana que se pueda observar en el posterior

andlisis de la actividad antimicrobiana realizado en la tercera etapa de este estudio.
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Tercera etapa. Analisis de actividad antimicrobiana

Tabla N 5. Resultados del andlisis microbiolégico aceite esencial sobre sobre agar
saboroud de menta piperita (menta)

Concentracion Inhibicién
1 2 3
25 negativa negativa negativa
50 positiva positiva positiva
75 positiva positiva positiva
100 positiva positiva positiva

Fuente: Analisis de actividad antimicrobiana
Positiva: no existe crecimiento de Candida albicans
Negativa: en el agar se presenta en el halo de inhibicion el crecimiento de Candida albicans

El anélisis de actividad antimicrobiana realizado en la tercera etapa de esta investigacion
determind que la concentracion minima inhibitoria de aceite esencial de la planta medicinal

menta ante Candida albicans fue la concentracion de 50%.

Tabla N 6. Resultados del analisis microbioldgico extracto alcohdlico sobre agar

saboroud de menta piperita (menta)

Concentracion Inhibicién
1 2 3
25 negativa negativa negativa
50 negativa negativa negativa
75 positiva positiva positiva
100 positiva positiva positiva

Fuente: Analisis de actividad antimicrobiana

Positiva: no existe crecimiento de Candida albicans

Negativa: en el agar se presenta en el halo de inhibicion el crecimiento de Candida albicans

También el analisis de actividad antimicrobiana determino que la concentracién minima
inhibitoria de extracto alcohdlico de la planta medicinal menta ante Candida albicans fue la

concentracion de 75%.
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Tabla N 7. Prueba de sensibilidad halos de inhibicion (mm)

Concentracion

Aceite (prueba de sensibilidad halos de inhibicién (mm))

P1 P2 P3 Promedio
100 17 18 18 17,67
75 16 16 15 15,67
50 15 14 15 14,67
25 0 0 0 0

Concentracion

EXxtracto (prueba de sensibilidad halos de inhibicién (mm))

100 16 16 18 16,67
75 15 14 12 13,67
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
Ketoconazol 13 0 0 13
Agua Destilada 0 0 0 0
Fuente: Analisis de actividad antimicrobiana
Tabla N 8. Valores estadisticos
Aceite Extracto
Media 16,00 10,11
Mediana 16,00 14,00
Desviacion estandar 1,414 7,753
Rango 18
Minimo 0
Maximo 18

Fuente: SPSS V 22 Analisis de actividad antimicrobiana

El andlisis de sensibilidad realizado determind que el aceite esencial de la menta piperita

demostro ser efectivo a una concentracién de 50 con una inhibicién de 14,67mm ante la

Candida albicans, mientras que en los extractos se observd a una concentracion de 75% con

una inhibicién de 13,67mm.



Comprobacion de la hipotesis

Tabla N 9. Valores estadisticos prueba ANOVA (Analisis de varianza)

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 304,762 1 304,762 15,907 ,000
Dentro de grupos 1168,667 61 19,158
Total 1473,429 62

Fuente: SPSS V 22 Analisis de actividad antimicrobiana

La prueba de varianzas determin6 que alguna de las medias de las distribuciones de la
variable cuantitativa (halos de inhibicion) en los extractos y aceites de menta es diferente,
para llevar a cabo el contraste se recurrid al estadistico F de Snedecor, que el caso de
investigacion es de 15,907 con un valor de p < 0,05. Por tanto, se acepta la hipotesis como
verdadera, afirmando que: existen importantes metabolitos secundarios en el extracto acuoso
y aceite esencial de Mentha piperita que tengan efecto antimicrobiano sobre Candida

albicans

3.3 Conclusiones parciales del capitulo

Se establecio que las plantas de acuerdo al nivel de uso significativo (UST%), presentan los
siguientes valores: menta (29,41%), sabila (23,08%) y manzanilla (21,72%).

En el analisis fitoquimico se determino la presencia de ciertos metabolitos secundarios de la
planta medicinal menta como los terpenoides y compuestos fendlicos (cumarinas,

flavonoides, lignina y taninos).

El aceite esencial de la menta al 50% es la concentracidon minima inhibitoria frente a Candida

albicans

El extracto alcohdlico de la mentha al 75% es la concentracion minima inhibitoria frente a
Céandida Albicans

Dentro del analisis microbioldgico, se presentd mayor efectividad a una concentracion de
100%, obteniéndose halos promedio de 17,67mm y 16,67mm para aceite esencial y extracto

etanolico respectivamente.
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La prueba de varianzas realizada como analisis estadistico determind que alguna de las
medias de las distribuciones de la variable cuantitativa (halos de inhibicion) en los extractos
y aceites de mentha es diferente (15,907 con un valor de p < 0,05), afirmando que existen

efecto antimicrobiano de la mentha sobre Candida albicans.
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CONCLUSIONES GENERALES

La investigacion tedrica aporto relevante informacion acerca de la planta mentha, la
fitoquimica y actividad antimicrobiana de las plantas que ayudé como complemento

en las diferentes etapas realizadas en esta investigacion.

