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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la eficacia in vitro de los extractos supercriticos del orégano (Lippia
graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris),
apazote (Dysphania ambrosioides) frente a Candida albicans. POBLACION Y METODOS:
Estudio experimental realizado en el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, durante junio — julio de 2017; se utilizé el hongo levaduriforme Candida albicans
proveniente de un aislado clinico, cultivado en medio agar dextrosa Sabouraud; la eficacia
se evallo por medio de una réplica del método de difusion de Bauer Kirby adaptado con
tres técnicas distintas (técnica gota directa, gota fresca en papel filtro y gota seca en papel
filtro). RESULTADOS: Todos los extractos supercriticos presentaron halos inhibitorios
Unicamente con la técnica de gota directa, con dicha técnica, el extracto supercritico que
presentd eficacia fue el extracto de orégano en concentraciones a 100% y 50%, y de estas,
la concentracion al 100% evidencié una diferencia de medias estadisticamente significativa
(p valor = >0.0001). CONCLUSION: Los extractos supercriticos del orégano (Lippia
graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris),
apazote (Dysphania ambrosioides) presentan actividad antifangica (halo inhibitorio), solo el
orégano presenta eficacia in vitro para inhibir a Candida albicans con respecto con su

control positivo fluconazol (Hi Media ®) a través de la técnica de gota directa.

Palabras clave: Candida albicans, in vitro, eficacia, extractos.
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1. INTRODUCCION

Céndida albicans es el hongo levaduriforme mas frecuentemente aislado como
agente causal de infecciones en el ser humano vy, el principal productor de candidiasis de
la mucosa del tracto gastrointestinal y vaginal siendo el agente més aislado en candidemias
en el mundo.!' La candidiasis se considera una de las infecciones oportunistas mas
frecuentes en seres humanos. Su incidencia ha aumentado considerablemente en los
altimos 20 afios.1?*

Existiendo limitaciones al acceso de medicamentos a centros asistenciales, lo que
da como resultado directo la complicacion del cuadro clinico. Las plantas medicinales
representan un recurso coadyuvante importante disponible para los sectores mas
desfavorecidos, por lo tanto el problema identificado a resolver con el desarrollo de la
presente investigacion es el desconocimiento de la eficacia in vitro de extractos
supercriticos de plantas naturales del orégano, pericon, ajo, tomillo y apazote frente a
Céandida albicans.

En Guatemala se han hecho investigaciones in vitro sobre la sensibilidad de varios
microorganismos a extractos vegetales acetOnicos, acuosos, metanolicos o aceites
esenciales.®>* No obstante, dichos extractos tienen la desventaja de presentar residuos de
disolventes e impurezas, a diferencia de los extractos supercriticos, ya que el proceso de
extraccién supercritica es mas efectivo en cuanto a la obtencién de compuestos organicos,

presentando mejor rendimiento de extraccién en menor tiempo que otros métodos. 4°

En la Facultad de Ciencias Médicas no existen estudios que comprueben la
inhibicion in vitro de Candida albicans por parte de plantas medicinales, por lo que con base
a lo anterior surge la iniciativa de realizar un estudio experimental que compruebe la
contribucién de las plantas medicinales en la inhibicién del crecimiento in vitro de Candida
albicans.

Se experimentaron dichos extractos por medio de una réplica del método de difusion
de Bauer Kirby, adaptado con tres técnicas distintas (gota: directa, fresca en papel filtro y
seca en papel filtro) demostrandose que los cinco extractos supercriticos presentan
actividad antifangica in vitro contra Candida albicans Unicamente con la técnica de gota

directa.






2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Marco de antecedentes

En Guatemala las etnias indigenas de origen maya han heredado amplia variedad
de conocimientos sobre el uso de las plantas medicinales. En los Gltimos afios ha tomado
gran importancia el estudio de la medicina natural, con el objetivo de encontrar nuevas
alternativas en el abordaje terapéutico ya que se ha observado con mas frecuencia la

resistencia hacia tratamientos farmacolégicos.®
2.1.1 Ambito internacional

En México en el afio 2003 se realiz6 un estudio para demostrar la existencia de
actividad antifungica del extracto metandlico de las semillas de Annona Cherimolia
(Chirimoya), los resultados obtenidos fueron que a valores de concentraciones minimas
inhibitorias de 4 mg/mL hubo inhibicion del crecimiento fangico para Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus niger y Candida albicans: y 8 mg/mL para Trichophyton

rubrum.®

En Lima, Peru en el afio 2005 se realizé la tesis determinar la actividad antifungica
contra Céandida albicans y Aspergillus Niger de diez plantas medicinales de tres
departamentos del Per(, donde los resultados obtenidos fueron que los extractos etanolicos
a una concentracion de 25 mg/ml de las partes aéreas de Hipericum laricifolium
(chinchango), corteza de juglans neotropica Diels (nogal), hojas de Piper Spp (matico),
hojas de Psidium Guajava L. (guayaba), corteza e hijos de Schinus molle L. (Gualeguay) y
planta entera Spartium Junceum L (gayomba) tienen actividad antifingica significativa con

un halo de inhibicién mayor a 18 mm excepto para la Ultima que es de 15 mm.’

En México en el afio 2008, se realiz6 el estudio para determinar la actividad
antifingica de un extracto de Propdleo de la abeja Apis mellifera, proveniente del estado de
México, los resultados concluyeron que el extracto etandlico al 15% de Propdleo de la
abeja Apis mellifera procedente del apiario de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las levaduras Candida
albicans (ATCC 14055) y Cryptococcus neoformans, y sobre el hongo filamentoso
Aspergillus fumigatus, el cual fue demostrado mediante dos pruebas de susceptibilidad:

difusion en agar y microdilucion, lo cual sugiere el posible potencial del Propoleo en el



tratamiento de las enfermedades causadas no solo por hongos levaduriformes, sino,

también, por hongos filamentosos.®

En el afio 2011, en Bolivia se realiz6 el estudio in vitro con objetivo de demostrar la
actividad antifingica de extractos vegetales del género Baccharis sobre Candida Albicans.
Los resultados obtenidos fueron que de los extractos ensayados, el extracto acuoso de
Baccharis latifolia (chilca) presenta poca o ninguna turbidez, indicio de que existe una
actividad inhibitoria en las primeras concentraciones diluidas. Por otro lado se observo la
presencia de poca turbidez para las otras subespecies de Baccharis, lo que indica que
puede existir cierto porcentaje de inhibicion.®

