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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad determinar actividad antimicotica in vitro del
extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. frente a Candida albicans, es de
tipo experimental con un enfoque cualitativo y cuantitativo. Una vez recolectadas las hojas de
paico en buen estado se procedi6 al secado, molienda y se realiz6 la técnica de maceracion con
etanol al 96%, el macerado se mantuvo en un lugar seco y fresco, alejado de la luz, durante un
periodo de 7 dias. Se establecio los pardmetros de la droga vegetal “paico” como el porcentaje
de rendimiento 14,28% y la determinacion de cenizas totales 2,2 %. Se realiz6 el tamizaje
fitoquimico, de acuerdo con las reacciones de coloracion y precipitacién obtenidas, se observo
que el extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. existe la presencia de
flavonoides, saponinas, triterpenos y/o esteroides. Mediante el método Kirby Bauer se llevo a
cabo la evaluacion de la actividad antimicdtica in vitro del extracto etandlico de hojas de paico a
concentraciones de 25% alcanz6 a 11,34 mm (sensible); a concentracion de 75% alcanzé 16.52
mm (intermedio); y al 100 % fue de 21,94 mm (resistente), sobre cepas de Candida albicans, en
el cual se evidencia que la mayor actividad antimicética es la concentracion de 100% que es
capaz de inhibir el crecimiento antiflngico. Finalmente, se compar6 las cepas antimic6ticas en
estudio de las diferentes concentraciones con los discos de sensibilidad fluconazol y miconazol,
mediante esta prueba se logro establecer el poder antifungico que presentan el extracto etanélico
de paico. Se concluyé que, la planta tiene gran potencial antiflngico, que hasta la actualidad no
ha sido estudiada. Se recomienda realizar estudios sobre la especie vegetal para descubrir sus

posibles compuestos antifingicos que pueden ser capaces de combatir la Candida albicans.

Palabras claves: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <MACERACION>, <ACTIVIDAD
ANTIMICOTICA>, <TAMIZAJE>, <EXTRACTO ETANOLICO>, <PAICO (Chenopodium
ambrosioides L.)>, <DISCOS DE SENSIBILIDAD>, <KIRBY BAUER>.
1350-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The present research aimed to determine in vitro antifungal activity of ethanolic extract of the
leaves of Chenopodium ambrosioides L. against Candida albicans is experimental with a
qualitative and quantitative approach. Once the price leaves were in good condition collected,
they were dried and milled, and the maceration technique with 96% ethanol was carried out; the
maceration was kept in a dry and cool place, away from light, for seven days. The parameters of
the vegetable drug "paico™ were established as the percentage of yield of 14.28% and the
determination of total ash of 2.2%. The phytochemical screening carries out according to the
reactions of coloration and precipitation obtained; it observes that in the ethanolic extract of
leaves of Chenopodium ambrosioides L., there is the presence of flavonoids, saponins,
triterpenes, and steroids. Using the Kirby Bauer method, the evaluation of the in vitro antifungal
activity of ethanolic extract of paico leaves was carried out at concentrations of 25% reached
11.34 mm (sensitive); at a concentration of 75% reached 16.52 mm (intermediate); and 100%
was 21.94 mm (resistant), on strains of Candida albicans, in which it is evident that the highest
antifungal activity is the concentration of 100% that is capable of inhibiting antifungal growth.
Finally, the antifungal strains under the study of the different concentrations were compared
with the sensitivity discs fluconazole and miconazole; through this test, it was possible to
establish the antifungal power of the ethanolic extract of paico. It concludes that the plant has
excellent antifungal potential, which has yet to be studied. It recommends carrying out studies
on the plant species to discover its possible antifungal compounds that may be able to combat

Candida albicans.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <MACERATION>, <ANTIFUNGAL
ACTIVITY>, <SCREENING>, <ETHANOLIC EXTRACT>, <PAICO (Chenopodium
ambrosioides L.) >, <SENSITIVITY DISCS>, <KIRBY BAUER>.

1350-DBRA-UPT-2023

Lic. Edison Renato Ruiz Lopez
Cl: 0603957044
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INTRODUCCION

La resistencia micotica se ha convertido en los ultimos afios en un problema mundial y se ha
observado un incremento significativo en el nimero de pacientes con micosis que no responden
al tratamiento farmacolo6gico, debido al uso inadecuado de los medicamentos, el principal factor

la resistencia de levaduras como es la Candida spp. (Fon et al., 2017, p. 28).

Hasta la fecha, se ha informado que existen aproximadamente 50.000 especies de plantas que
tienen algin uso medicinal. Aunque su uso nunca ha dejado de ser eficaz, por ende los avances
de la ciencia y la tecnologia han ayudado a que los principios activos contenidos de las plantas

sean sintetizados quimicamente, con el objetivo de descubrir los fines curativos (Maldonado et al.,
2020, p. 1).

Es importante destacar que el uso de plantas medicinales debe ser realizado con precaucion y
bajo la supervision de un profesional de la salud, ya que algunos compuestos pueden tener
efectos secundarios o toxicos y pueden interactuar con otros medicamentos. Sin embargo, la
investigacion de plantas medicinales continla siendo una importante fuente de descubrimientos

terapéuticos y puede ser Util en la prevencion y tratamiento de enfermedades (Maldonado et al.,
2020, p. 1).

La especie vegetal Chenopodium ambrosioides L. “paico”, considerada como una planta
cosmopolita muy extendida en nuestro pais, especialmente en la Sierra Ecuatoriana, es utilizada
por varias generaciones, cuyos metabolitos secundarios han sido probados por tener actividad
nematicida, antifngica, hepatoprotector, alelopatica, etc. La composicion quimica del paico
varia segun la region donde es recolectada, la madurez, el clima y el método de extraccion de la
planta, siendo los principales componentes: el ascaridol, monoterpenos, alcaloides, éacido
butirico, salicilato de metilo, saponinas, sesquieterpenos, triterpenos, lipidos, flavonoides,
aminoacidos, &cidos organicos, alcanfor, pectina, taninos, terpenos, carveno, anethole y

santonina (Gutierrez, 2018, p. 30).

En esta investigacion se desea evaluar la actividad antimicética del extracto etandlico de las
hojas de paico obtenido por maceracidn, esperando con ello dar un aporte significativo a futuras
investigaciones para poder lidiar con los problemas actuales de salud. Ademas, la oportunidad
de contribuir la validacion cientifica y su disponibilidad en el mercado como un farmaco de

gran ayuda a la poblacion en el tratamiento de infecciones fingicas de manera efectiva.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Las micosis es una infeccidn que se da a nivel mundial, en las Gltimas dos décadas las tasas de
mortalidad y morbilidad de esta patologia se ha incrementado, es causada por hongos que
afectan a cualquier tejido y 6rgano, son capaces de producir un cuadro clinico leve, moderado,
grave o incluso mortal. El género Candida comprende aproximadamente 200 especies, el méas

importante es la C. albicans (Lépez et al., 2016).

La C. albicans es considerado un agente oportunista que existe como parte del microbiota en el
area mucocutanea, gastrointestinal y genitourinaria, coloniza las membranas mucosas en el 30 a
60 % en los seres humanos. Y puede afectar a cualquier edad, sexo, condicién socioeconémica,
entre otras y comparten con las infecciones parasitarias, bacterioldgicas y virales de la misma

importancia médica (Vallejo, 2018).

Las enfermedades infecciosas incorporan un problema critico para la salud, por la aparicion de
la resistencia de microorganismos a algunos antibi6ticos sintéticos, junto con la toxicidad
durante el tratamiento prolongado, por lo que se ha buscado nuevas alternativas relacionados
con la medicina tradicional a partir de plantas medicinales, en especial para la C. albicans al ser
un patégeno implicado en las infecciones que amenaza la vida de los seres humanos (Rivero, 2019,
p. 10).

La busqueda de alternativas terapéuticas mas seguras y efectivas es una necesidad en la
actualidad, por ende, las plantas medicinales pueden ser una fuente importante de nuevos
agentes antimicoticos. De hecho, se ha demostrado que muchas plantas contienen compuestos
que pueden ser efectivos o incluso mas efectivos que los farmacos sintéticos utilizados en el

tratamiento de infecciones por hongos (Rivero, 2019, p. 10).

En el Ecuador existen aproximadamente 20000 especies vegetales, de las cuales el 20% son
endémicas. Las plantas medicinales producen una gran diversidad de metabolitos secundarios
con actividades bioldgicas, como propiedades citotdxicas, antiparasitarias, antifungicas,
antimicrobianas, entre otras, que han sido consideradas como el origen de partida del desarrollo
de los medicamentos, contribuyendo al descubrimiento de nuevas sustancias con actividad

bioldgica y la produccion de fitofarmacos (Paredes et al., 2015).
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1.2 Justificacion

La presente investigacion es relevante porque se fundamenta en conocimientos ancestrales de la
utilizacion de la medicina tradicional, se ha demostrado numerosos estudios cientificos de las
plantas, con el objetivo de descubrir sus posibles principios activos y por ende sus distintas

propiedades curativas que tienen las plantas para la salud humana (Gallegos y Gallejos, 2017, p. 20).

Es importante estudiar los extractos vegetales por sus diversas propiedades medicinales que se
da uso en la industria de alimentos, farmacéutica, de sabores/fragancias, cosmética y de
productos de aseo. Los estudios farmacoldgicos indican su uso como antiulcerosa, antipaludico,
hipotensor, relajante muscular, cardiaco depresor, antibacteriana y antifungica que pueden
variar segun las condiciones climaticas y método de extraccion (Gallegos y Gallejos, 2017, p. 20).

Las diversas especies del género son ampliamente utilizadas como alternativas naturales
medicinales. ElI Chenopodium ambrosioides L., planta perteneciente a la familia
Chenopodiaceae, conocida cominmente como paico. EI método que se utilizé es la maceracién,
gue consiste en colocar en un frasco &mbar la planta medicinal de paico deshidratada, molida y
afiadir una cantidad suficiente de solvente (etanol 96%). Al final de la extraccion se realiza la

concentracion del extracto con el principio activo, con la ayuda del rotavapor (Espinoza 2019, p.
20).

1.3 Objetivos

1.3.1 Obijetivo general

Determinar actividad antimicética in vitro del extracto etandlico de hojas de Chenopodium

ambrosioides L. frente a Candida albicans.