La parte metodoldgica nos permitié establecer claramente tres etapas favoreciendo
el desarrollo del objetivo planteado en esta investigacion, con la prueba estadistica
realizada, se logro establecer la existencia de un efecto antimicrobiano significativo
contra la Candida albicas en los extractos y aceite esencial obtenidos a partir de la

Mentha Piperita

Al realizar la evaluacion de los resultados obtenidos en esta investigacion llevaron a
concluir que la planta mentha en su presentacion de aceite o extractos posee efectos
antimicrobianos sobre Candida albicans, resultando ser de gran interés por los
indices Valor de Uso (IVU) y Nivel de Uso Significativo (UST) que le dan los

habitantes de la ciudad de Riobamba a la mentha
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RECOMENDACIONES

Es recomendable que se realice un estudio similar con las otras plantas que se usan
como primer recurso para las Infecciones superficiales o graves producidas por la

Candida albicans que son la sabila; y la manzanilla

Es importante realizar estos ensayos con microdiluciones en tubo para observar si
hay actividad con menores concentraciones o se mantienen los mismos resultados a

los obtenidos en difusion por agar.

Se recomienda facilitar la informacion cientifica que se obtuvo de esta investigacion
con el fin de mejorar el conocimiento de los usuarios acerca de los extractos y aceite
de la planta medicinal (mentha), que podrian utilizarse como medicamento contra las

infecciones causadas por el microorganismo Candida albicans.
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Anexo 2. Directrices de la OMS sobre buenas préacticas agricolas y de recoleccion
(BPAR) de plantas medicinales (69)

Prélogo

El documento Buenas précticas agricolas y de recoleccion de plantas medicinales proporciona
orientacion técnica para la produccion de materias vegetales medicinales como materias primas
para medicamentos no elaborados, medicamentos no elaborados y acabados.

Introduccion

Durante los procesos de produccion, incluidos el cultivo y la recoleccién de las plantas
medicinales y el procesado poscosecha de las partes de éstas, las materias primas utilizadas en
la produccién de medicamentos campo y medicamentos no elaborados deben mantenerse, en la
mayor medida posible, libres de contaminantes microbianos y de otros contaminantes y
residuos, como plaguicidas.

Para producir materias primas de calidad alta, deben considerarse los siguientes
procedimientos: Las materias primas deben lavarse adecuadamente, por si contienen
contaminantes. En caso necesario y pertinente, las materias primas deben pelarse y secarse a
una temperatura baja con objeto de evitar posibles cambios de color y olor.

Cultivo

No deben cultivarse plantas medicinales en zonas en las que las condiciones del terreno o el
suelo sean peligrosas. Por «condiciones peligrosas» del terreno o el suelo se entiende aquellas
que constituyen un riesgo alto de contaminacién por sustancias peligrosas, como metales
pesados, sustancias quimicas agricolas y otros residuos industriales.

Las condiciones preferidas para el cultivo de plantas medicinales son las de los suelos con un
drenaje correcto y regados adecuadamente. Las plantas medicinales deben plantarse en tierras
en las que pueden crecer las malas hierbas, ya que su presencia puede ser un indicador de que
las condiciones son adecuadas para el cultivo. Unicamente deben manipular plaguicidas y
herbicidas los trabajadores con experiencia. El rociado de estos agentes quimicos debe
realizarlo personal capacitado, con una antelacion suficiente al periodo de cosecha y teniendo
en cuenta la persistencia efectiva del producto utilizado.

Cosechado

e EIl cosechado no debe realizarse cuando el cultivo esta mojado (rocio o lluvia) ni en
condiciones de humedad ambiental alta; siempre que sea posible, debe realizarse en
condiciones secas y de humedad baja.

e Los equipos de cosechado deben estar limpios y en buen estado.

e Cuando se utilizan segadoras o cosechadoras mecanicas, las partes de las maguinas en
contacto con el cultivo y su caja deben limpiarse de forma periddica y mantenerse libre
de materia vegetal y otros restos.

e Las cuchillas deben ajustarse para evitar que recojan tierra.

e Todos los recipientes utilizados en la recoleccidn primaria del cultivo deben mantenerse
libres de restos anteriores de materia vegetal y cuando no estan siendo utilizados deben
guardarse en un lugar seco, libre de insectos e inaccesible a los animales de granja y
domésticos.

e Los productos dafiados o deteriorados de la cosecha deben apartarse y desecharse.

e Los productos cosechados no deben acumularse sobre el suelo, sino que deben recogerse
en sacos, cestos, remolques o tolvas secos.