En Colombia se han realizado estudios acerca de este a&mbito, como lo podemos
observar en el articulo publicado en el afio 2011, que tuvo como objetivo demostrar la
actividad antifiingica contra Candida albicans de aceites esenciales y extractos de plantas
medicinales y arométicas. En los resultados se encontré actividad del 17.57% de las
muestras. La mayor actividad se obtuvo con los aceites de Piper bredemeyeri Jacq y Lippia
inhibieron la formacion de tubo germinal y la gemacion. El aceite de P. bredemeyeri Jacq y
el extracto de M. royoc L mostraron actividad fungicida con dos veces la concentracion
inhibitoria minima. Se encontré un efecto sinérgico por la combinacion del aceite de P.
bredemeyeri Jacq e itraconazol, pero no con anfotericina B. Las muestras activas no fueron

citotoxicas, excepto el aceite de P. bredemeyeri Jacq.*®

En Camerun, en el afio 2012, se realiz6 un estudio con el objetivo de comprobar la
actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto y compuesto de las hojas de Hypericum
lanceolatum. Los resultados reportaron que el extracto metandlico de las hojas de
Hypericum lanceolatum (chinchango) tiene una concentracion inhibitoria minima de 512
pMg/mL contra Candida albicans y Cryptococcus neoformans y de 64 ug/mL contra

Trichophyton rubrum. *

En el afio 2013 nuevamente en Lima, Perl se evaluaron las siguientes plantas:
Hypericum laricifolium (chinchango), llex guayosa loes (guayusa) Juglans neotropica
(nogal), Piper spp. (matico), Piper lineatum (luto), Psidium guayava (guayaba) Senna
reticulata willd (retama) y Terminalia catappa (castafiilla) con el objetivo de demostrar la
actividad antifiingica de dichas plantas. Los resultados reportaron que todos los extractos
estudiados tuvieron actividad antifungica (halo de inhibicién > 18 mm) contra Candida
albicans ATCC 10231 y ninguno contra Aspergillus niger ATCC 16404. *2
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En el afio 2015, en Quito, Ecuador, realizan la tesis con el objetivo de medir el efecto
antifngico del aceite esencial del Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus
(hierba Luisa), sobre cepas de Candida albicans en comparacién con la nistatina estudio in
vitro” de la odontdloga Lupe Chamba. En los resultados se observd que a mayor
concentracion tanto del aceite esencial de Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) como
Origanum vulgare (orégano) presentan mayor accion inhibitoria frente a las cepas de
Céandida albicans.'?> Se pudo comprobar que los dos grupos de aceites esenciales en
investigacion en las distintas concentraciones “25%, 50%, 75%, 100%” tuvieron un efecto

inhibitorio superior al control positivo de la Nistatina. 31
2.1.2 Ambito nacional

En Guatemala se han realizado estudios que han confirmado la actividad
farmacoldgica de plantas medicinales de uso comun por la poblacion. En el afio 2009 se
presenta una tesis que tuvo como objetivo determinar la Inhibicion de Gardnerella Vaginalis
y seis especies de Candida, por extractos de plantas utilizadas para el tratamiento de
infecciones vaginales” donde en los resultados se encontraron actividad inhibitoria para el
género Candida en las especies de C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. stellatoidea, C.
tropicalis por parte de las plantas medicinales Buddleja americana (salvia santa), Salvia
microphylla (mirto), Dioscorea alata (flame), Tagetes lucida (pericén), Lippia graveolens

(orégano), Plantago major (llantén) propias de las distintas regiones del pais.'?
2.2 Marco teérico
2.2.1 Teoria miasmatica

La teoria miasmatica de la enfermedad fue una teoria formulada por Thomas
Sydenham y Giovanni Maria Lancisi para ellos los miasmas eran el conjunto de
emanaciones fétidas de suelos y aguas impuras, eran la causa de enfermedad.'*

Algunos cientificos retoman la teoria de las miasmas, asegurando que la
fermentacion de la sangre produce gases toxicos responsables de varias enfermedades,
como el colera, viruela vy sifilis; el aire transportaba estos gases que se combinaban con
otros provenientes de la descomposicion de la materia orgéanica en la tierra'y eso provocaba
las emanaciones del aire.

Se pensaba que los remedios para dispersar los miasmas y reducir la mortalidad
eran el desagiie cerrado y los sistemas de alcantarillado complementados por la recoleccién

de basura, bafios publicos y saneamiento.*



2.2.2 Teoria microbiana de la enfermedad

La primera prueba experimental de un agente biolégico como causa de una
enfermedad epidémica la proporciond Agostino Bassi (1773-1856), quien estudio la
enfermedad de los gusanos de seda calcinaccio o mal del segno, que consiste en que el
gusano de seda se cubre de manchas calcéreas de color blanquecino y consistencia dura
y finamente granular, especialmente después de que muere; explorando y comprobando la
hipotesis de que la causa fuera un "germen externo que entra desde fuera y crece", lo que
resultd correcto, Bassi identificoO al agente causal como una planta criptbgama u hongo
parasito.*®

Otro partidario de la teoria infecciosa de las enfermedades contagiosas, fue Jacob
Henle (1809-1885), Henle sefiala que para convencernos de que un agente bioldgico es la
causa de un padecimiento es indispensable que se demuestre de manera constante en
todos los casos, que se aislé in vitro de los tejidos afectados y que a partir de ese
aislamiento se compruebe que es capaz de reproducir la enfermedad. Estos tres
procedimientos (identificacion, aislamiento y demostracién de patogenicidad son lo que se
conoce como los postulados de Koch-Henle y que durante afios sirvieron de guia (y todavia

sirven) a las investigaciones sobre la etiologia de las enfermedades infecciosas.®

2.3 Marco Conceptual
2.3.1 Enfoque de las plantas medicinales

Las plantas constituyen un componente valioso para el sistema de salud, sobre todo
en los paises en vias de desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que
mas del 80% de la poblacibn mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion sanitaria y gran parte de los tratamientos tradicionales implica el
uso de extractos de plantas o0 sus principios activos. De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud, una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos terapéuticos o cuyos

principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos.*®

Las plantas medicinales tienen importantes aplicaciones en la medicina de hoy en
dia, ya que son fuente directa de agentes terapéuticos que se pueden emplear como
materia prima para la fabricacion de medicamentos semisinteticos mas complejos,
utilizando la estructura quimica de sus principios activos los cuales se pueden utilizar como

marcadores taxondémicos en la busqueda de nuevos medicamentos.!®
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2.3.2 Historia de las plantas medicinales