1.3.2 Objetivos especificos

e ldentificar la presencia de metabolitos en el extracto etanélico de hojas de Chenopodium
ambrosioides L. (paico).

e Evaluar la actividad antimicotica del extracto etandlico de hojas de Chenopodium
ambrosioides L. a concentraciones de 25%, 75% y 100% sobre las cepas de Candida albicans.

e Comparar el efecto antimicético de las distintas concentraciones del extracto etanolico de

hojas de Paico frente a discos de sensibilidad de miconazol y fluconazol.



CAPITULO Il
2. MARCO TEORICO

2.1. Referencias tedricas

2.1.1. Paico

2.1.1.1. Descripcion boténica

Es una planta originaria de América, se encuentra distribuida en regiones tropicales y templadas
en todo el mundo como México, Ecuador, Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Guatemala, El
Salvador, Paraguay, Perl y Venezuela. Es herbacea, verde, olorosa y erecta que llega a crecer en
promedio hasta los 50 a 80 cm aproximadamente hasta 1 m de altura. Tallos rectos, ramosos y
vellosos. Hojas alternas, lanceoladas, dentadas. Flores de color verdoso, agrupadas en espigas
compactas. Se adapta bien a terrenos arcillosos, arenosos, xerofiticos y subxerofiticos. Su

ecologia se relaciona con altitudes entre 0 a 2760 msnm (Lopez et al., 2020).

lustracion 1-2: Paico (Chenopodium ambrosioides L.)
Fuente: (InfoAGRO, 2022)

2.1.1.2. Clasificacion y taxondmica

Tabla 1-2: Taxonomia de la especie Chenopodium ambrosioides L.

Nombre cientifico Chenopodium ambrosioides L.




Reino Plantae

Familia Chenopodiaceae
Orden Lamiales
Género Chenopodium
Especie IAmbrosioides

Fuente: (InfoAGRO, 2022)
Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

2.1.1.3. Composicién y principios activos

Composicién quimica del paico varia segun la region donde es recolectada, el clima, la madurez
y el método de extraccion de la planta, siendo los principales componentes el ascaridol,
monoterpenos (carenos, limoneno, isolimoneno, timol, p- cimeno, carvacol, carvona, safrol, p-
cimol,cineol, aritasona, mirceno, alfa-pineno, alfa — terpineno, felandreno, quenopodina,
histamina, glicol), alcaloides, acido butirico, salicilato de metilo, saponinas, sesquieterpenos,
triterpenos, lipidos, flavonoides (campferol- 7- ramnosidio, ambosidio, quercetina),
aminoécidos, acidos organicos (citrico, malico, vanilico, tartarico, oxalico, succinico), alcanfor,

pectina, taninos, terpenos, carveno, anethole (éster fendlico) y santonina (Gutierrez, 2018, p. 30).

2.1.1.4. Usos medicinales

Las hojas son utilizadas para aliviar los célicos estomacales, espasmos, hemorroides, gastritis,
dismenorrea, inflamaciones de las vias urinarias, y sirve como antitusigeno. También actla
como antihelmintico, antifingico, purgante, diurético, hepatoprotector, antiinflamatorio,

antiemético (Lépez et al., 2020).

2.1.2. Extracto vegetal y tipos de procesos de extraccion

La extraccion con solventes de plantas es uno de los métodos més comunes para principios
activos, consiste en poner en contacto la droga con el disolvente capaz de solubilizar los

principios activos, de manera que se obtenga un extracto liquido, sélido o de consistencia media
(Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).

Un extracto se define como una mezcla compleja o preparaciones, que generalmente se obtiene
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a partir de material vegetal seco por evaporacion total o parcial de un solvente, lo cual contiene
varios compuestos quimicos con actividad farmacol6gica. Se da mediante procesos fisicos,

quimicos y/o microbioldgicos que pueden ser utilizadas en cualquier campo de tecnologia
(Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).

El nimero de sustancias quimicas (medicamentos) sintetizadas en el laboratorio aumentan
constantemente, pero desfavorablemente presentan toxicidad o efectos secundarios, por lo tanto,
se ha buscado una nueva estrategia en la naturaleza obteniendo nuevas estructuras, con actividad
terapéutica. Segun la OMS, el 25% los medicamentos comercializados actualmente en el
mercado son derivados de las plantas y un 25% contienen componentes vegetales modificados

guimicamente (Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).

2.1.2.1. Maceracion

Es un método de extraccion solido-liquido, una de las ventajas de usar este método es el uso de
solventes a partir de cualquier tipo vegetal, ya sea raiz, hojas, tallos, semillas, entre otros. ES
necesario mantener en un lugar oscuro, en temperatura ambiente y el tiempo puede durar

minutos o incluso varias semanas (Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).

2.1.2.2. Hidrodestilacion

Es el proceso de extraccion de aceite esencial de la materia vegetal mediante el uso del vapor
saturado a presién atmosférico. ElI material molido, entero o cortado se coloca en el
hidrodestilador junto con la presion generada entra en contacto con el material vegetal, lo

calienta y se produce automaticamente el aceite esencial (Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).

2.1.2.3. Percolacion

Es un método que consiste en que el material crudo previamente triturado se pone en contacto
con una cantidad de solvente (generalmente alcoholico o mezcla hidroalcohdlica) se lleva a
cabo su renovacion de forma continua. Una ventaja de este proceso es que se obtiene la mayoria

de metabolitos para ser estudiados en un corto tiempo (Chambi y Pacheco, 2017, p. 20).



2.1.3. Metodologia para la preparacion del extracto etandlico

2.1.3.1. Etanol

El etanol (EtOH), conocido también como alcohol etilico, es un liquido incoloro, inflamable,
punto de ebullicién de 78°C, punto de fusion de - 114,1 °C, es soluble en agua en todas las
condiciones, reacciona fuertemente con oxidantes fuertes y lentamente con éxido de plata,

hipoclorito calcico, y amoniaco (Quillay 2018, p. 25).

2.1.3.2. Extracto etanélico

Extracto con olor caracteristico, es obtenido a partir de materia prima desecada de origen
vegetal, por maceracién o percolacion en contacto con etanol, seguida de la eliminacion de
dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a
determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente

la calidad del producto deseado (Quillay 2018, p. 25).

2.1.4. Caracterizacion fitoquimica

Los metabolitos secundarios son compuestos responsables de las propiedades medicinales y
farmacoldgicas de las plantas, se cree que hay alrededor de 170.000 metabolitos derivados de
las plantas, lo que sugiere es estudiar nuevas especies de plantas para la contribucién en la

blsqueda de nuevos compuestos.

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biol6gicamente activas, ellas
producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad
antibacteriana y antiflngica. Entre los compuestos mas conocidos se encuentran: flavonoides,

fenoles, alcaloides, saponinas, triterpenos y/o esteroides y otros compuestos quimicos (Ochoa et
al., 2018, p. 30).

Tabla 2-2: Tamizaje fitoquimico

Metabolitos secundarios Uso farmacoldgico

Flavonoides Antiinflamatorios, antiarritmicos, antiespodicos,

antimicrobianos, antimicoticos antihemorragicos y diuréticos.

Alcaloides Anestésico, analgésico, delirio y alucinaciones

Saponinas Antitusivo,  expectorante, antiinflamatorio, cicatrizante,

antimicrobiano, antimicéticos y antiviral.
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Triterpenos y/o esteroides Antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, antiviral y

antimicoticos

Fuente: (Quillay, 2018, p. 25).
Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

2.1.4.1. Flavonoides

Quimicamente, estas sustancias tienen un caracter fendlico caracterizado por una estructura
benzo-y-pirano, esta compuesto por dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de
tres atomos de carbono, con la estructura general C6 -C3 -C6, los cuales pueden formar o0 no un
tercer anillo y estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Ochoa et al., 2018, p. 30).

Los flavonoides se encuentran ampliamente en la naturaleza, son los responsables del
funcionamiento normal de las plantas y de los beneficios de la salud humana han sido
reconocidos en varios estudios. Uno de ellos es su conocida capacidad antioxidante, en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias y cardiovasculares, ya que mejoran la circulacion
periférica, la movilizacion del colesterol y reducen la fragilidad capilar. También se han
documentado  sus  actividades  hepatoprotectoras,  antialérgicas,  antitrombdticas,
anticancerigenas, antibacterianas y antiflngicas (Ochoa et al., 2018, p. 30).

2.1.4.2. Alcaloides

Los alcaloides son el grupo mas grande y se conoce aproximadamente mas de 5000 compuestos,
se producen en las plantas a través de diversas rutas biosintéticas y se caracteriza porque son
solubles en agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno en su molécula y son

biolégicamente activos (Reyes et al., 2020, p. 17).

Es cierto que muchos alcaloides, son compuestos quimicos naturales presente en diversas
plantas y pueden generan respuestas fisioldgicas y psicolégicas en los seres humanos, debido a
su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas los alcaloides son muy toxicos y a dosis
bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante, antitusivos o
analgésicos. Ademas de sus efectos farmacologicos, los alcaloides también pueden tener

funciones ecoldgicas en las plantas, como protegerlas de herbivoros y patdgenos (Reyes et al.,
2020, p. 17).



2.1.4.3. Saponinas

Las saponinas, gracias a su estructura anfifilica, pueden tener actividad contra diversos
organismos como bacterias, hongos, virus y células, y su mecanismo de accion se atribuye a su

actividad membranolitica (Amores, 2022, p. 21).

Las cadenas de azUcares de las saponinas, son hidrofilas, se orientan hacia la superficie de la
membrana celular y crean complejos tipo micelar con el colesterol, que es un componente
importante de las membranas celulares. Esto puede llevar a cabo la formacion de poros acuosos
en la membrana, lo que aumenta la permeabilidad y permite la entrada de iones y
macromoléculas, incluyendo proteinas, a través de la bicapa lipidica. Este aumento en la
permeabilidad de la membrana puede ser letal para las células, ya que puede provocar la pérdida

de componentes celulares esenciales y la interrupcion de las funciones celulares normales
(Amores, 2022, p. 22).
Estudios recientes de las saponinas mostraron varias actividades bioldgicas con efectos

beneficiosos para la salud incluidos los efectos antibacterianos, antifingicos, reductor del

colesterol y anticancerigenos, entre otras (Apaza et al., 2016, p. 3).