Deben evitarse los dafios mecanicos, la compactacion excesiva y las formas de almacenamiento
que favorezcan la descomposicion:



e No deben utilizarse sacos de plastico en el cosechado.

e Los sacos no deben llenarse en exceso.

e Debe evitarse la compactacion en el almacenamiento en altura.

El periodo desde el cosechado al transporte de la cosecha hasta el lugar de secado debe ser lo
mas corto que sea razonablemente factible.

La cosecha debe protegerse de las plagas y de los animales de granja y domésticos.

Secado

e La cosecha debe descargarse lo antes que sea posible tras su recepcion en la instalacion
de secado.

e No debe dejarse expuesta a la luz solar directa durante periodos prolongados y debe
protegerse de la lluvia.

e Los edificios en los que se realiza el secado de la cosecha deben estar adecuadamente
ventilados y nunca deben utilizarse para animales de granja.

e Eledificio se debe construir de forma que proteja a la cosecha de las aves y los insectos
y de los animales de granja y domésticos.

e Los estantes de secado deben mantenerse limpios y revisarse de forma periodica.

e La cosecha debe distribuirse en capas delgadas, sobre estantes de reja metalica
separados del suelo para permitir la libre circulacion del aire, y debe voltearse de forma
periddica para asegurar un secado uniforme e impedir la descomposicion.

e No se recomienda el secado sobre el suelo con exposicion a la luz solar directa.

e Unavez secos, los productos de la cosecha deben inspeccionarse y tamizarse o aventarse
para retirar los productos con alteraciones del color, enmohecidos o dafiados, asi como
la tierra, las piedras y otras materias extrafias. Los tamices deben mantenerse limpios y
revisarse de forma periodica.

e Deben disponerse cubos de basura claramente sefialados y deben vaciarse y limpiarse a
diario.

e Los productos de la cosecha secos y en proceso de secado deben protegerse de las plagas
y de los animales de granja y domésticos.

e Los productos de la cosecha secos deben envasarse lo antes que sea posible para su
proteccion y para reducir el riesgo de infestacion por plagas.

Envasado

e Tras retirar los productos deteriorados y la materia extrafa, el producto de la cosecha
seco Yy sano debe envasarse en sacos, bolsas o cajas limpios y secos, preferiblemente
nUevos.

e Los materiales de envasado deben almacenarse en un lugar limpio y seco, libre de plagas
e inaccesible a los animales.

e Los materiales de envasado reutilizables, como los sacos de yute, las bolsas de plastico,
etc., deben limpiarse y secarse adecuadamente antes de sureutilizacion.

e Los productos envasados deben almacenarse en un lugar seco separado de la pared y
del suelo y deben protegerse de las plagas y de los animales de granja y domésticos.

e Siempre que sea posible, el proveedor y el comprador deben acordar los materiales de
envasado que se utilizaran.

Almacenamiento y transporte

Los productos secos envasados deben almacenarse en un edificio seco, aireado adecuadamente,
con una variacion minima de la temperatura diurna y con una ventilacion del aire correcta

Las ventanas y las puertas deben protegerse con mallas metalicas para impedir la entrada de
plagas y de animales de granja y domésticos.



Se recomienda el almacenamiento de los productos cosechados secos envasados: en un edificio
con suelos de hormigon (concreto),sobre palés, alejados de las paredes y con una separacion
adecuada de otros productos cosechados.

Para las entregas a granel, es muy recomendable utilizar recipientes ventilados para el transporte
y el almacenamiento temporal, con el fin de reducir al minimo los riesgos de contaminacion.
De forma alternativa, se recomienda el uso de vehiculos de transporte ventilados e instalaciones
de almacenamiento temporales adecuados.

Siempre que sea posible, el proveedor y el comprador deben acordar las condiciones del
transporte y del almacenamiento temporal.

Equipos

Los equipos utilizados para la produccion y manipulacién de las cosechas se deben
poder limpiar facilmente para reducir al minimo la contaminacion. Se recomienda la
limpieza en seco, pero si es imprescindible utilizar agua los equipos deben secarse lo
antes que sea posible.

Todos los equipos se deben instalar de forma que permita un acceso facil a los mismos.
Deben mantenerse en buen estado y limpiarse de forma periodica.