Los conocimientos sobre las plantas medicinales, antes del nacimiento de la
escritura se realizaban oralmente. El primer texto escrito sobre plantas medicinales tiene
unos 4.000 afios de antigliedad y aparece en una tablilla de arcilla en la cultura de los

sumerios, antiguo pueblo que equivale al actual Iraq.t’

En la india, han dejado referencias escritas del uso de plantas medicinales que data
desde el afio 800 a.C (antes de Cristo) que se encuentran incluidos dentro del Ayurveda.
En el afio 460 a.C el fisico griego Hipdcrates padre de la medicina, se considera el autor
del aforismo “deja que la comida sea tu medicina y tu medicina tu comida” donde hacen uso
de plantas para curar enfermedades y mantener un buen estado de salud. En los afios 40
-90 d.C (después de Cristo) a Dioscorides se le atribuye el primer escrito de naturaleza
cientifica trabajo titulado materia médica, obra que sirvi6é de referencia hasta el siglo XV en
donde hace énfasis en las plantas medicinales revisando mas de 682 especies.!’

2.3.3 Plantas medicinales
2.3.3.1 Orégano

e Taxonomia
Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae, Subfamilia: Nepetoideae, Tribu: Mentheae, Genero: Origanum,

Especie: Lippia graveolens. Nombre cientifico: Lippia graveolens®®

e Nombre comun: orégano *®
Bajo el nombre de orégano se conocen mas de 53 plantas, en Guatemala hay dos

tipos distintos: Origanum vulgare y lippia graveolens.8

e Descripcion
Es una planta perene, de 20 a 30 cm de alto, ramificada en su parte superior,
aromatica y con cierto tinte rojizo. La planta forma un pequefio arbusto achaparrado (grueso
y bajito) de unos 45 cm de alto. Los tallos, que a menudo adquieren una tonalidad rojiza,
se ramifican en la parte superior y tienden a deshojarse en las partes mas inferiores. Las
hojas surgen opuestas, ovales y anchas de entre 2-5 cm, con bordes enteros o ligeramente
dentados y con vellosidad en el haz. Toda la planta posee unas pequefas glandulas donde

esta contenida la esencia aromatica, de color amarillo limén, compuesta por un



estearopteno y dos tipos de fenoles, principalmente carvacrol y en menor proporcién timol.

Las raices contienen estaquiosa y los tallos sustancias tanicas.'®

e Origen
Originaria de Mesoamérica. En Guatemala se cultiva principalmente en Chiquimula,

Zacapa, El progreso, Jutiapa, Jalapa e Izabal.

¢ Composicion quimica

Se compone principalmente de monoterpenoides y monoterpenos, Se han
identificado mas de 60 compuestos diferentes, siendo los principales el carvacrol y timol,
gque van desde cero hasta mas del 80%, mientras que los compuestos abundantes menores
incluyen p-cimeno, y terpineno, cariofileno, spathulenol, germacreno-D, alcohol B-fenchyl y
O-terpineol. El carvacrol se ha encontrado como un inhibidor para el crecimiento de la
levadura candidiasis. La alta actividad antioxidante es debido al alto contenido de &cidos
fenolicos y flavonoides. El flavonol retusin se puede encontrar en Lippia graveolens.8

e Propiedades medicinales

Entre sus propiedades destacan:

Propiedades antibacteriana: Estudios realizados demuestran que la tintura e

infusién de las hojas tienen inhibiciéon bacteriana de amplio espectro.*®

Propiedades antifingicas: El extracto etandlico es activo contra gran variedad de

hongos.*®
Propiedades digestivas: Se ha comprobado su utilidad antiespasmadica y ténica.'®

Propiedades respiratorias: La infusion de orégano ha sido utilizada como un auxiliar

en el tratamiento de la tos y como expectorante.!®



2.3.3.2 Pericon

e Taxonomia
Reino: Plantae, Divisiébn: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Asterales,
Familia: Asteraceae, Tribu: Tageteae, Genero: Tagetes, Especia: Tagetes Lucida. Nombre

cientifico: Tagetes lucida.t® 20

e Nombre comun: Pericén o yerbanis.192°
o Descripcion
Tiene hojas pequeiias y verdes, muy aromaticas, y flores amarillas en verano.® 20
e Origen
Se encuentra en los llanos, campos y al lado de las carreteras en los bosques de

pino-encino templados de México y de Guatemala.

e Composicién Quimica
Las hojas y flores contienen aceite esencial (limoneno, 16.5%; B-ocimeno, 14%; B-
cariofileno, 28%; mirceno; anetol, alilanisol, esdragol, metieugenol, linalool), alcaloides
cuaternarios, flavonoides  (quercetagetina, patuletina),  saponinas, taninos,
leucoantocianinas, poliacetilenos, glicésidos cianogénicos, cumarinas (herniarina o 7-
metoxicumarina), derivados de tiofeno, a- tertienilo, goma, dextrina, grasas, pectina, resinas

acidicas y sales minerales.% 2°

e Propiedades medicinales

Entre sus propiedades destacan

Propiedades antibitticas: Se ha detectado actividad inhibitoria contra Salmonella

pyogenes.t® 20

Propiedades digestivas: Principalmente para dolores de estbmago, también se le

emplea en célico estomacal.® 2°
Propiedades ginecoldgicas: Disminuye célicos menstruales.® 2°

Propiedades antifungicas: Se sefiala que la planta es efectiva cuando se utiliza en
procesos infecciosos que involucran a estos organismos y relacionados con Candida

albicans.® 20


https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20est%C3%B3mago
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=c%C3%B3lico

2.3.3.3 Ajo

e Taxonomia
Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Liliopsida, Orden: Asparagales,
Familia: Amaryllidaceae, Subfamilia: Alloideae, Tribu: Allieae, Genero: Allium, Especie:

Allium sativun. Nombre cientifico: Allium sativum.?°

¢ Nombre comuan: Ajo
o Descripcion
Es una planta perenne con hojas planas y delgadas, de hasta 30 cm de longitud.
Las raices alcanzan facilmente profundidades de 50 cm o més. El bulbo, de piel blanca,
forma una cabeza dividida en gajos que cominmente son llamados dientes. Cada cabeza
puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se encuentra envuelto en una
delgada capa de color blanco o rojizo. Cada uno de los dientes puede dar origen a una
nueva planta de ajo, ya que poseen en su base una yema terminal que es capaz de
germinar incluso sin necesidad de plantarse previamente. Este brote comienza a aparecer
luego de los tres meses de cosechado, dependiendo de la variedad y condiciones de
conservacion. Las flores son blancas, y en algunas especies el tallo también produce
pequefios bulbos o hijuelos. Un par de semanas antes de que el ajo esté dispuesto para
ser cosechado, brota un vastago redondo que tiende a enroscarse conocido por porrino;
este porrino es una delicia gastronémica. Una caracteristica particular del bulbo es el fuerte
olor que emana al ser cortado. Esto se debe a dos sustancias altamente volatiles, la alicina

y el disulfuro de alilo.?°

e Origen
Se cree que es originario del Asia central, llego a américa durante la colonizacion

en el siglo XV, en Guatemala se cultiva principalmente en Huehuetenango y Solola. 2°

e Composicién quimica
Esta formado por Agua 70%, Hidratos de carbono 23% (fibra 1%), Proteinas 5%,
Lipidos 0, 3%, Potasio 400 mg/100 g, Sodio 30 mg/100 g, Fésforo 140 mg/100 g, Calcio 14
mg/100 g, Hierro 1, 5 mg/100 g, Vitamina C 11 mg/100 g, Vitamina A 60 microgramos/100
g, Vitamina B1 0, 2 mg/100 g. También contiene sustancias altamente volatiles llamadas

alicina y disulfuro de alilo.?®
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o Propiedades Medicinales

Entre sus propiedades destacan

Propiedades nutricionales: El ajo contiene pocas calorias, pero es muy rico en
vitamina C, vitamina B6 y manganeso.

Propiedades digestivas: ayuda a procesar mejor lo alimentos. Prevenir las

inflamaciones estomacales e intestinales, e incluso puede eliminar bacterias dafiinas en los
intestinos.

Propiedades antifingicas: ayudan a combatir las infecciones por Candidiasis.?°

2.3.3.4 Tomillo

e Taxonomia

Reino: Plantae, Division: Mgnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Lamiales,
Familia: Lamiaceae, Subfamilia: Nepetoideae, Tribu: Mentheae, Genero: Thymus. Nombre
cientifico: Thymus. 2°

e Nombre comuan: Tomillo
e Descripcion
Arbusto enano muy aromatico. Tallos rigidos y lefiosos, cubiertos de pelos blancos.
Las hojas son estrechas y diminutas, de margen recurvado. Las flores pueden ser de

blancas a purpuras, con tubo petalino recto y estambres salientes, se agrupan en racimos
terminales muy densos.?

e Origen

Son nativas de las regiones templadas de Europa, Africa del Norte y Asia.

e Composicién quimica
Los principales componentes activos del tomillo: Acidos: &cido nicético, cafeico,
oleandlico, ursélico, rosmarinico. Minerales: aluminio, cobalto, calcio, magnesio y hierro.
Vitaminas: tiamina, niacina, vitamina C. Flavonoides: cirsilineol, timonina, narnigenina,
erodictol, apigenina, luteolina, quercetina y rutina, taninos, betacarotenos. El aceite esencial

contiene: timol, linalol, carvacrol, p-cimeno, gammaterpineno, alfa-terpineol, aneol y
borneol. 222
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e Propiedades medicinales

Entre sus propiedades destacan

Propiedades digestivas: Es una planta estimulante del aparato digestivo,
contrarresta espasmos intestinales. También es una planta estimulante del apetito, siendo

recomendada en casos de anorexia o falta de apetito. 222 2

Propiedades carminativas: El timol y el carvacrol ayudan a expulsar el gas

acumulado en el aparato digestivo, puede ser de ayuda para tratar la flatulencia. 2 22 2

Propiedades nutricionales: Planta rica en hierro y otras vitaminas, su alto contenido en
hierro hace que sea una planta adecuada para tratar problemas de anemia o para casos de

dietas bajas en dicho mineral. 22223

Propiedades analgésicas: También puede aliviar el dolor de garganta en caso de
tener anginas. Esta planta puede reducir ligeramente los dolores relacionados con la
menstruacion y facilitar el vaciado evitando problemas que pueden originar dolor de cabeza,

gastritis, retencion de liquidos y cambios de humor. 222 23

Propiedades antisépticas: El timol proporciona al tomillo propiedades desinfectantes
gue lo convierten en un potente antiséptico para el aparato respiratorio, siendo capaz de
eliminar gérmenes ademas de reducir sintomas (como la fiebre o el malestar) relacionados

con las infecciones que estos producen. 222 23

Propiedades tranquilizantes: Se considera al tomillo como un relajante natural.
También puede ser eficaz en caso de cansancio 0 pesadez gracias a su contenido en lisina,
gue es un aminoacido imprescindible en el organismo y cuya falta puede provocar sintomas

como cansancio o pesadez. 2122 23

Propiedades antifingicas: Las propiedades antimicéticas del tomillo unidas a sus
propiedades antisépticas hacen que sea una planta adecuada para tratar casos de vaginitis

e infecciones por Candida albicans. 222 23
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2.3.3.5 Apazote
e Taxonomia
Reino: Pantae, Clase: Magnoliopsida, Orden: Caryophyllales, Familia:
Amaranthaceae, Subfamilia: Chenopodioideae, Genero: Dysphania, Especia: Dysphania
Ambrosioides. Nombre cientifico: Dysphania ambriosioides 23 24

e Nombre comln: Apazote, epazote o paico en paises hispanoamericanos. 2% 24
e Descripcion
Tiene un tallo estriado de color verde oscuro con manchitas rojizas, sus hojas son
ovaladas, y presentan ondulaciones irregulares en las orillas. El epazote florece en verano
y en otofio, sus florecillas son pequefias y verdosas, y estan agrupada en pequefios racimos

con hojas a los lados. % 24

¢ Origen
México y muchos otros paises de Hispanoamérica, como Argentina, Bolivia, Chile,
Colombia, Ecuador, Guatemala, El Salvador, Paraguay, Pert y Venezuela, asi como en el
sur de los Estados Unidos. 2% 24

¢ Composicion quimica
Contiene aceite esencial (0,8-1%), los frutos contienen hasta un 1%. Contiene un
peroxido terpénico, el ascaridol (60-80%), p-cymol (22%), carburos terpénicos (cimeno,

limoneno, alfa terpineno), d-alcanfor, salicilato de metilo, safrol. Saponinas, leucina. 23 24

e Propiedades medicinales

Entre sus propiedades destacan

Propiedades antiparasitarias: destaca como antihelmintico, especialmente efectivo
frente a ascaris y anquilostoma, menos frente a oxiuros. Emenagogo, antiespasmadico.