2.1.4.4. Triterpenos y/o esteroides

Los terpenos o terpenoides forman el grupo mas grande de metabolitos secundarios, con mas de
40.000 moléculas diferentes. Se derivan de la union de unidades de isopreno (C5) y que se
clasifican segun el nimero de unidades de isopreno que contienen. Tienen una gran variedad de
funciones bioldgicas en las plantas, como la proteccion contra insectos y patdgenos, la

regulacion del crecimiento y la defensa contra el estrés ambiental (Almeyda 2017, p. 4).

Es importante tener en cuenta que los terpenos son insolubles en agua, pero pueden disolverse
en disolventes organicos como el alcohol y el éter. Un esteroide encontrado en el paico es la
nandrolona y un monoterpenoide destacado es el ascaridol, responsable principal del aroma que

emite la planta, del efecto toxico y del efecto antiparasitario y antifngico (Galindo et al., 2021, p.
10).



2.1.5. Cepa antifungica

2.1.5.1. Candida albicans

En los dltimos afos, la C. albicans es el principal patégeno asociado con la candidiasis, una
enfermedad infecciosa que puede variar desde lesiones cutaneas mucosas superficiales hasta
formas sistémicas generalizadas y potencialmente mortales. Es una levadura dimorfico, es decir,
que se desarrolla de forma distinta en funcion 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 que se comporta como un paréasito patégeno produciendo sintomas en el huésped. Su

reproducciéon es por medio de esporas inmoviles (sexuada o asexuada) (Instituto Nacional de
Seguridad y Salud en el Trabajo, 2021).

Candida albicans es un hongo comensal es importante destacar que la relacion comensal entre
C. albicans y el huésped siempre depende de un equilibrio entre el sistema inmunoldgico del
huésped y los factores de virulencia del hongo. En condiciones normales, el sistema
inmunolégico puede controlar la colonizacion y evitar la infeccion por C. albicans. Por lo tanto,
mantener una microbiota saludable y un sistema inmunolégico fuerte es clave para prevenir y

tratar la candidiasis (Bermudez et al., 2018, p. 86).

llustracion 2-2: Cepa de Candida albicans.

Fuente: (Aryal, 2022)
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2.1.5.2. Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica de Candida albicans se muestra de la siguiente manera:

Tabla 3-2: Clasificacion taxonémica de C. albicans

Dominio Eucarya

Reino Fungi

Division Deuteromycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Blastomycetes
Familia Criptococcaceae
Género Candida

Especie C. albicans

Fuente: (Canela, 2017, p. 2)
Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

2.1.5.3. Caracteristicas microbioldgicas

Posee paredes celulares, la capsula puede estar presente o ausente, la membrana celular contiene
mesosomas y citocromo P450 para la sintesis de ergosterol y en el citoplasma contiene
ribosomas 80S, el reticulo endoplasmaético con micro vesiculas, nucléolo, mitocondrias y

membranas (Bermtdez et al., 2018, p. 86).

Se desarrollan en medios artificiales a temperaturas entre 5y 45° Cy aun pH de 2y 8, por lo
que requieren agua, sales, fuente de nitrdgeno y fuente de carbono. Bajo el microscopio se
encuentra 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 son alargadas y se diversifican tomando la apariencia de filamentos,

pseudo-hifas o pseudo-micelio (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo, 2021).

2.1.5.4. Factores de virulencia
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Este microorganismo posee gran facilidad para crecer y multiplicarse, siendo el mayor factor de
virulencia de este hongo, tiene la capacidad para adherirse tanto a células del hospedador como

a otros microorganismos, ademas, su capacidad de adherirse en materiales inertes y colonizarlos
(Valverde 2017, p. 27).

La candidiasis es una infeccion oportunista, que ataca cuando el sistema inmunoldgico del
paciente esta debilitado. Los factores que predisponen a la Candidiasis incluyen: defensa
reducida del hospedador, donde encontramos a personas portadoras de VIH, pacientes con

diabetes mellitus, pacientes tratadas con radioterapia y quimioterapia (Valverde 2017, p. 27).

Existen diversos factores potenciales de virulencia, como la morfologia celular, la actividad
enzimatica extracelular, el cambio fenotipico y los factores de adhesion, que favorecen la

formacion de biopeliculas (valverde 2017, p. 27).

e  Morfogénesis

La conversion de levadura a hifa representa el factor de virulencia mas relevante de la C.
albicans. Ambas formas son importantes para la patogenicidad, ya que las levaduras que se
encuentran libres ayudan a la propagarse en diferentes lugares para su infeccién, mientras que
las hifas son mas invasivas y promueven al dafio tisular en el huésped. Las diferentes formas en
las que se presentan depende de las condiciones ambientales como: pH, temperatura,

composicién del medio, presion del CO2, etc. (Chicaiza, 2019, p. 23).

e  Formacion de biopeliculas

La formacion de biopeliculas de C. albicans, comienza cuando la levadura se adhiere a la
superficie tisular y en al cabo de 8 -11 horas se encuentra en etapa temprana, intermedia después
de 12 a 30 horas y madura de 38-42 horas. Cuando est4d madura presenta una red densa de hifas,
pseudohifas, levaduras, recubierta de una matriz extracelular y asociada a bacterias. La
formacion de la biopelicula de C. albicans consta de cuatro fases temporales: adhesion a la
superficie, proliferacion para formar una capa basal de anclaje de células, crecimiento de

pseudohifas e hifas y la propagacion lenta de células (levadura) para sembrar nuevos sitios
(Chicaiza, 2019, p. 23).

e  Matriz extracelular

La biopelicula madura de C. albicans esta encerrada en un material complejo llamado matriz
12



extracelular, dentro de ella se encuentran carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos, glucosa,
fosforo y acido urénico. Ademas, debido a que sintetiza B 1-3 glucano se le atribuye la

capacidad de resistir a farmacos especificos (Chicaiza, 2019, p. 24).

e Capacidad invasora de hifas

Durante la patogenia de la C. albicans se puede observar una cierta invasion de las células
huésped y se puede encontrar hifas dentro de las células, indicando que esta forma es la més
invasiva, para penetrar el epitelio las hifas deben hacerlo més rapido que la descamacion normal
de la piel, para evitar el desprendimiento. Para la invasion del hongo se utiliza dos mecanismos:
la endocitosis inducida que es utilizada por las células hospedadoras independiente de la
viabilidad de la célula de la céandida, y la penetracion activa causada por hongos
independientemente si la célula huésped este viva o no. Debido a las mismas propiedades,

esto se indica especificamente en el epitelio oral (Chicaiza, 2019, p. 24).

2.1.6. Actividad antimicotica

El concepto de agente antimic6tico o antifungico, incluye cualquier sustancia capaz de alterar
las estructuras de la célula fungica que puede inhibir el desarrollo, alterando su viabilidad o
capacidad para sobrevivir, bien directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los
sistemas de defensa del huésped (Garcia et al., 2016, p. 10).

La medicina tradicional utiliza muchos extractos de diferentes plantas para el tratamiento de
todo tipo de infecciones y muchos de los cuales han sido evaluados para determinar la eficacia
in vitro. Se informa que 284 compuestos divididos en 11 tipos tienen actividad fungicida, entre
este tipo de compuestos, tres fueron los mas mencionados: compuestos fendlicos (47%), los
terpenoides (29%) vy los alcaloides (11%). Ademas, 123 compuestos fendlicos, 80 terpenoides, y
30 alcaloides con actividad fungicida son mencionados en la literatura. Y 1064 especies de

plantas, distribuidas en 150 familias, tienen actividad antifingica (Garcia et al., 2016, p. 11).

2.1.7. Antifungicos

2.1.7.1. Miconazol
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El miconazol es un antifungico imidazdlico, pertenece al grupo de los azoles. Se utiliza por via
topica y por via vaginal. Presenta amplio espectro, incluyendo céndidas y dermatofitos, asi

como gran nimero de cepas bacterianas grampositivas (AEP, 2021, p. 1).
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llustracion 3-2: Estructura quimica del Miconazol
Fuente: (AEP, 2021, p. 1)

2.1.7.2. Mecanismo de accion

El miconazol actta alterando las membranas celulares de los hongos. Inhibe la sintesis de
ergosterol al interactuar con desmetilasa 14-alfa, una enzima del citocromo P-450 que convierte
el lanosterol en ergosterol, un componente importante en la membrana celular. Mediante este
mecanismo, el ergosterol, que es el esterol principal en la membrana celular de los hongos,
debido a la falta de ergosterol se comienza a acumular esteroles toxicos, aumenta la
permeabilidad celular de la membrana lo que provoca la filtracion de los contenidos celulares e

interrumpe el crecimiento del hongo (AEP, 2021, p. 1).

2.1.7.3. Fluconazol

Pertenece al grupo de los azoles, a la clase de los triazoles. Su espectro de accion incluye:
Candida albicans y otras especies de Candida. Se encuentra en formulacion intravenosa y oral.
Su absorcion oral es buena. Tiene una semivida biolégica de 18 horas en nifios y una fijacion
proteica baja. Su difusién es satisfactoria incluso al sistema nervioso central en ausencia de

meninges inflamadas. Su metabolismo es hepatico y su eliminacion renal.
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lustracion 4-2: Estructura quimica del Fluconazol
Fuente: (AEP, 2020, pp. 1-3)

2.1.7.4. Mecanismo de accion

El fluconazol inhibe la sintesis del ergosterol al interactuar con desmetilasa 14-alfa, una enzima
del citocromo P-450 que se necesita para convertir el lanosterol a ergosterol, un componente
esencial de la membrana. La inhibicidn de la sintesis de ergosterol da como resultado en un
aumento de la permeabilidad celular lo que provoca fugas del contenido celular. Se han
propuesto otros efectos antiflngicos de compuestos de azol que incluyen: inhibicién de la
respiracién enddgena, la interaccién con los fosfolipidos de membrana, y la inhibicién de la

transformacion de levaduras a las formas de micelio (AEP 2020, pp. 1-3).