Debe evitarse siempre que sea posible el uso de madera.

Si se utilizan equipos de madera (como palés, tolvas, etc.), no se deben

someter a tratamientos quimicos, como fungicidas quimicos, por ejemplo clorofenoles,
que pudieran ser una fuente de contaminacion.

Personal
Los trabajadores que manipulen materias vegetales medicinales deben:

mantener un alto grado de higiene personal, disponer de vestuarios y aseos adecuados,
con lavabos para lavarse las manos.

No se debe permitir que trabajen en la zona de manipulacion de materias herbarias las
personas que padezcan o sean portadoras de enfermedades transmisibles por las
materias vegetales medicinales, incluida la diarrea.

Los trabajadores que tengan heridas o llagas abiertas o infecciones cutaneas deben ser
transferidos a zonas alejadas de las de manipulacién de materias herbarias hasta su
completa curacion.



Anexo N 3 Screening fitoquimico

Introduccion.

Para la presente investigacion se realiza un tamizaje fitoquimico que nos permite contrastar los componentes que
se encuentran presentes en la planta con los resultados del analisis microbioldgico.

Parte experimental.

Materiales y reactivos

Gradillas

Eter etilico

Tubos de ensayo
Etanol.

Agua destilada
Reactivos del tamizaje.

Procedimiento:

La planta fresca, seca o el residuo de una extraccion; es sometida a tres extracciones sucesivas segun el esquema
de la Fig. N 1, a cada extracto I, Il y 11, se le mide el volumen obtenido y se le calcula su concentracion, esto es,
gramos de sustancias extraidas por mL de extracto. Para ello tome una alicuota de 5 mL y paselo a una capsula
previamente tarada, evapore a sequedad en bafio de agua y pese nuevamente. Se procede de igual forma que la

técnica descrita para la determinacion de sustancias solubles.
30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

[
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO i
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Fig. N 1. Extraccion sucesiva del material vegetal para la aplicacion de técnicas de Tamizaje Fitoquimico.



Posteriormente en cada extracto por separado se procede de acuerdo a los esquemas representados

en las Figuras N 2; N 3; N 4.
EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL
ENSAYO DE BALJET

5'mL
ENSAYO DE SUDAN
(LACTONAS Y COUMARINAS)

(ACEITES Y GRASAS)

5'mL

ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)

15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFF

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

Fig. N 2 Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de éter etilico
La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula coloreada de

rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos respectivamente.

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

r

imL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE
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Fig. N 3 Esquema de las reacciones a realizar en el extracto alcohélico
EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/ITJ%?IISG%%
2mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE

2
ENSAYO

mL
DE CLORURO

FERRICO
(TANINOS)

2mL
ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

PRINCIPIOS AMARGOS

2mL
ENSAYO DE ESPUMA
(SAPONINAS)

Fig. N 4 Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso



Se considero el siguiente cuadro para identificar los metabolitos secundarios

Ensayos Principios activos
Ensayo de Drangendorff, Mayer o Wagner Alcaloides
Ensayo de Shinoda Flavonoides
Ensayo de Liberman-Buchard Triterpenos y/o esteroides
Ensayo de Borntrager Quinonas
Ensayo de Baljet Cumarinas
Ensayo de espuma Saponinas
Ensayo de Cloruro Férrico Compuestos fendlicos y/o taninos
Ensayo de Fehling Azucares reductores
Ensayo de Mucilagos Estructura tipo polisacdrido.

A continuacion, se presenta el procedimiento para cada uno de los ensayos realizados:

Ensayo de Sudan: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a
la alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 mL de una solucién diluida en
agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente.
Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la
alicuota del extracto esta disuelta en un solvente orgénico, este debe evaporarse en bafio de agua
y el residuo redisolverse en 1 mL de acido clorhidrico al 1 % enagua. Si el extracto es acuoso, a
la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar
hasta acidez). Analisis de resultados: Con la solucién acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo
3 gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++),
precipitado (+++).

Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion acida. Afada
una pizca de cloruro de sodio en polvo, agitey filtre. Afiada2 6 3 gotas de la solucién reactiva
de Mayer. Analisis de resultados: si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++), precipitado
coposo (+++). En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-6xidos libres, éstos solo se
encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++) 6 (+++),
en todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccion incompleta de bases
primarias, secundarias o terciarias.

Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion &cida, afiadiendo
20 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular Coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden dar positivo al ensayo.
Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio

de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas condiciones se adiciona



1mL del reactivo. Analisis de resultados: un ensayo positivo la aparicion de coloracion o precipitado
rojo (++ y +++) respectivamente.