Indicado para parasitos intestinales: ascaridiasis, anquilostomiasis. 2 24
Propiedades digestivas: Cominmente se cree que previene la flatulencia. 23 24
Propiedades respiratorias: disminuye la tos y controla el asma. 23 24
Propiedades Nerviosas: contrarresta histeria y corea. 23 24

Propiedades ginecoldgicas: se utiliza en tratamientos de amenorrea, dismenorrea.
23,24
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2.3.4 Fluidos supercriticos (Extracto natural)

Tradicionalmente se conocen los tres estados clasicos de la materia: gas soélido y
liquido. Asi como los distintos procesos fisicos por los cuales la materia cambia de estado.
Sin embargo desde mediados del siglo XIX se conoce otra fase de la materia el estado
supercritico. Este estado se obtiene al mantener una sustancia a una temperatura y presion

por encima de su punto critico (de lo que deriva su nombre). °,2

Los fluidos supercriticos ofrecen recursos para alcanzar propiedades propias de un
gas y un liquido sin alterar la estructura quimica del compuesto con el que se trabaja. Esto
es debido a que en un fluido sometido a estado supercritico la linea de separacion de fases
liquido gas se interrumpe. Esto implica la formacion de una sola fase en la que el fluido
tiene caracteristicas intermedias entre las de un gas y un liquido. Especificamente las
caracteristica supercriticas son una alta densidad (como la de los liquidos) y una gran
dilucidad (tal como los gases). 52>

Al igual que los gases los fluidos supercriticos poseen densidad enormemente
variable en relacién a su temperatura y presion sin embargo a diferencia de los gases
alcanzan densidades muy cercanas a los liquidos. De modo que la principal caracteristica
de los fluidos supercriticos es el amplio rango de densidades que pueden presentar en

dependencia de las condiciones de temperatura o presion a los que estén sometidos. >

Dada la relacién directa que existe entre la densidad de un fluido con su capacidad
de actuar como solvente los fluidos supercriticos son excelentes solventes a través de

pequefias variaciones en la presién o temperatura. >%

El uso de fluidos supercriticos como solventes para la extraccion de metabolitos
organicos, ha recibido especial atencion en los Ultimos afios debido a su mayor eficiencia;
menor tiempo de extraccion y utilizacion de menor cantidad de materia prima. Los fluidos
supercriticos (FSC) mas utilizados son: 6xido nitroso (N.O), amoniaco (NHs), hexafloururo
de azufre (SFs) y diéxido de carbono (COy). ® %27

Sin embargo en su mayor parte se utliza dioxido de carbono para extraer
compuestos orgénicos esto es debido a su nula toxicidad y bajo costo. Ademas de presentar
un punto critico de temperatura y presion razonables (31.1 grados centigrados y 7382 Kpa)
Asimismo el CO, supercritico tienen la habilidad de solventar un gran rango de compuestos
organicos no polares y de baja polaridad. Pero no es efectivo como solvente de compuestos

polares razén por la que se utiliza etanol al 95% como co-solvente. De modo que el extracto
14



obtenido presenta todos los metabolitos organicos tanto polares como no polares de la

muestra vegetal. 2% 2627
2.3.5 Proceso de extraccidon supercritica

El proceso de extraccion se lleva a cabo mediante un extractor supercritico con CO;
el cual consta de un cilindro de diéxido de carbono la celda de extracciéon (con su tapa y
termometro). Dos mandmetros (uno en la celda y otro en el tanque de COy), cuatro valvulas
(una de entrada, una de escape y dos de salida) un recipiente colector (probeta de vidrio) y

una banda calefactora externa eléctrica. 2% 27

El proceso tipico de extraccion consiste en un reactor en el que se introduce el
substrato original y una cantidad de di6xido de carbono. El sistema se presuriza y se
calienta hasta alcanzar condiciones supercriticas con el que el Di6xido de Carbono disuelve
los compuestos a extraer. A continuacion se transfiere el fluido a otra cAmara donde se
despresuriza la mezcla resultando la liberacién del soluto y la eliminacién del diéxido de

carbono como gas.?®

Se toma la muestra vegetal su muele y se coloca en la celda de extraccion. A
continuacién se agrega etanol al 95% y se cierra el sistema. Se eleva la temperatura en el
interior de la celda hasta 45 grados centigrados utilizando el calefactor eléctrico externo al
alcanzar la temperatura se presuriza el interior de la celda con CO; a 8963 Kpa. Permanece
el sistema bajo estas condiciones por una hora luego de la cual se recupera el extracto por

las valvulas de salida en la parte inferior de la celda y se colecta en una probeta. 252
2.3.6 In6culo

Término colectivo para referirse a los microorganismos 0 sus partes (esporas,
fragmentos miceliales, etc.) capaces de provocar infeccibn o simbiosis cuando se
transfieren a un huésped. El término también se usa para referirse a los organismos

simbidticos o patégenos transferidos por cultivo.?’
2.3.7 Eficacia

La eficacia es la capacidad de alcanzar el efecto que espera o se desea tras la
realizacion de una accion. Eficiencia, se refiere al uso racional de los medios para alcanzar

un objetivo predeterminado.?’
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2.3.8 Susceptibilidad.

El principal objetivo de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos (PSA) in
vitro es el proporcionar una guia para el manejo terapéutico de las enfermedades
infecciosas a través de la sensibilidad o resistencia de bacterias patdgenas aerobias y
anaerobias facultativas a diferentes compuestos antimicrobianos. Debido a que es
imposible predecir la susceptibilidad de una bacteria responsable de una determinada
infeccién a los antimicrobianos, las PSA efectuadas en el laboratorio microbiolégico se

convierten en un instrumento esencial para el manejo terapéutico de los pacientes. 28