2.1.8. Meétodo de sensibilidad

Actualmente, las investigaciones se centran en terapias alternativas como extractos de plantas,
aceites esenciales, metabolitos secundarios u otras nuevas moléculas sintetizadas con el objetivo
de ser utilizados en una variedad de métodos de laboratorio para evaluar o analizar la actividad
antimicrobiana o antiflngico in vitro, mediante los siguientes métodos: la difusion en disco, la

difusion de pozos y la dilucién en caldo o en agar (Vazquez 2022, p. 1).

2.1.8.1. Método de difusién en disco

También es conocido como prueba de Kirby-Bauer es adecuado para los microorganismos
crezcan rapido, se basa en la colocacion de discos impregnados con antibiéticos o extractos en
placas de agar inoculadas con el microorganismo que estd probandose. Después de la

incubacion, se mide el didametro de la zona de inhibicidn que rodea a cada disco. La prueba es
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rapida, practica y reproducible, son producidos por casas comerciales bajo un riguroso protocolo
de control internacional. Para que los resultados del antibiograma sean realmente confiables es
necesario que los discos se conserven refrigerados de 4-5°C. o almacenados a -20°C. Los
resultados generalmente se informan de las siguientes formas (Vazquez 2022, p. 1):

e  Susceptible (S)

e Intermedia (I)

o Resistente (R)
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Descripcion del proceso

El presente trabajo es de tipo experimental, a continuacion, se detalla los resultados obtenidos
durante la investigacion. Se seleccion6 la materia prima en buenas condiciones, en este caso las
hojas de Chenopodium ambrosioides L., luego se procedio al secado, molienda de las hojas y a
partir de la maceracion se obtuvo el extracto etandlico de las hojas de paico con una
concentracion de 96%, ademas, se realizd el tamizaje fitoquimico de los metabolitos
secundarios mas importantes, se calculd el porcentaje cenizas y de rendimiento. Por dltimo, se
realiz el andlisis microbioldgico, mediante el método de Kirby Bauer se evalu6 el efecto
antimicético del extracto etandlico de paico en las diferentes concentraciones 25 %,75 % vy
100%, se midi6 los halos de inhibicion y se comparé las diferentes concentraciones con los

discos de sensibilidad de miconazol y fluconazol.

3.2. Materiales

Tabla 1-3: Listado de materiales, equipos y reactivos utilizados.

EXTRACTO ETANOLICO DE PAICO

MATERIALES REACTIVOS O SUSTANCIAS EQUIPOS
- Hojas de paico - Etanol al 96 % - Balanza digital
- Varilla de agitacion - Agua destilada - Balanza analitica
- Probeta de 100 ml - Estufa
- Papel aluminio - Reverbero
- Pinzas de sujecion - Embudo de
- Liencillo o tela de filtro Buchner
- 2 botellas &mbar grande - Rotavapor
- Matraz Kitasato - Molino de
- Papel filtro redondo cuchillas

- Funda de papel

- Embudo simple
- Embudo biichner
- Cono de goma

- Manguera o tubo

CENIZAS TOTALES Y TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO VEGETAL

- Vaso de precipitacion de - Extracto etanolico de las - Reverbero
500 ml hojas de paico - Estufa
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- 6 tubos de ensayo

- Gradilla

- Pipeta graduada de 10 ml
- Pera de succion

- Pinza para tubos

- Probeta de 50 mi

- Crisol

- Acido clorhidrico
concentrado

- Cinta de magnesio
metélico

- 1 ml de alcohol amilico
- 1 ml de &cido clorhidrico
al 1 % en agua

- Reactivo de Dragendorff
- Cloruro de sodio

- Reactivo de Mayer

- Reactivo de Wagner

- Agua destilada

- Cloroformo.

- 1 ml de anhidrido acético

Balanza analitica
Mufla

Desecador

ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICOTICO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE PAICO

Candida albicans ATCC.

. Matraz Erlenmeyer de
500 ml.

. Matraz Erlenmeyer de
100 ml.

o Pera de succion

. 1 tubo de ensayo

. Pipeta graduada de 5 ml.
. Vidrio reloj.

o Probeta de 100 ml

. Papel aluminio

o Asas metalicas.

. Cajas Petri desechables.
o Algodon

. Discos en blanco de papel
filtro

o Discos de sensibilidad de

fluconazol 10 pg y miconazol 50 pg.

25 %, 75% y 100%.
. Agar Dextrosa Sabouraud
con Cloranfenicol

o Etanol 96%
. Agua destilada
. DMSO

MATERIALES REACTIVOS O SUSTANCIAS EQUIPO
. 5 tubos eppendorf . Extracto etanolico de las Estufa
. Cepa bacteriana de hojas de paico en concentraciones de Balanza analitica

Autoclave
Incubadora

Refrigeradora

Realizado por: Supe, Jennifer 2023.

3.3.  Normasy enfoque de investigacion

El enfoque de esta investigacion es cuantitativo, porque se determind el efecto antimicético del
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extracto etandlico de paico en concentraciones de 25%, 75% y 100%, fluconazol y miconazol
frente a C. albicans, los resultados se obtuvieron mediante la medicion de los halos de
inhibicién, que deben ser analizados mediante el método estadistico (ANOVA) y cualitativo

debido al tamizaje fotoquimico que se realiz6 del extracto etanélico de paico.

3.4.  Alcancey disefio de la investigacion

El trabajo experimental propuesto es correlacional, debido a que se va analizar el
comportamiento de las variables de estudio. También, es explicativo, porque se va analizar lo
que sucedid en el acontecimiento y se valoré la actividad antimic6tica del extracto etandlico de
hojas de Chenopodium ambrosioides L. contra la cepa de Candida albicans ATCC. Y
comparativo porque se comparé los valores obtenidos de las diferentes concentraciones con las

variables de control: fluconazol y miconazol.

3.5.  Tipo de investigacion

La presente investigacion es experimental, ya que mide el efecto que la variable independiente
ejerce sobre la dependiente. En cuanto a la variable independiente se refiere a las distintas
concentraciones preparadas (25%, 75%, 100%) del extracto etandlico de hojas de Chenopodium
ambrosioides L., y la variable dependiente es la actividad antimicética.

3.6.  Métodos

3.6.1. Método de extraccion del extracto etandlico de paico

Para la obtencion del extracto etandlico de las hojas de paico, se trabajo a nivel laboratorio, el
proceso se describe en 3 fases:

e  Pre-tratamiento

e  Extraccion alcohdlica total

e  Filtracion

3.6.1.1. Pre-tratamiento

e Recoleccidn de las hojas de paico

Se recolecto las hojas frescas de paico en la parroquia de Picaihua, ubicado al norte de la ciudad
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de Ambato, provincia de Tungurahua, e inmediatamente fue transportado al laboratorio de
Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

e Lavado

Se realiz6 el lavado de las hojas de paico con agua destilada para eliminar la presencia de
posibles impurezas o residuo que posee la materia vegetal.

e Secadoy molienda

Una vez lavadas las hojas de paico, se procedié a colocar en las bandejas y se llevd a la estufa a
45° C. durante 24 horas hasta su deshidratacion completa. Luego, la muestra vegetal seca se
llevé al Laboratorio de Procesos Unitarios para moler mediante la utilizacion del molino de
cuchilla giratoria, logrando asi obtener particulas de menor tamafio, se conservo y se almacend

la muestra vegetal en un lugar libre de humedad y sin contacto con la luz.

3.6.1.2. Extraccién alcohdlica total

e  Maceracion

En cada frasco &mbar se agregd la muestra pesada y pulverizada de paico por cada 200 gr. se le
agreg6 500 ml de extracto etandlico al 96% (en los dos frascos), se forro con papel aluminio
para su conservacion, se mantuvo el macerado en un lugar seco y fresco, alejado de la luz,

durante un periodo de 7 dias y se agit6 tres veces al dia (Espinoza 2019, p. 20).

3.6.1.3. Filtrado

El extracto etandlico con la muestra vegetal se filtré al vacio donde se utilizé un embudo de
Buchner, matraz Kitasato, cono de goma, bomba de seccion, tubo, papel filtro redondo, donde la
muestra vegetal quedo en la parte superior del papel filtro. Y por Gltimo, la muestra filtrada se

coloco en el rotavapor para recuperar el solvente y obtener el extracto (Espinoza, 2019, p. 20).
3.6.2. Porcentaje de rendimiento
El célculo de rendimiento de la preparacion de los extractos se realiza segun la siguiente

ecuacion:
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% Rendimiento = —8delextractototal _, 4 559, (Ec.1)

g de muestra vegetal inicial

3.6.3. Determinacion de cenizas totales

Para la determinacion de cenizas totales se utiliz6 como referencia la Farmacopea Argentina
(ANMAT, 2013, p. 28).
o  Sepesd 2,0 g de material previamente tamizado y seco en un crisol, que estaba tarado.
e  Se sometid a calentamiento en la estufa.
e  Posteriormente se coloco el crisol en la mufla a 675°C. durante 3 horas para eliminar
residuos carbonosos
e Y finalmente se dejé enfriar el crisol en el desecador y se pesd. El criterio de aceptacion es
no mas de 12%.
e El proceso se realizé por triplicado y para los calculos se utilizo la siguiente ecuacion:

_ (M2-M)

% Cenizas totales = ~-——== % 100% (Ec.2)

Donde:

M: Peso en gr. del crisol vacio.

M1: Peso en gr. de la muestra vegetal.

M2: Peso en gr. del crisol vacio + muestra calcinada.

3.6.4. Tamizaje fitoquimico del extracto vegetal

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es la fase inicial de la investigacion
fitoquimica, que facilita la identificacion cualitativa de los grupos quimicos presentes en la
planta con los solventes adecuados para determinar la reaccién de color y precipitacion (Balseca,

2017, pp.3).

Tabla 2-3: Determinacion de los metabolitos secundarios.

METABOLITO SECUNDARIO METODO
Flavonoides Ensayo de Shinoda
Alcaloides Ensayo de Dragendorff
Ensayo de Mayer
Ensayo de Wagner
Saponinas Ensayo de espuma
Triterpenos y/o esteroides Ensayo de Liebermann-Burchard

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.
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3.6.4.1  Ensayo para el reconocimiento de flavonoides: Ensayo de Shinoda

e  Se agregd 2 ml del extracto etandlico de paico, se diluyé con 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado y un pedazo de cinta de magnesio metalico.

e  Después de la reaccion se esperd 5 minutos, se afiadié 1 mL de alcohol amilico, y se dejé
reposar hasta que se separen.

e El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos (Duefias et al., 2020, p. 5).