Ensayo de Hidroxamato férrico para coumarinas: Una gota del extracto se coloca en una placa
de porcelana y se afiade una gota de clorhidrato de hidroxilamina disuelto en etanol al 10 %. Se
afladen unas gotas de hidréxido de potasio al 10% en etanol y se calienta a la llama hasta burbujeo, se
afiaden unas gotas de &cido clorhidrico 0.5 mol/L y una gota de cloruro férrico al 1% en agua.

El reactivo de Baljet se prepara de la siguiente forma:

Solucion 1: Hidroxido de sodio al 10 % en agua.

Solucién 2: Acido picrico al 1 % en etanol.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en volumen
de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona la
alicuota a evaluar. Analisis de resultados: El desarrollo de una coloracion violeta (+), claro (++),
intenso (+++).

Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello sila
alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y
el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de hidroxido de sodio, hidroxido
de potasio 6 amonio al 5 % en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su
ulterior separacion. Andlisis de resultados: Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado
0 rojo, el ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).

Ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o
esteroides, por ambos tipos de productos poseer un ndcleo del androstano, generalmente insaturado
enel anillo B y la posicion 5-6. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo,
debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se
adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar
2-3 gotas de &cido sulfirico concentrado sin agitar. Andlisis de resultados: Un ensayo positivo se
tiene por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.

2- Verde intenso-visible aunque réapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede observarse el
primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades
importantes de estos compuestos.

Ensayo de catequinas: Para ello, tome de la solucién alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de
un capilar y aplique la solucién sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucién de carbonato
de sodio. Andlisis de resultados: La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un

ensayo positivo.



Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucién alcoholica,
10 mL de agua destilada. Anélisis de resultados: La aparicién de un precipitado, indica un ensayo
positivo.
Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Para
ello, sila alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio
de agua 5-10 minutos la mezcla. Andlisis de resultados: El ensayo se considera positivo si la solucion
se colorea de rojo o aparece precipitado rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

e Solucion A: Se pesan 35 g de sulfato ctprico hidratado cristalizado y se disuelven con agua

hasta un volumen total de 1000 mL.
e Solucion B: Se pesan 150 g de tartrato de sodioy potasio y 40 g de hidréxido de sodio
y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en volumen de
cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona la
alicuota a evaluar.
Ensayo de la espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia desaponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. Analisis de
resultados: El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas
de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.
Ensayo del cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos
en un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una
solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 % en
agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del
extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro
férricoal 5 % en solucion salina fisiologica. Andlisis de resultados: un ensayo positivo puede dar la

siguiente informacion general:

. Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
. Desarrollo de una coloracidn verde intensa, taninos del tipo pirocatec6licos.
. Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de la ninhidrina: Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos
libres o de aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracién en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se mezcla

con2 mL de solucién al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5-10 minutos en bafio



de agua. Analisis de resultados: Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color azul
violaceo.

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal.
Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de é&cido clorhidrico
concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5
minutos, se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen. Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de
la adicién del acido clorhidrico concentrado. Analisis de resultados: EI ensayo se considera positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita 0 rojo; intensos en todos los
casos.

Ensayo de Kedde: Permite reconocer en un extracto la presencia de glicésidos cardiotonicos. Una
alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo y se deja reposar durante 5-10 minutos.
Analisis de resultados: Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una coloracion violaceo,

persistente durante 1-2 horas. El reactivo de Kedde se prepara de la siguiente forma:

. Solucién 1: Acido 3.5 dinitrobenzéico al 2 % en metanol.

. Solucidn 2: Hidrédxido de potasio al 5.7 % en agua.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en volumen de
cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la
alicuota a evaluar.
Ensayo de antocianidinas: Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas
estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calientan 2 mL del extracto
etandlico 10 min. con 1 mL de HCL conc. Se deja enfriar y se adiciona 1 mL de agua y 2 mL de
alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos fases. Andlisis de resultados: La aparicion de color
rojo a marrén en la fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo.
Ensayo de mucilagos: Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia de esta estructura
tipo polisacéarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la densidad
del agua donde se extrae. Para ello una alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C. Analisis de
resultados: si la solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo.
Ensayo de principios amargos y astringentes: El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto
acuoso o del vegetal y reconociendo el sabor de cada uno de estos principios, bien diferenciados
al paladar. También pueden realizarse otros ensayos no comprendidos en este esquema de tamizaje,
para la deteccion de otros compuestos. A continuacion expondremos algunos de estos ensayos.