Existen diferentes técnicas de laboratorio que pueden ser utilizadas para evaluar in
vitro la resistencia de las bacterias a diferentes agentes antimicrobianos. Entre estas
técnicas, la prueba de susceptibilidad de difusién en disco (técnica de Kirby Bauer) es la

mas comun, asi como las pruebas de macrodiluciéon en caldo y agar. 28

Para obtener unos resultados fiables y uniformes, las técnicas utilizadas, los medios
y los procedimientos empleados deben estar normalizados. Hoy en dia, el Clinical Laborator
y Standards Institute (CLSI) es responsable de la actualizacién y modificacion del
procedimiento original de Kirby y Bauer a través de un proceso de consenso global. Esto

asegura la uniformidad de la técnica y la reproducibilidad de los resultados. 28

Este método normalizado implica la colocacién de un disco de papel cargado de una
concentracion conocida de un antibiético sobre la superficie del agar en el que los
microorganismos han sido sembrados. De esta forma, se produce un gradiente de
concentracion y la sensibilidad de los microorganismos se indica segun el tamafio del halo
de inhibicion. El uso de medios de cultivo estandarizados y el control de las condiciones
durante la prueba son requisitos fundamentales en el ensayo microbioldgico de antibidticos

a la hora de lograr resultados satisfactorios. 28
2.3.9 Evaluacion de la susceptibilidad a antimicrobianos in vitro

Los métodos mas utilizados para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las
plantas medicinales han sido los de difusion y dilucion. En ambos casos existen factores
tales como: composicion del medio de cultivo, microorganismos de prueba, métodos de
extraccion y pH. Estas variaciones se han minimizado trabajando en condiciones

estandar.?®

En algunos estudios se han introducido ciertas modificaciones a los métodos con el

fin de mejorar los resultados pero los principios basicos continGian siendo los mismos. %
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2.3.10 Método de difusién

Se utilizan generalmente discos de papel filtro impregnado con las soluciones
antimicrobianas a ensayar. Estos se aplican sobre placas de agar inoculadas con el
microorganismo de prueba. Al ponerse en contacto los discos con el agar absorben agua
del medio con lo cual se disuelve la solucién y empieza a difundir a través de la capa de
agar. El mismo tiempo que el antibidtico y/o antinfungico que va difundiendo esta
sucediendo la multiplicacion bacteriana y/o fungica, durante la fase de crecimiento
logaritmico en la que la multiplicacién bacteriana ocurre méas rapidamente que la difusion
del antibidtico las bacterias que no han sido inhibidas seguirdn multiplicAndose hasta formar
un halo alrededor del disco que puede visualizarse luego de cierto tiempo de incubacion.
No habréa crecimiento en el area donde el antibidtico este en concentraciones inhibitorias
por lo tanto mientras mas susceptibles sea el microorganismo el diametro del halo sera

mayor.

Se han utilizado diferentes medios: agar Muller Hinton y Sabourou, algunos utilizan
el aditivo emulsionante Tween-80 (polisorbato 80) con diferentes cepas en papel filtro con
diametro de poro diferente. Han concluido que las variables que influyen son: la
concentracion y tipo de antibidtico el medio el tiempo de preparacion de la placa, la
profundidad del agar, la conservacién y manipulacion de los discos y la metodologia

utilizada. 2°
2.3.11 Hongos

Los hongos, también conocidos como eumycotas, son organismos pertenecientes
al Reino Fungi, agrupando a todos los eucariotas heterétrofos, unicelulares y multicelulares,
y Su nutricién se realiza por absorcion a través de la pared celular. Durante mucho tiempo,
los hongos fueron clasificados con las plantas (Reino Plantea), pero al ser estudiados
exhaustivamente se observé que poseian caracteristicas tan diferentes a cualquier otro
organismo que ahora se clasifican en un reino independiente. Su nutricién es heterétrofa,
no solo con respecto al carbono y al nitrégeno, sino también a otras sustancias. Los hongos
son heteroétrofos sapréfagos; es decir, que adquieren su alimento por descomposicion y
adsorcion de la materia organica a través de la membrana y pared celulares. Sus células
no suelen estar desnudas, salvo en los grupos inferiores, sino cubiertas por una membrana
protectora que suele ser de quitina (polimero de N-acetilglucosamina), y se agrupan para
formar talos filamentosos denominados hifas, cuya reunion constituye a su vez un micelio,

0 cuerpo vegetativo, que penetra el sustrato. %
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2.3.11.1 Candida

La Candida es un hongo unicelular, una levadura que forma parte de la flora
comensal o normal, de la piel y de la mucosa. Dentro de ellas, las mas aisladas como
agentes causales de infecciones en el hombre son: Candida albicans y otras especies del
género (se han descripto mas de 190 especies) como por ejemplo Candida parapsilosis,

Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida dubliniensis.*°

2.3.11.2 Candida albicans

Se ha determinado que las especies del género Candida conforman el grupo mas
importante de hongos patégenos oportunistas. Las especies incluidas en este género
constituyen la cuarta causa mas frecuente de infecciones nosocomiales septicémicas y

superan a cualquier patbgeno gramnegativo individual. *°

Céandida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia a partir de muestras
clinicas y generalmente representa entre un 90% y un 100% en muestras aisladas en
mucosas, entre un 50% y 70% de las cepas procedentes de pacientes con fungemias.
Alrededor de un 95% de estas Ultimas, corresponde a cuatro especies C. albicans, C.

glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis.*°
2.3.11.2.1 Morfologia

Todas las especies del género Candida se desarrollan como células levaduriformes
ovaladas (3 a 5 Um) que fueron yemas o blastoconidias. Con excepcién de C. glabrata, las
especies de Candida producen también seudohifas e hifas verdaderas. Por otra parte C.
albicans genera tubos germinales de pared grueso, hifas verdaderas en la mayoria de las

condiciones.3°

En condiciones in vitro, casi todas las especies de este género dan lugar a colonias
lisas en forma de domo de color blanco a crema. C. albicans y otras especies pueden sufrir
modificaciones fenotipicas, en las que una cepa de Candida se trasforma de manera
reversible en alguna de varias morfologias diferentes que comprenden desde la tipica
colonia lisa blanca, formada principalmente por células lavaduriformes de gemacion a

colonias muy peludas o vellosas, compuestas fundamentalmente por seudohifas o hifas.*°
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2.3.11.2.2 Epidemiologia