3.6.4.2 Ensayo para el reconocimiento de Alcaloides:

Ensayo de Dragendorff

e Enun tubo de ensayo se coloc6 2 ml del extracto etanélico de la hoja de paico.
e  Seevapord en bafio Maria y luego se agreg6 1 ml acido clorhidrico al 1 %.
e Afiadi6 3 gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+),

turbidez definida (++), precipitado (+++) (Duefias et al., 2020, p. 5).

Ensayo de Mayer

e Se procedid de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion &cida.
e A continuacidn, se afiadié una pizca de cloruro de sodio en polvo, agitar y filtrar.
o Afadir 3 gotas del reactivo de Mayer, si se observa opalescencia (+), turbidez definida

(++), precipitado coposo (+++) (Duefias et al., 2020, p. 5).
Ensayo de Wagner
e Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida.

e Seafiadié 3 gotas del reactivo de Wagner, clasificando los resultados de la misma forma
(Duefias et al., 2020, p. 5).

3.6.4.3 Ensayo para el reconocimiento de Saponinas: Ensayo de Espuma

e Enuntubo de ensayo se coloc6 2 ml del extracto etanélico de la hoja de paico
e Seadicioné 5ml de agua destilada al tubo.
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e Y se le agitd la mezcla fuertemente durante 5 minutos.
e EIl ensayo se considera positivo si aparece espumaen la superficie del liquido de méas
de 2 mm de altura y persistente por més de 2 minutos (Duefias et al., 2020, p. 5).

3.6.4.4 Ensayo para el reconocimiento de Triterpenos y/o esteroides: Liebermann-Burchard.

e Enuntubo de ensayo se coloc6 2 ml del extracto etandlico de la hoja de paico.

e  Se evapora en bafio Maria y el residuo debe redisolverse en 1 ml de cloroformo.

e Seadicion6 1 mL de anhidrido acético y mezclar.

e Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado
sin agitar.

e Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

e Rosado-azul, muy réapido.

e Verde intenso-visible, aunque répido.

e Verde oscuro-negro, final de la reaccion (Duefias et al., 2020, p. 5).

3.6.5. Analisis microbiolégico

3.6.5.1. Etapa 1: Reactivacion y cultivo de la cepa C. albicans

La cepa de C. albicans ATCC 10231, fue adquirida en el laboratorio KWIK-STIK de la ciudad
de Quito-Ecuador, se hidraté la cepa, segun lo que reporta la casa comercial:

e  Seretird la unidad de KWIK-STIK y la etiqueta.

e Con el borde de la mesa de trabajo, se rompi6 la ampolla en la parte superior del KWIK-
STIK para liberar el liquido de hidratacién.

e Se sostuvo verticalmente para facilitar el flujo del liquido a través del eje hacia la parte
inferior de la unidad donde esta contenida la microesfera, hasta que este se disuelva.

e A continuacién, se tomé el hisopo con el material hidratado y se transfirié al medio de agar
Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol por estriamiento.

e Inmediatamente se incub6 a 37° C por 48 horas.

3.6.5.2. Etapa 2: Preparacion de los medios de cultivos

Se trabajo con Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol para C. albicans.
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Se peso en una balanza de precision la cantidad de agar necesario y se coloco en el matraz

Erlenmeyer.

Traspaso agua destilada al matraz Erlenmeyer y se sell6 con algodédn y gasa.
Se disolvio el medio de cultivo en el agua destilada por 5 minutos.
A continuacion, se llevo a esterilizar en la autoclave por un periodo de 30 minutos a 121°C.

Pasado ese tiempo, se retird los agares de la autoclave y se dejé en reposo hasta que se

enfrié.

Se procedio a colocar los medios de cultivos en las cajas Petri esterilizadas y el mechero en

la cabina de seguridad y por ultimo se agreg6 el agar en las cajas Petri.

3.6.5.3. Etapa 3: Para la preparacion de las diferentes concentraciones del extracto etanolico

C1XV1=C2xV2 (Ec. 3)

Despejando V1 en la Ec.3 se tiene lo siguiente:

1_(:2><vz
1

Donde:
C1 = Equivale al 100% de la concentracion inicial.

C2 = Concentracion a la que queremos llegar 25%, 75% y 100%.

V1 = Cantidad de ml de extracto etandlico C. ambrosioides L. de que debemos afadir para las

concentraciones.
V2 = Cantidad inicial en ml (1 ml).

Concentracion al 25%

V1_25%><1m1
T 100%
V1= 0.25ml

Se agregd 250 pL del extracto etandlico de las hojas de paico y 750 uL. de DMSO.

_ 250K oe0.000
PP =0001 g =20 00 PP

Concentracién al 75%
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_75% x 1 ml
T 100%
V1 =0.75ml

V1

Se agregd 750 pL del extracto etandlico de las hojas de paico y 250 uL. ml de DMSO.

750 L
PP =0,001 g

= 750,000 ppm

Concentracion al 100%
100 % X 1 ml
-7 100%
V1l=1ml

Se agregd 1000 pL de extracto etandlico de hojas de paico.

_ 100Kk - 6000.000
PP =0001g Lo ppm

Tabla 2-3: Concentracion del extracto etandlico de hojas de paico en ppm.

Ne. Dilucién Concentracion % Concentracién ppm
1 1/25 25 250.000

2 1/75 75 750.000

3 11 100 1000.000

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

3.6.5.4. Etapa 4: Preparacion de la escala de McFarland

McFarland es una escala de turbidez, que se utiliza en Microbiologia para estandarizar las

concentraciones de una suspension bacteriana o fangica para saber las unidades formadoras de

colonias (UFC), segun la escala de 0.5 que contiene aproximadamente 1 x 107 UFC.

Se realiz6 las diluciones el acido sulfarico (H2SO4) se encuentra al 98.08%, lo que se requiere

1% y el cloruro de bario (BaCl2) se encuentra al 100% lo que se solicita al 1.175%, por lo que

se realizo los calculos correspondientes:

VixCi=Vf xCf (Ec. 3)

Despejando V1 de la Ec.3 se tiene lo siguiente:
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V__foCf
YT

H2S504

Donde:

Ci = Equivale a la concentracion inicial del H2SOA4.

Cf = Concentracion a la que queremos llegar 1%.

Vi = Cantidad de ml de H2SO4 que debemos afiadir a la concentracion.
Vf = Cantidad inicial en ml (100 ml).

Vi— 100 ml x 1 gr (%)
"= T 9808 gr

Vi=1.02ml

BaCl2

Donde:

Ci = Equivale a la concentracion inicial del BaClI2.

Cf = Concentracion a la que queremos llegar 1.175 %.

Vi = Cantidad gramos de BaCl2 que debemos afiadir a la concentracion.
Vf = Cantidad inicial en ml (100 ml).

. 100ml x 1.175 %

Vi=
100 %
Vi=1175gr
Tabla 3-3: Escala de McFarland
Escala de McFarland H2504 1% BaCl2 1.175% Volumen total
0.5 0.05 ml 9.95 ml 10 ml

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

e Se esterilizé el asa metalica en una llama de mechero de Bunsen y luego se dejé enfriar.

e Se tomo el inoculo con el asa metélica y se diluyd en el tubo de ensayo de vidrio con agua
destilada esterilizada hasta conseguir una turbidez igual a la escala 0,5 McFarland (1 X
107 UFC/ml) en hongos.

e Taponar el tubo con una gasa estéril.

e Se sembro el hongo en las cajas Petri preparadas con el Agar Dextrosa Sabouraud con

Cloranfenicol, utilizando hisopos estériles, mediante una serie de estrias paralelas (Jarrin 2018, p.
36).

26



3.6.5.5. Etapa 5: Evaluacion del efecto antimic6tico del extracto etandélico de paico

El principio basico de este método consiste en colocar discos empapados con el antibiético o
sustancia a investigar la cual toma contacto con la superficie himeda del agar. Se colocaron 20
microlitros de cada uno de los extractos en los discos blancos. Con una pinza estéril sobre cada
placa de Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol previamente inoculado con Candida
albicans. Se distribuyo de la siguiente manera:

e 5 discos impregnados con extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. al
25%

e 5 discos impregnados con extracto etanélico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. al
75%.

e 5 discos impregnados con extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. al
100%.

e 5discos de sensibilidad de Fluconazol de 10 pg

e 5discos de sensibilidad de Miconazol 50 ug.

Se llevo a incubacion por 24 horas a 37°C, para posteriormente revisar el efecto producido sobre

el hongo mediante el halo de inhibicion (Garcia et al., 2016, p. 113).

3.6.5.6. Etapa 6: Medicion de los halos de inhibicion

La lectura e interpretacion de los resultados, se llevé a cabo luego de las 24 horas de incubacion
se midié los halos de inhibicidn que se forman alrededor de cada uno de los discos colocados en
el medio sélido. EI Comité Nacional de Estandares de Laboratorios Clinicos (NCCLS) de los
Estados Unidos de Norteamérica, establecid valores de referencia para las zonas de inhibicion
para el fluconazol y miconazol, dividiéndolas en tres categorias: sensibles (S), intermedio o

dosis dependiente (1) y resistente (R). Tabla 4-3 (Pinoncely 2010).

Tabla 4-3: Valores de referencia del diametro de halos de inhibicién con antifingicos.

Respuesta Miconazol Fluconazol
Sensible >20 >19
Intermedio 12a19 15a18
Resistente <11 <14

Fuente: (Pinoncely, 2010)
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Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

3.7.  Técnicas e instrumentos de la investigacion

En la estd investigacion se aplicd la técnica de observacion y medicion de los halos de
inhibicion del extracto etandlico de las hojas de paico y como instrumento se utilizé la bitacora
de laboratorio donde se anotd todos los resultados obtenidos.

3.8.  Andlisis estadistico e interpretacion de los datos

Para determinar la relacion de la actividad antimicética del extracto etanélico de Chenopodium
ambrosioides L. frente a C. albicans se realiz6 un disefio experimental con 5 repeticiones cada
uno, que permitié comparar las 3 concentraciones con los discos de sensibilidad del miconazol y

fluconazol, como se detalla a continuacién:

Tabla 5-3: Muestras utilizadas para la inhibicién antifangico.