e Glicosidos cianogenéticos: Coloque unos 5 g de material vegetal enun erlenmeyer de 125 mL

y adicione suficiente agua para humedecer la muestra. Prepare un papel de picrato de sodio



sumergiendo una tira de papel de filtro en una solucion recién preparada de picrato de
sodio (5 g de carbonato desodio + 0.5 g de acido picrico y cantidad suficiente de agua
para 1000 mL); conserve esta solucion en frasco seco. Aproximadamente 1mL de cloroformo
se afiade a la muestra humedecida para resaltar la actividad enzimatica. Inserte el papel de
picrato de sodio en el recipiente con la muestra, colocandolo de forma tal que no toque
las paredes del mismo. Tape el recipiente y caliente a 35 °C por unas 3 horas. Observe los
cambios de coloracion del papel, sien3 h no se produce variacion, puede afirmarse la
ausencia de los glicésidos cianogenéticos, perosien 15 min. el papel cambia de amarillo
a diferentes tonos rojos, indica la presencia de HCN en cantidades apreciables.

e Aceites, hidrocarburos y carotenos: En un embudo de separacion al cual se le coloca un
pedacito de algoddn en el orificio interior, se adicionan5 g de droga en polvo y 15 mL de
solvente de baja polaridad (éter de petréleo o tetracloruro de carbono). Tape el embudo para
evitar la evaporacion del disolvente y déjelo en reposo 6 h como minimo. Abra la llave
del embudo y obtenga de esta forma el extracto.

Ensayo de aceite fijo, secante o esencial: Tome 5 mL del extracto y déjelo evaporar sobre un
vidrio reloj o placa petri a temperatura ambiente. La aparicion de un liquido oleoso después de la
evaporacion, si deja mancha de grasa sobre el papel de filtro indica presencia de aceite fijo. Si al
evaporarse el disolvente aparece una pelicula fina resinosa, indica presencia de aceite secante. Analisis
de resultados: Si al evaporarse el disolvente aparece un liquido oleoso aromatico que no deja
mancha de grasa sobre el papel de filtro indica la presencia de aceite esencial.

Ensayo de hidrocarburos: Tome 10 mL del extracto y déjelo evaporar al aire, disuelva el residuo
obtenido en acetona calentando suavemente sobre bafio de agua si fuera necesario. Deje algunas

horas en el refrigerador. La aparicion de un precipitado, indica la presencia de hidrocarburos.



Anexo N 4 Destilacion en corriente de vapor

Materiales oL & L“

Cant. Equipo y Cristaleria | =

1 Soporte universal :b,_:g\_

1 Pinzas Fisher T

1 Reververo B ||

4 Mangueras de hule ol S ——1{CE

1 Balon de fondo plano de 500 mll. By o N

1 dean stark | S I ==

1 Balanza _f;”f::
! 2 R iRy

Procedimiento

1.- Se arma el sistema como se muestra en la Figura .

2.- Se agrega 300 ml. de agua en el matraz de 500 ml con 200g de muestra vegetal fresca.

3.- Se coloca los nucleos de ebullicion dentro del matraz generador de vapor.

4.- Se colocan las mangueras para el paso del agua.

5.- Se calienta el matraz y el material recolectado en el dean stark se separa por division en

fases.

Calculos

volumen de aceite ecencial

% de rendimiento = * 100
peso de la muestra

7
% de rendimiento = 500 * 100
CANTIDAD DE MUESTRA(Q) ml % de rendimiento

Menta 200 0.7 0,35




Anexo N 5. Andlisis de actividad antimicrobiana

Medio de cultivo

Sabouraud Glucose Agar es un medio de uso general para el cultivo de dermatofitos, hoy en
dia se utiliza para el aislamiento y cultivo de todos los hongos. Las peptonas en Sabouraud
Glucose Agar son fuentes de factores de crecimiento nitrogenoso. La glucosa aporta una fuente
de energia para el crecimiento de microorganismos. La alta concentracién de glucosa presenta
una ventaja para el crecimiento de hongos (estables osmoticamente), mientras que la mayoria
de las bacterias no tolera la alta concentracion de azlcar. Ademas, el bajo pH es 6ptimo para
los hongos pero no para muchas bacterias. Sabouraud Glucose Agar es s6lo levemente selectivo

frente a las bacterias.

Composicién

Digerido enzimatico de caseina 10,09
Dextrosa 40,09
Agar 15,0g
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

pH final 5,6 + 0,2

Procedimiento

Preparacién del material de vidrio

Se envuelven individualmente las placas de petri y las pipetas con papel tipo manteca.
Los tubos de ensayo se tapan con torundas de algoddn o tapas de metal y se esterilizan en estufa de calor
seco a 150°C durante 1.5 hs.