La especie del género Candida coloniza al ser humano y otros animales de sangre
caliente, por lo que se encuentran tanto en las personas como en los ambientes naturales.
El lugar primario de colonizacion es el tubo digestivo desde la cavidad bucal hasta el recto.
También se desarrollan como comensales en la vagina, la uretra la piel, bajo las ufias del

pie y mano. *

Se ha detectado la presencia de Candida albicans, el principal agente etiol6gico de
enfermedad en el ser humano en el aire el agua y el suelo, ademas del ser humano y los
animales. Se estima que entre un 25% y un 50% de las personas sanas, porta
microorganismos de Candida en la microflora normal de la cavidad bucal. C albicans
representaria entre un 70% y un 80% de las cepas. Las tasas de portadores orales son
significativamente mayores, en la poblacion pediatrica, los pacientes ingresados, los sujetos
infectados por el VIH, las personas con dentaduras postizas, los diabéticos, los individuos
sometidos a quimioterapia antineoplasica o antibioticoterapia y los nifios. Practicamente
todos los seres humanos pueden albergar uno o dos especias de Candida, en su tubo
digestivo y los niveles del estado del portador sano pueden aumentar hasta niveles de
enfermedad detectables u otras situaciones de alteracion de los mecanismos de defensa

del organismo anfitrién. *°

La principal fuente de infeccién causada por las especies de Candida (desde la
enfermedad mucosa y cutdnea superficial hasta la diseminacion hematdgena) es el propio
paciente, es decir la mayoria de los tipos de candidiasis representa una infeccion endégena
en la que la microflora comensal, aprovecha la oportunidad para producir una infeccion.
Para ello debe existir alguna diferencia en las barreras del anfitrion frente a Candida. Por
ejemplo la transferencia del microorganismo desde la mucosa digestiva, hasta el torrente
circulatorio exige la proliferacion excesiva de las levaduras en si nicho comensal, junto a un
fallo de la integridad de la mucosa digestiva. La transmision exégena de Candida también
ocasiona una proporcion de ciertos tipos de candidiasis. Como por ejemplos de tal
transmision se encuentran el uso de soluciones de irrigacion liquidos de nutricion

parenteral, transductores de presion vascular, valvulas cardiacas y corneas contaminadas.
30
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2.3.11.2.3 Enfermedades clinicas

En el marco adecuado las especies del genero Candida, pueden producir una
infeccidn clinica en practicamente cualquier sistema organico. El espectro de infecciones
abarca desde la enfermedad mucosa y cutanea superficial, hasta la diseminacion
hematdgena extensa con afectacién de 6rganos diana, como el higado, el bazo, el rifion,
el corazén y el cerebro. Las infecciones mucosas debidas a Candida (conocidas como
muguet), pueden limitarse a la bucofaringe o bien extenderse hacia el eséfago y el tubo
digestivo. En la mujer la mucosa vaginal, también constituye un lugar frecuente de infeccion.
Generalmente estas infecciones se observan en sujetos con una inmunosupresion local, o
generalizada, o bien en condiciones que favorecen la proliferacion de estas levaduras.
Estas infecciones suelen manifestarse con maculas blancas, semejantes al requeson en la
superficie de la mucosa afectada. Se han descrito también otras presentaciones como el
tipo seudomembranoso, en el que el raspado revela una superficie hemorragica
heterogénea: el tipo eritematoso formado por areas aplanadas de color rojizo que pueden
presentar escozor en algunas ocasiones: la leucoplasia candidiasica un engrosamiento
epitelial que no se desprende blanco causado por Candida y la queilitis angulas, fisuras
irritadas en las comisuras de la boca. Las especies del genero Candida, pueden originar
infecciones cutaneas localizadas en zonas en las que la superficie cutanea esta obstruida
o humeda (ejemplo: ingle, axilas, espacios interdigitales de los pies pliegues mamarios)
estas infecciones debutan con un exantema pruritico, con lesiones vesiculopustulosas
eritematosas. El paciente portador de una microflora mixta, que contenga especies de

candida puede desarrollar unicomicosis y paroniquia. *

La candidiasis mucocutanea crénica, es un trastorno infrecuente caracterizado por
una deficiencia en la capacidad de respuesta de los linfocitos T frente a Candida. Los
pacientes presentan lesiones mucocutaneas cronicas por Candida entre las que se
encuentras la afectacion ungueal extensa y la vaginitis. Las lesiones pueden adoptar un
tamafio relativamente grande y un aspecto granulomatoso deformante. La afectacion del
aparato genitourinario por Candida comprende desde la colonizacién asintomatica de la
vejiga, hasta abscesos renales, derivados de la diseminacion hematdgena. La colonizacion
vesical por las especies del género Candida se produce casi exclusivamente en sujetos que
requieren una sonda vesical permanente, padecen diabetes, presentan obstruccion urinaria

o se han sometido a alguna intervencién urinaria previamente. %
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La candidiasis hematdgena puede ser aguda o cronica y suele comportar la
diseminacion de la infeccién a tejidos profundos, como las visceras abdominales, el
corazdn, los ojos, los huesos y las articulaciones y el cerebro. La candidiasis
hepatoesplénica cronica se produce con posterioridad a un episodio de fungemia manifiesta
0 inadvertida y se manifiesta como un proceso indolente caracterizado por la fiebre, la
elevacion de la fosfatasa alcalina y la numerosa presencia de lesiones en el higado y el
bazo. La candidiasis del sistema nervioso central puede tener lugar como consecuencia de
una enfermedad hematégena o bien asociarse a intervenciones neuroquirlrgicos y
derivaciones ventriculo peritoneal. Este proceso puede remedar la meningitis bacteriana y
su evolucién puede ser indolente o crénica. La mayor parte de los casos de afectacion
cardiaca por Candida, se debe a diseminacion hematégena de la infeccion a una protesis
valvular o una valvula cardiaca dafiada, el miocardio o el espacio pericardico. El ojo se ve
afectado de manera frecuente en sujetos con candidiasis hematdgena el trastorno se
manifiesta con coriorretinitis y endoftalmitis. Por ello todos los pacientes que estén en riesgo
de presentar candidemia, deben someterse a exploraciones oftalmolégicas minuciosas y

frecuentes. También es posible observar una queratitis traumaética. °
2.3.11.2.4 Diagnéstico de laboratorio

Para el diagnéstico de laboratorio de la candidiasis es necesaria la obtencion de
material clinico adecuado para su estudio mediante microscopia directa y cultivo. Las
muestras de raspado de las lesiones mucosas 0 cutaneas se pueden examinar
directamente después de ser tratadas con hidroxido de potasio (KOH) al 10% o el 20% que
contenga blanco calcofluor. Las formas levaduriformes en gemacion y las seudohifas se
detectan con facilidad por medio de la microscopia de fluorescencia. Los cultivos en medios
micologicos estandar se emplean con la finalidad de aislar el microorganismo para su
posterior identificacion a nivel de especie. Con una frecuencia en constante estas muestras
se inoculan directamente en un medio cromogenico selectivo como el CHRO-M agar, el
cual hace posible la deteccién de la presencia de cada especie de Candida en la muestra
y la rapida identificacion de C. albicans (colonias verdes) y C tropicalis (colonias azules) en

funcién de sus caracteristicas morfolégicas. °
2.3.11.2.5 Tratamiento prevencion y control