Muestras
Cepa 25% 75% 100% Fluconazol Miconazol
C. albicans 5R 5R 5R 5R 5R

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Los datos obtenidos de la medicion de los halos de inhibicién se registraron en una hoja de
recoleccion de datos y tabulados en una hoja Microsoft Excel, realizando la estadistica
descriptiva, considerando la media, la frecuencia y la desviacidn estandar, aplicando las pruebas

ANOVA, con un nivel de significancia de 95% y un error de 5%.
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3.9.  Esquema del proceso del analisis antimicético del extracto etandlico de las hojas de paico frente a C. albicans

INICIO
FASE lll
() .
Y
( Recoleccion y _ ) :
Pre-tratamientor»{  seleccion de las Realizar el Diir & Reacival la Inocular 35 placas
S ' | izaje fisi . cepa de i
‘ hojas de paico tamizaje fisico I—— pa —> Delfl para |ﬁ:'
¥ quimico Candida EXperimentacion
Agua Lavado / 100% albicans
destlada | ! - Ensayo de ' Ensayo de
Dragendorff . (7| shinoda
En la estufa ' a:; Flavonoides —
2 45° por 24 Secado - Ensayo de Mayer Evaluar el efecto de paico con el
horas, 7 - Ensayo de _+_ antmicético del o de
Wagner i exlracto etandlico ihil
Molienda — Alcaloides ‘ sen§|bllldad el
- d de paico miconazol y
Y ' flucgnazol,
I Eﬁg?miﬂ" | Maceracen  ——— ——
alcoholica total :
Durante 7 dias, Saponinas - |—
en un lugar Ensayo de Toma de datos Medir los halos
seco yfresco Y > espuma de inhibicion )
alejadu de la luz. d
E .
¥ posteriormente ) Ensayo " Trrtemen_as ylo
rotaevaporaro para Liebermann-Burchard esteroides
eliminar los residuos e ——
de etanal.

llustracion 1-3: Analisis antimicético del extracto etandlico de hojas de paico
Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.
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CAPITULO IV

5. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

6.

Para esta investigacion se recolectd Unicamente las hojas de la especie Chenopodium
ambrosioides L. “paico”, proveniente de la provincia de Tungurahua, en la parrogquia de
Picaihua- San Juan, en el Cantdn Ambato, con coordenadas (S 1° 14' 56.7"; O 78° 37.005'), se
recolectd en el mes de noviembre del 2022.

7.

El material vegetal Chenopodium ambrosioides L. fue identificado en el Herbario de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, con la ayuda del Ing. Jorge
Caranqui, en el cual se observé las caracteristicas organolépticas de la hoja de paico.

Tabla 1-4: Caracteristicas organolépticas de la hoja de Paico.

Parametro Hoja de paico

Forma Lanceolada, dentada en los bordes
Tamafio Entre los 3cmy los 6 cm

Color Verdoso

Olor Caracteristico de la planta

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.
8.

8.1.  Porcentaje de rendimiento

Tabla 2-4: Porcentaje de rendimiento de las hojas de la especie Chenopodium ambrosioides L.

Peso Del material 3.500 gr. Masa del extracto 500 gr.
vegetal (Mo) (gr.) etandlico (Mext) (gr.)

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

8.2.  Rendimiento del proceso para la obtencion del extracto etanolico de hojas de paico

(Chenopodium ambrosioides L.)

El rendimiento del proceso para la obtencidon del extracto etandlico de hojas de paico
(Chenopodium ambrosioides L.) es de 14,28 %, es un rendimiento bajo, pudiendo asumirse a
diferentes parametros que se manejo en el proceso de elaboracion del extracto, como las
condiciones agroecoldgicas del cultivo, ya que inducen a cambios morfoldgicos, fisiologicos e
histoldgicos en la planta y a los parametros operacionales de extraccion: la temperatura de

extraccion, el tiempo y la cantidad de sustancia quimica empleada (Gutierrez 2018, p. 50).
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El rendimiento del proceso para la obtencion del extracto etandlico de paico fue de 10,83 %, es

un rendimiento bajo, que se debe a diferentes factores antes mencionados (Gutierrez 2018, p. 50).

Se obtuvo el extracto etanélico de paico por el método de extraccion de Soxhlet a partir de 150
gramos de hojas secas trituradas de material biolégico dando como resultado un rendimiento

promedio de 4.91 + 0.29% de extracto seco (Yauri y Chambilla, 2018, p. 58).

En una investigacion se determiné el rendimiento porcentual de 15.67% usando el método de
extraccion por Soxhlet, pero como solvente uso al éter de petr6leo (Chambi y Pacheco, 2017, p. 74).
En una investigacion similar sobre el porcentaje de rendimiento de extracto etandlico de hojas
de paico dio como resultado el 32.4%, en el cual se utilizé etanol al 70% por maceracion,
ademas, indica que se necesita poca muestra de la planta para obtener una buena cantidad de

extracto (Oviedo y Aiquipa, 2011, p. 80).

8.3.  Cenizas totales
9.
Tabla 3-4: Resultados de porcentaje de cenizas totales del extracto etandlico de hoja de paico

Cépsula 1 Capsula 2 Capsula 3
Masa del crisol vacio (g) | 38,4900 38,4932 38,4925
(M)
Muestra (g) 2,0000 2,0000 2,0000
2ml=2gr.
Masa de la capsula con | 40,4903 40,4930 40,4926
muestra (g) (M1)
Masa de la capsula con 38,5353 38,5390 38,5381
la ceniza (g) M2
Porcentaje de cenizas 2,2646 2,2902 2,1428
totales (C) %

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Promedio de C=2.2325 %

9.1.1. Cenizas totales presentes en el extracto etandélico de hojas de paico

Las cenizas totales se determinan por el método gravimétrico, que determina la cantidad de
sustancias inorganicas presente en la droga vegetal como: metales pesados, sales, arena etc.,
que pueden afectar la calidad de la misma, destruye la materia orgénica presente en la muestra

por calcinacion (Cabrera et al., 2012, p. 270).
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El porcentaje de cenizas totales en el extracto etandlico de hojas de paico (Chenopodium
ambrosioides L.) obtuvo como resultado 2,2 % (Tabla 3-4); segun lo establecido para el anélisis
fisico-quimico, el porcentaje de cenizas totales en el paico es hasta el 12 %; por lo tanto, el

porcentaje de cenizas totales en este estudio presentd bajos niveles de sustancias inorganicas
(Hernandéz, 2021, p. 1).

El porcentaje de ceniza total en el paico fue de 2.8%, que posee una baja cantidad de minerales,
debido a en el cultivo se utiliz abono organico; por ende favorecid la pureza de la droga para
preparar el extracto y al comparar con este estudio hay una pequefia variacion, pero ambos
pertenecen dentro del rango establecido (Ibarray Paredes, 2013, p. 42).

10.

10.1. Identificacidon de metabolitos secundarios: tamizaje fitoquimico

11.

El tamizaje fitoquimico como se menciond anteriormente, se basa en la tipificacion de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos, mediante reacciones y analisis quimicos

explicados en la literatura (Pujol et al. 2020, pp.3).

Tabla 4-4: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides L.

GRUPO DE ENSAYO INDICADORES EXTRACTO ETANOLICO DE
COMPUESTOS HOJAS DE PAICO
Flavonoides Shinoda Flavonoles (Rojo) (++)
Flavonas (Naranja a rojo) )
Flavononas (Magenta) )
Alcaloides Dragendorff | Opalescencia (+) )
Mayer Turbidez definida (++) 0
Precipitado (+++)
Wagner )
Saponinas Espuma Presencia de espuma por mas de 2 (+++)
min.
Triterpenos ylo | Lieberman Esteroles (Violeta, verde, negro o (++)
esteroides Bouchard azul) )
Esteroides (Azul o verde) )
Triterpenos (Rosa, rojo 0 magenta)

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

En el analisis fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(paico), se realiz6 de acuerdo a los ensayos correspondientes para cada prueba, en la tabla N° 4-
4, hay presencia de flavonoides (flavonoles), triterpenos y/o esteroides (esteroles) y saponinas y
no contiene alcaloides. La actividad fungicida y bactericida de estos metabolitos secundarios

esta relacionada con la sobrecarga de las membranas celulares de los microorganismos de tal
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forma que hace perder su control e integridad (Yanez, 2014).

Se ha reportado que el extracto de Chenopodium ambrosioides L. (paico) contiene aceites
esenciales, alcaloides, taninos, flavonoides y esteroides lo cual coincide con los resultados de
esta investigacion experimental, los cuales conjuntamente son capaces del inhibir el crecimiento

microbiano y mic6tico (Félix et al., 2012, p. 549).

El ensayo se considerd de alta evidencia por el aparecimiento de espuma en la superficie del
liquido de més de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos, lo cual coincide con los
resultados de esta investigacion (Puentes, 2009, p. 26). Una importante propiedad de las saponinas
es su actividad antifungica. Se ha comprobado que las saponinas inhiben el crecimiento de
Candida albicans causando grandes cambios en las membranas celulares y a la morfologia de la
pared celular (Puentes, 2009, p. 26).

Las saponinas al actuar en la membrana celular pueden solubilizar o desestabilizar con su resto
lipofilo que se ancla en la bicapa lipéfila, mientras que la parte hidrofila (azlcar) permanece en
el exterior e interactGa con otras glicoproteinas o glicolipidos para formar poros transitorios o
permanentes que provoca fugas de nutrientes esenciales, iones y metabolitos. Esto puede llevar
a la disrupcion de los procesos celulares vitales, la inhibicion del crecimiento y, en ultima

instancia, la muerte del hongo (Galindo et al., 2021, p. 39).

Tanto los triterpenos y flavonoides inhiben la sintesis de ergosterol: El ergosterol es un
componente esencial de las membranas celulares de los hongos, incluyendo Candida albicans.
Algunos triterpenos y flavonoides pueden interferir con la sintesis de ergosterol, lo que puede

debilitar la membrana celular y afectar la viabilidad del hongo (Galindo et al., 2021, p. 39).

La actividad antifingica de los metabolitos secundarios puede darse a diferentes niveles, desde
alterar la estructura hasta actuar sobre pared, membrana celular y citoplasma hasta la
intervencion en la funcion de enzimas, proteinas transmembranales transportadoras de iones y

produccion de especies reactivas de oxigeno (Trillo 2021, p. 46).