Preparacién Del Agar

Suspender 65 g de medio deshidratado en un litro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente
y dejar hervir durante 1 minuto para disolver completamente los ingredientes. Evitar el
sobrecalentamiento. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Distribuir y enfriar a temperatura ambiente
antes de su utilizacion. En las muestras positivas se observa el crecimiento de hongos y levaduras con

su morfologia colonial tipica o confluencia de colonias.



Preparacion del in6culo

Las cepas fueron cultivadas en agar Sabouraud e incubadas a 37 °C durante 48 h. De cada cultivo se
tomaron 5 colonias de aproximadamente 1 mm de didametro y se resuspendieron en tubos con 5 mL de
agua destilada estéril, hasta alcanzar una turbidez equivalente a la del tubo 0,5 de la escala de McFarland
(106 células/mL).

Inoculacidn de las placas

Se tomo una cantidad de la disolucion que se prepar6 con el inoculo de candida albicans y con el uso de
un isopo esteril se recubrié toda la placa como se muestran en la figura N 1, para garantizar el

crecimiento uniforme de las colonias.

Figura N 1 Inoculacién de las placas

Preparacion de los discos de papel filtro (extractos alcohdlicos)

Se utilizé discos de papel filtro con peso de 30 + 4 mg /cm? y con un diametro de 6.35 mm, se pueden
obtener con una perforadora de papel. Se separd los discos en cuatro grupos y cargarlos de los extractos
alcoholicos de Tomillo en las siguientes concentraciones. 25%, 50%, 75%, 100%.

Con el uso de una micropipeta se procede a colocar en cada papel filtro la disolucion respectiva del
extracto y aceite escencial. Con el uso de una perforadora se cort6 pedazos de papel filtro para colocar

las diferentes concentraciones sobre ellos y medir el halo de inhibicién. Figura N 2

Figura N 2 Colocacion de las diferentes concentraciones



Diluciones del extracto

Se tomaron 25 50 75 y 100 ul del extracto alcohélico de la planta para medir la capacidad antifungica

minima. Siendo sus concentraciones de 25 50 75 y 100% respectivamente. Figura N 3

Figura N 3 Diluciones del extracto

Controles

Para el ensayo se usaron como controles positivos ketoconazol y alcohol absoluto. Las pruebas
se realizaron por triplicado.

Lecturas e interpretacion de resultados

Se observaron las zonas claras de inhibicién de crecimiento (halos). Los diametros se miden en
milimetros. Considerar actividad anti fungica significativa a un halo de inhibicién mayor al de
control (ketoconazol. Luego de 7 dias de crecimiento a temperatura ambiente se procedié al reporte
de resultados segun el crecimiento de las colonias. Figura N 4

Figura N 4 Crecimiento de las colonias



Se realizaron pruebas de sensibilidad a antifingicos con ketoconazol y alcohol absoluto, estas
pruebas de sensibilidad tuvieron como objetivo conocer si los microorganismo ensayados son
sensibles o resistentes a los antimicrobianos, y sirven para elegir de forma dptima el tratamiento

anti fungico. Asi se procedid considerando el siguiente procedimiento:

Se inocula el microorganismo en la superficie del agar.

e Se deposita un disco con una concentracién conocida da antimicrobiano.

e Disco de ketoconazol en la parte superior y de alcohol absoluto en la parte inferior

e Incubar a temperatura de 37°C

e Observar el aparecimiento de la zona de inhibicion de crecimiento alrededor del disco.
e Dependiendo del tamafio de la zona se puede determinar si el microorganismo es

sensible, intermedio, indeterminado o resistente al antimicrobiano. Fig. N 4

Placa con medio de Discos conteniendo Halos de inhibicion
cultivo inoculada antifungicos

Figura N 4 Pruebas de sensibilidad



Anexo N 6 Cuestionario etnofarmacoldgico

La Universidad Regional Autonoma de los Andes (UNIANDES), se encuentra desarrollando un proceso de investigacion
sobre el uso tradicional de las plantas medicinales por la poblacidn ecuatoriana, es por ello que, teniendo en cuenta la
experiencia acumulada por usted al respecto le solicitamos su valiosa cooperacion, la cual se materializara llenando el
siguiente cuestionario.

1.- ¢Ud ha utilizado las siguientes plantas alguna vez?