11.1. Evaluacion de la actividad antimicdtica del extracto etandlico de hojas de

Chenopodium ambrosioides L.

Para determinar el efecto antimicético en concentraciones de 25%, 75% y 100% sobre cepas de

C. albicans mediante un estudio in vitro, los datos obtenidos en el proceso experimental fueron
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codificados y se transfirieron al programa Minitab (ANOVA), se considerdé un nivel de
significancia del 95% y un error del 5% considerando una asimetria en la distribucién de los

datos.

11.1.1. Datos obtenidos

El objetivo de este estudio fue analizar la actividad antimic6tica que podria producir el extracto
etanolico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. sobre cepas de Candida albicans, se midi6

los halos de inhibicion en milimetros, Tabla 5-4.

Tabla 5-4: Datos de las diferentes concentraciones del extracto etanélico de las hojas de paico

Actividad inhibitoria del extracto etandlico de la hoja de paico. (mm)
Repeticion 25% 75% 100%
1 10,8 15,9 22,3
2 12,0 16,7 21,7
3 121 16,3 21,7
4 10,9 171 22,1
5 10,9 16,6 21,9

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Concentracion del inoculo. 1 x 107UFC/ ml

La actividad antimicética del extracto etandlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
mediante la técnica de agar de difusion (Kirby-Bauer) se evalud la inhibicién del crecimiento
fangico para la cepa de C. albicans, cuya turbidez del in6culo fue ajustada a una escala de 0,5
McFarland (1x 107 UFC/ml).

Se realiz6 cinco repeticiones de cada concentracion de 25%, 75% y 100%, posteriormente se
midio en milimetros las zonas de inhibicion producido sobre el hongo. Las medidas de las tres
concentraciones de esta investigacion se relacionan, se puede mencionar que a mayor

concentracion, mayor sera la medida del halo de inhibicion (Tabla 5-4).

11.1.2. Datos descriptivos

Los datos descriptivos hacen referencia a la media, a la desviacién estandar y a los intervalos de
confianza que presentan las concentraciones del extracto etandlico de hojas de Chenopodium

ambrosioides L.
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Tabla 6-4: Datos descriptivos del efecto antimicotico de extracto etanélico de las hojas de paico

Efecto antimicético del 95% de intervalo de
extracto etandlico de confianza para la media b
esv.
las hojas de paico | N° | Media o Minimo | Maximo
. Limite Limite Desviacién
(Chenopodium o ]
o inferior superior

ambrosioides L.)

Concentracion de 25% 5 12,1
11,34 10,53 12,15 0,65 10,8

(1/25)

Concentracion de 75% 5 17,1
16,52 15,96 17,08 0,45 15,9

(2/75)

Concentracion de 100% 5 22,3

W) 21,94 21,62 22,26 0,26 21,7

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

En la tabla 6-4, se evidencia que la media del efecto antimicdtico del extracto etandlico de hojas
de paico a una concentracion de 25 % alcanz6 a una media de 11,34 mm; a una concentracion
de 75% alcanz6 16.52 mm; y al 100 % es el rango mas grande con una media de 21.94 mm, por
lo que se puede asumir que presento el mejor halo de inhibicion. Ademas, se observa que el

efecto antimic6tico crece, mientras se incrementa la concentracién sobre C. albicans.

En un estudio se determind la sensibilidad micética en concentraciones de 50%, 20%, 10% de
extracto etanélico por el método de dilucién en discos en placas con agar Sabouraud, se observa
halos de inhibicién promedios fueron de 14.82 mm, 10.44 mm y 9.10 mm respectivamente, los

cuales se relaciona con los datos obtenidos en este estudio (Yauri y Chambilla, 2018, p. 60).

Ademas, el extracto etandlico de paico, presenté mayor cantidad de metabolitos secundarios
capaces de inhibir el crecimiento de C. albicans, sus porcentajes de efectividad de inhibicién del
crecimiento fueron a distintas concentraciones, donde se evidencia que, a mayor concentracion,
mayor efecto de inhibicidn, esto se debe a que el etanol tiende a arrastrar gran cantidad de

compuestos polares como saponinas, taninos, flavonoides, esteroles/terpenos (Yénez, 2014).

Tabla 7-4: Efecto antimicético de extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L.

Medias del extracto etanoélico de hojas de Chenopodium ambrosioides L.
Concentracion Medias (mm)
25% 11,34
75% 16,52
100% 21,94

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.
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Se determino la sensibilidad de los halos de inhibicion de las distintas concentraciones del
extracto etandlico de la hoja de paico. A concentracion de 100% con un halo de inhibicién de
21,94 mm es sensible, seguido de la concentracion de 75% con una media de 16,52 mm es
intermedio y por Gltimo se encuentra la concentracién de 25% con un promedio de 11,34 mm es

resistente contra Candida albicans, Tabla7-4.

En un estudio se determind la sensibilidad micotica en concentraciones de 50 % con un
promedio de 14,82 mm, mientras que en la concentracion de 20% un promedio de 10, 44 mm y
la concentracion de 10 % con un promedio de 9.10 mm respectivamente, estos valores coinciden

con los resultados alcanzados en esta investigacion (Yauri y Chambilla, 2018, p. 60).

Ademas, se determindé que en la concentracion del 100%  del extracto etandlico de
Chenopodium ambrosioides present6 mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento para
Candida albicans. Para la inhibicién del crecimiento de C. albicans se determind que el
solvente mas efectivo es el etanol que fue capaz de extraer metabolitos secundarios eficaces y
gue ademas contienen compuestos potencialmente citotdxicos, se evidencia que se utilizé el

solvente eficaz en esta investigacion (Yanez, 2014, p. 92).

11.1.3. Datos estadisticos

Tabla 8-4: Varianza del efecto antimic6tico del extracto etanélico de paico frente a C. albicans.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
MEDICION
Suma de
cuadrados Gl Media cuadrética| Valor F Valor p
Entre grupos 280,948 2 140,474 608,113 0,016
Dentro de grupos 2,772 12 0,231
Total 283,720 14

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Para aplicar la prueba estadistica primero se procedié a calcular el analisis de varianza de los

datos obtenidos. Para ello se planted lo siguiente:

Hipotesis

H1: El extracto etandlico de hojas de paico, tienen actividad antimicética frente a Candida

albicans.
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Hy: El extracto etandlico de hojas de paico, no tienen actividad antimicética frente a Candida

albicans.

Si p significa > a, se acepta H,.

Si p significa < a, se rechaza H, y se acepta H1.

Nivel de significancia: o« = 0,05

Estadistico de prueba: valor p = 0.016

Regién de rechazo: si el valor de probabilidad p es menor que el nivel de significancia o se

rechaza la

Decisién: El andlisis estadistico, en la prueba de ANOVA, en la Tabla 8-4 present6 un valor de
probabilidad asociada p= 0,016. Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico
p es menor que o (0,05) se acepta la hipotesis alternativa (H1), el extracto etandlico de hojas de
paico tienen actividad antimicética sobre la cepa de C. albicans y se rechazd la hipotesis nula

(Ho).

Ademas, se evidencia que las muestras de estudio, donde el extracto etandlico de hojas de paico
a concentracion de 25%, 75% y 100% sobre C. albicans tienen tendencia uniforme y se mueven

dentro de los intervalos de confianza.

De acuerdo con los resultados reportados en un estudio, indicé que se rechazo la hip6tesis nula
que indica que el extracto de paico no tienen actividad antiflngica frente al microorganismo
patégeno Candida albicans, por ende se acepta la hipdtesis alternativa la cual sefiala que el
extracto de paico, tienen actividad antifungica frente al microorganismo patégeno Candida
albicans, estos resultados se relacionan con los resultados presentes en este estudio

experimental (Yanez, 2014, p. 107).

En el estudio se compard la sensibilidad de las diversas concentraciones de extracto etanolico de
hojas secas de Chenopodium ambrosioides L. (paico), etanol y clotrimazol al 1% sobre Candida
albicans cepa ATCC 10231 se obtuvo como resultado la aceptacion de la hipdtesis alternativa,
donde se menciona que extracto etandlico de hojas secas de paico, tienen actividad antiflngica

frente a C. albicans (Yauri y Chambilla, 2018, p. 60).
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11.2. Comparacion del efecto antimicotico del extracto etanolico de hojas de paico frente

a discos de sensibilidad de miconazol y fluconazol

11.2.1. Datos obtenidos

Ademas, se compar0 las tres concentraciones del extracto etandlico de hojas de Chenopodium
ambrosioides L. con los discos de sensibilidad del fluconazol y miconazol sobre cepas de
Candida albicans. Para ello se realizé un proceso experimental se recopil6 los datos obtenidos
anteriormente de las distintas concentraciones con los datos obtenidos al medir el halo de
inhibicion del fluconazol y miconazol. Como se observa en la siguiente Tabla 9-4.

Tabla 9-4: Datos obtenidos de las distintas concentraciones de estudio, fluconazol y miconazol.

Actividad inhibitoria del extracto etandlico de la hoja de paico. (mm)
Repeticion 25% 75% 100% Fluconazol Miconazol
1 10,8 15,9 22,3 8,0 25,9
2 12,0 16,7 21,7 8,2 26,4
3 12,1 16,3 21,7 8,3 27,0
4 10,9 171 22,1 8,3 26,6
5 10,9 16,6 21,9 7.8 26,8

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Concentracion del inoculo: 1 x 10’UFC/ ml.

11.2.2. Datos descriptivos

Los datos descriptivos hacen referencia a la media, la desviacion estandar y los intervalos de
confianza que presentan cada uno de las concentraciones del extracto etandlico de hojas de

paico, miconazol y fluconazol.

Tabla 111-4: Datos descriptivos del efecto antimicético del extracto etandlico de hojas de paico

Efecto antimicotico del 95% de intervalo de
extracto etandlico de ) confianza para la media

. . Media Desv. . .
las hojas de paico | N° o o L Minimo Maximo

. (mm) Limite Limite Desviacion

(Chenopodium o )

. inferior superior
ambrosioides L.)
Concentracion de 25% 5 11,34 10,53 12,15 0,65 10,8 12,1
Concentracion de 75% 5 16,52 15,96 17,08 0,45 15,9 17,1
Concentracion de 100% 5 21,94 21,62 22,26 0,26 21,7 22,3
Miconazol 5 26,54 26,02 27,06 0,42 25,9 27,0

38



Fluconazol ‘5 ‘ 8,12 ‘ 7,85 8,39 0,22 7,8 ‘ 8,3 ‘
Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

Una vez probadas en las distintas concentraciones del extracto etandlico de hojas de
Chenopodium ambrosioides L., también se prob6 en los controles: miconazol y fluconazol. En
el disco de sensibilidad del miconazol se obtuvo un promedio mayor de halo de inhibicién de
26,54 mm y el fluconazol dio un promedio menor de halo de inhibicién de 8,12 mm. También,
se observa las muestras de estudio, donde el extracto etandlico de hojas de paico a
concentracion de 25%, 75% y 100%, fluconazol y miconazol sobre C. albicans tienen tendencia
uniforme y se mueven dentro de los intervalos de confianza, segun la tabla 10-4.

Tabla 11-4: Comparacion de concentraciones del extracto etanélico de paico con el Fluconazol

Concentraciones del extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. VS Fluconazol sobre la
cepa de C. albicans.
Concentracion Media
25% 11,34
75% 16,52
100% 21,94
Fluconazol 8,12

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

En la Tabla 11-4, se compar6 las medias de las distintas concentraciones de 25%, 75% y 100%
del extracto de estudio con el disco de sensibilidad del fluconazol que resulto ser inferior a las
tres concentraciones dadas. Asimismo, el fluconazol y la concentracion de 25% resultaron ser
resistentes, la concentracion de 75% fue intermedio, mientras que la concentracién de 100%

resulto ser sensible contra C albicans.

De acuerdo con una investigacion se aplico el método de difusion de discos, obteniendo como
resultado que el fluconazol es resistente contra la C. albicans con un halo menor a 10 mm, es
decir el fluconazol no esta disefiado para matar o inhibir al patégeno, lo cual coincide con la

investigacion realizada (Carton, 2018, p. 200).

Segun los datos del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS), la cepa de
C. albicans es sensible frente al fluconazol cuando se presenta un halo de inhibicion > 19 mmy
es resistente cuando el halo de inhibicion es < 14 mm, de acuerdo con los resultados obtenidos,
el halo de inhibicion es de 8,12 mm, es decir que este hongo es resistente frente al disco de
sensibilidad del fluconazol, es decir no se present6 ningln halo de inhibicién, por lo tanto, el

fluconazol no present6 ninguna accién fungica (Picazo, 2018. p. 15).
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Tabla 12-4: Comparacion concentraciones del extracto etanélico de paico con el Miconazol.

Concentraciones del extracto etandlico de hojas de Chenopodium ambrosioides L. VS Miconazol sobre
la cepa de C. albicans.
Concentracion Media (mm)
25% 11,34
75% 16,52
100% 21,94
Miconazol 26,54

Realizado por: Supe, Jennifer, 2023.

En la Tabla 12-4, se comparé las medias de las concentraciones de 25%, 75% y 100% del
extracto en estudio con el disco de sensibilidad del miconazol que resultd ser superior a las tres

concentraciones dadas, con un halo de inhibicion de 26,54 mm.

En funcién a la escala de sensibilidad propuesta, se valoré cada didmetro de inhibicion
obteniendo como resultado que el extracto etandlico de paico en concentracion de 25% es
resistente, en concentracion 75% es intermedio y en concentracion de 100% y el miconazol es

sumamente sensible.

Segun con los datos del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), C.
albicans es sensible frente al miconazol cuando se presenta un halo de inhibicion > 20 mm y es
resistente cuando el halo de inhibicion es < 11 mm, de acuerdo con los resultados obtenidos, el
halo de inhibicién es de 26,54 mm, es decir que este hongo es sensible frente al disco de
sensibilidad del miconazol, es decir, presentdé halo de inhibicion, por tanto, el miconazol

presentd accion fangica (Picazo, 2018. p. 15).
En este estudio realizadas el disco de sensibilidad del miconazol es sensible contra la cepa de

Candida albicans con un halo de inhibicion de 26,54 mm, es decir, mata por completo al

patégeno, con un halo de inhibicién de 32,5 mm (CCM, 2015).
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12. CONCLUSIONES

13.

e Los metabolitos secundarios detectados en el extracto etanolico de hojas de Chenopodium
ambrosioides L. a través del tamizaje fitoquimico corresponde a la presencia de flavonoides
(ensayo de Shinoda), saponinas (ensayo de espuma), triterpenos y/o esteroides (Lieberman-
Bouchard) lo cual justifica las propiedades antimicéticas que registra esta especie. Y de acuerdo
con los parametros fisicos y quimicos se pudo establecer que la materia vegetal estad en
condiciones Gptimas para su utilizacion, puesto que el porcentaje de rendimiento y el porcentaje
de cenizas totales de esta especie se encuentra dentro de lo establecido por la normativa.

e El extracto etandlico de hojas de paico presentd actividad antimicética en concentraciones
de 25%, 75% y 100% frente a C. albicans, la mayor actividad antimicética se encontrd en
concentracion de 100 %, debido a que se formé un halo grande, que indica una alta sensibilidad,
seguida de la concentracion de 75%, en el cual se observd una sensibilidad intermedia y a la
concentracion de 25% la cepa de estudio mostro resistencia. En conclusion, la planta representa
un gran potencial antimicaético, que hasta la actualidad no ha sido estudiada como es debido, por
lo que se recomienda realizar estudios sobre la especie vegetal para descubrir sus posibles
compuestos bioactivos que pueden ser capaces de combatir la C. albicans.

e Finalmente, se compard la actividad antimicotica del extracto etandlico de paico a
concentraciones de 25%, 75% y 100% frente a discos de sensibilidad miconazol y fluconazol,
mediante el test de disco (Kirby Bauer). En el cual se determiné que el fluconazol no inhibe por
completo el crecimiento de la C. albicans, mientras que el miconazol inhibe por completo al

patdgeno, al igual que la concentracion del 100% del extracto etandlico de las hojas de paico.
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14, RECOMENDACIONES
15.
e Una vez que la materia primaria se encuentre triturada, colocar alcohol al 96% y almacenar

en frascos &mbar en la oscuridad para evitar que esta se evapore.

e Realizar las pruebas de tamizaje fitoquimico con las diferentes partes de la planta de
Chenopodium ambrosioides L. ya sea, raiz, tallo, semillas, con la finalidad de comparar e

identificar la parte con mayor contenido de metabolitos secundarios.

e  Cuando se realice el tamizaje fitoquimico de la especie vegetal, se recomienda realizar de 2

a 3 repeticiones con la intencion de obtener resultados precisos y reales.

e Ampliar las investigaciones sobre el efecto antimicotico de Chenopodium ambrosioides L.
sobre C. albicans considerando otros métodos de extraccién como: aceite esencial o extracto
hidroalcohdlico.

16.
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17. GLOSARIO

18.

Antibiograma: Esta prueba determina que tan efectivo un agente antimicrobiano o antifngico
contra un microorganismo u hongo que ocasiona una infeccion y determina si el
microorganismo ha desarrollado resistencia a ciertos antibidticos. Los resultados de esta prueba
ayuda a elegir el medicamento o la combinacion de medicamentos que sera méas eficaz para

tratar la infeccién (Rodriguez et al., 2017, p. 3).

Cenizas totales: Determina la cantidad de sustancias inorganicas presentes en las drogas

vegetales, como, metales pesados, sales, arena etc., que pueden afectar la calidad de las drogas
(Cabrera et al., 2012, p. 270).

Ergosterol: Es un componente lipidico de la membrana celular del hongo, sobre el cual actla la
mayoria de los farmacos antimicéticos, es capaz de modificar la fluidez y permeabilidad de la

membrana (Venegas 2018, p. 6).

Fitoquimico: Permite detectar e identificar los principios activos responsables de las
propiedades atribuidas a la droga vegetal (Torres y Martinez, 2009, p. 5).

Inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en el que no se
produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculado con el germen. El antibiético se
aleja del disco segin un gradiente de dilucion, de modo que, a mayor distancia, menor

concentracion (Picazo 2012, p. 4).

19.

20. McFarland: Es una escala de turbidez, que se utiliza en Microbiologia para
estandarizar las concentraciones de una suspencion bacteriana o fangica. Es una
mezcla de &cido sulfarico (H2SO4) y el cloruro de bario (BaCl2) (Jarrin 2018, p. 36).

21.

Resistente: Indica que el tratamiento del proceso infeccioso con determinado antibi6tico en

especial, fallara y que la bacteria no sera eliminada por dicha terapia (Vazquez 2022, p. 2).

Sensible: Existe una alta probabilidad de que la bacteria sea eliminada y que el paciente haya

respondido adecuadamente a la terapia con el antibidtico (Vazquez 2022, p. 2).

22.
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LAS HOJAS DE PAICO
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ANEXO B:
MACERACION

PREPARACION DEL MATERIAL

PRIMA PARA

LA




31. ANEXO C: OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
PAICO
32.




33. ANEXO D: RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA
PRIMA: CENIZAS TOTALES
34.




35. ANEXO E: TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE PAICO
36.

Se evapor6 en bafio marfa, para Reactivos que se utilizo para el tamizaje

proceder a realizar los ensayos. fitoquimico.

g . E:
Ensayo de Shinoda Ensayo de Drangendorff




Ensayo de Espuma (Saponina)

Ensayo de Liebermann-  Burchard

(Triterpenos y/o esteroides)
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ANEXO F: PREPARACION DEL PATRON MCFARLAND

Acido sulfarico (H2S04) al 1% v el
cloruro de bario (BaCl2) al 1.175%.

Patron de McFarland 0,5 que contiene

aproximadamente 1 x 107 UFC.




39. ANEXO G: ACTIVACION DE LA CEPA DE C. albicans.
40.




41. ANEXO H: PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y LA
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA
42.




Efecto producido el extracto etandlico de

hojas de paico a una concentracién de
75% sobre la C. albicans

Efecto producido el extracto etandlico de
hojas de paico a una concentracion de
100% sobre la C. albicans




Efecto producido del miconazol sobre C.|  Efecto producido del fluconazol sobre C.

albicans albicans
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Medicion y comparacion de los halos de inhibicion.
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