Indicacién de uso

Menta Sl NO 1 |2 | 3]
Sébila S| NO il 2 | o3|
Manzanilla Sl NO 1 |2 | 3]
Cola de caballo S| NO 1 |2 | 3]
Ortiga Sl NO 1 2 ] 3|
Ruda Sl NO 1|2 ] 3
Malva Sl NO 1 |2 ] 3
Eucalipto S| NO 1 | 2 || 3|
Llantén S| NO 1 | 2 . 3|
Borraja Sl NO 1 ] 2 | ] 3]

Donde:

1. Usado para trata Infecciones superficiales como: piel (intertrigo), a las mucosas (oral, genitourinaria o digestiva)
y alas ufias (paroniquia o perionixis). Infecciones mas graves candidemias

2. Otros usos médicos (para trastornos digestivos, ayudar a la digestién (antiemético); como estimulante para el
caso de dolores musculares o calambres (antiespasmédico).para la gripe, la tos.

3. otros usos (Limpias, purificaciones etc)

2.- ¢Quién se laindicé o le sugirio su uso?
a) Médico__ b) Curandero __ c¢) Familiares ___ d) Vecinos o amigos ____

3-¢En qué forma la ha utilizado? (Modo de uso)
a) __ Infusibonb) _ Cocimientoc) _  Planta cruda d)
___Otraforma ¢Cual?

4.- ;Durante qué tiempo la utiliz6? (Duracién del tratamiento)
a)__ Undia b) ___ Menos de una semana c¢) ___ Mas de una semana
d__ Unmes e) Variosmeses f)__ Unafiog) __ Mas de un afio

5.- ¢Qué resultados obtuvo con su empleo?

a)__ Mejordé b) __ Nomejoré c) Empeoré
7¢Conoce alguna precaucion que debe tomarse durante el tratamiento? (Contraindicaciones) Si: _ No:
¢Cual (s)? , ,

8- En qué personas las ha usado:
En nifios: ____

En adultos:

En ancianos:

GRACIAS



Anexo N 7 Ficha de recoleccién del analisis fitoquimico

Extractos etéreos

Metabolitos secundarios Meétodo Resultado

Alcaloides Ensayo de Dragendorff

Ensayo de Mayer

Ensayo de Wagner

Terpenoides Ensayo de Lieberman- Burchard
Cumarinas Ensayo De Baljet
Compuestos Grasos Ensayo de Sudan I11

Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reaccion para ese
metabolito, (++) Evidencia o intensidad moderada de reaccion, (+++) Alta evidencia o intensidad de
reaccion a ese metabolito.

Extractos alcohélicos

Metabolitos Meétodo Resultado
secundarios
Alcaloides Ensayo de Dragendorff
Ensayo de Mayer
Ensayo de Wagner
Terpenoides Ensayo de Lieberman- Burchard
Quininas Ensayo de Borntrager
Cumarinas Ensayo De Baljet
Catequinas Ensayo de Catequinas
Resinas Ensayo de Resinas
Saponinas Ensayo de la Espuma
Taninos Ensayo de Cloruro Férrico
Azlcares Reductores Ensayo de Fehling
Flavonoides Ensayo de Shinoda
Antocianidinas Ensayo de Antocianidinas

Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reaccion para ese metabolito,
(++) Evidencia o intensidad moderada de reaccion, (+++) Alta evidencia o intensidad de reaccién a ese
metabolito.




Continuacion Ficha de recoleccion del analisis fitoquimico

Extractos acuosos

Metabolito secundario Método Resultado
Ensayo de Dragendorff +
Alcaloides Ensayo de Mayer -
Ensayo de Wagner +
Saponinas Ensayo de la Espuma -
Taninos Ensayo de Cloruro Férrico + (Rosasdo)
Azucares Reductores Ensayo de Fehling ++
Flavonoides Ensayo de Shinoda -
Mucilagos Ensayo de mucilagos -

Interpretacion de resultados: (-) Negativo, (+) Baja evidencia o intensidad de reaccion para ese
metabolito, (++) Evidencia o intensidad moderada de reaccion, (+++) Alta evidencia o intensidad de

reaccion a ese metabolito.




Continuacion Ficha de recoleccion del analisis fitoquimico

Resumen general de los ensayos

METABOLITO SECUNDARIO

METODO UTILIZADO

CAMBIOS OBSERVADOS

INTERPRETACION

RESULTADO

Alcaloides

Antocianidinas

Azucares Reductores

Catequinas

Compuestos Grasos

Cumarinas

Flavonoides

Quininas

Resinas

Saponinas

Taninos

Terpenoides
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Anexo 8 Ficha de recoleccién del anélisis de actividad antimicrobiana

Resultados del analisis

Concentracién

Inhibicion

Observacion

Resultado

25%

50%

75%

100%

125%

150%

Variacion (diametros mm) de los halos de inhibicion

Concentracion

Inhibicidn

Diametro (mm)

Observacion

Resultado

25%

50%

75%

100%

125%

150%