Las infecciones mucosas y cutaneas se tratan por medio de diversas cremas topicas
lociones pomadas y supositorios que contienen distintos farmacos antifungicos del grupo

de los azoles. El tratamiento sistémico por via oral se basa en la administracion de
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fluconazol o itraconazol. La colonizacion vesical o la cistitis se tratan mediante la instilacion
de anfotericina B directamente en la vejiga (lavado vesical) o la administracién por via oral

de fluconazol. *°
2.3.12 Grupos de control cientifico

Es una parte del método cientifico necesaria para comparar conceptos. Su finalidad
es controlar tantas variables y atributos de los datos como sea posible, modificandolos de
a uno por vez, para evitar confundirlos. En lenguaje llano, podriamos decir que un control
permite al investigador afirmar que "dos situaciones eran idénticas hasta que se introdujo

el factor X, por lo que este resultado debié ser consecuencia de éste". 3!

Los grupos de control tienen como objetivo demostrar la certeza de los resultados
de la manipulacién de las variables en un experimento. Ademas de eliminar otras variables,
los grupos de control cientificos ayudan al investigador a mostrar que el disefio experimental
es capaz de generar resultados. Existen dos tipos principales de control, positivo y hegativo,
y ambos brindan a los investigadores formas de aumentar la validez estadistica de sus

datos.®!
* Grupo de control cientifico positivo

Los grupos de control cientificos positivos son aquellos en donde se espera que el
grupo de control brinde un resultado positivo y permiten al investigador demostrar que el
armado fue capaz de producir resultados. En general, un investigador utilizara un
procedimiento de control positivo, el cual es similar al disefio real con un factor que se sabe
que funciona. Los grupos de control cientifico positivos reducen las posibilidades de falsos

negativos.®!
* Grupo de control cientifico negativo

El control cientifico negativo es el proceso que consiste en utilizar el grupo de control
para asegurarse de que ninguna variable de confusion haya afectado los resultados o
eliminar las posibles fuentes de sesgo. Se utiliza una muestra que no se espera que

funcione.3!

Un control negativo también puede ser una forma de establecer un punto de
referencia. Un control positivo permite demostrar al investigador que el experimento fue
capaz de arrojar resultados y el control negativo determina una posible desviacion de

resultados.®!
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2.3.13 Fluconazol

Absorcién, distribucion y excrecion: El fluconazol, siendo familia de los tiazoles se
absorbe casi por completo en el tubo digestivo. Las concentraciones plasmaticas son
basicamente las mismas aunque el farmaco se administre por via oral o intravenosa y su
disponibilidad no se altera con el alimento o la acidez gastrica. Las concentraciones
plasméticas maximas son de 4 a 8 ug/ml después de dosis repetidas de 100mg. La
excrecion renal contribuye a méas del 90% de la eliminacion y su eliminacion es de 25 a 30
horas. El fluconazol se difunde con facilidad hacia los liquidos corporales, lo que comprende
leche materna, esputo y saliva; las concentracion en el liquido cefalorraquideo pueden

alcanzar 50 a 90% de los valores simultaneos en el plasma. 32 33

Interaccién farmacoldgica: El fluconazol es un inhibidor de las isoenzimas CYP3A4
y CYP2C9.%2

Indicaciones de su uso: en candidosis y candidemias, coccidioidomicosis no
sistémica, criptococosis meningea, terapia de mantenimiento en la criptococosis meningea
con sida y dermatofitosis. El fluconazol es el farmaco de eleccién para el tratamiento de la
meningitis por coccidioides debido a su buena penetracion en el liquido cefalorraquideo y

mucha menor morbilidad que con la anfotericina B intratecal. 32 33

Usos terapéuticos y dosis: Candidosis: El fluconazol, en dosis de 200mg en el primer
dia y luego 100mg al dia durante un minimo de dos semanas, es eficaz en la candidosis
bucofaringea. Se han utilizado dosis de 100mg a 200mg al dia para disminuir la candiduria
en los pacientes de alto riesgo. Una sola dosis de 150mg es eficaz en la candidosis vaginal
no complicada. Una dosis de 400mg al dia disminuye la frecuencia de candidosis profunda
en los receptores de alotrasplante de medula 6sea y es Uutil para tratar la candidemia de los
no inmunodeficientes. En los pacientes que no han recibido profilaxis con fluconazol se ha
utilizado satisfactoriamente el farmaco como tratamiento empirico de la neutropenia febril
en pacientes que no responden a los antibacterianos y que parecen tener un alto riesgo de

infecciones por hongos. 32 33

Efectos secundarios: los efectos secundarios en los pacientes que reciben el
farmaco durante méas de siete dias, sea cual sea la dosis son los siguientes: nausea, 3.7%;
cefalea, 1.9%; exantema, 1.8%; vomito, 1.7%; dolor abdominal, 1.7% y diarrea 1.5%. El
empleo de dosis altas puede ser limitado por la nausea. La alopecia reversible puede
presentare con el tratamiento prolongado en dosis de 400mg al dia. Se han comunicado

casos infrecuentes de muertes debidas a insuficiencia hepatica o sindrome de Stevens-
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Johnson. El fluconazol es teratdgeno en roedores y se ha relacionado con deformidades
Oseas y cardiacas en por lo menos tres lactantes nacidos de dos mujeres que tomaban
altas dosis durante el embarazo. El fluconazol corresponde a la categoria C, es decir, se
debe evitar durante el embarazo a menos que el beneficio potencial justifique el posible

riesgo para el feto.

2.3.14 Solucién salina normal o suero fisiologico.

El suero fisioloégico o solucion fisioldgica es una disolucion acuosa de sustancias
compatibles con los organismos vivos debido a sus caracteristicas definidas de
osmoticidad, pH y fuerza iénica.*

Estd compuesto de agua, electrolitos y, a veces, distintas sustancias, como por
ejemplo la glucosa, fuente de carbono y energia para el organismo, y de algunos
polisacaridos expansores. Contiene 154 mEq / L de Na* y CI'. Tiene un grado ligeramente
mayor de la osmolaridad (es decir, mas solutos por litro) que en la sangre. Sin embargo, si
se tiene en cuenta el coeficiente osmatico, una correccion para soluciones no ideales,

entonces la solucion salina es mucho mas cercana a lo isotonico.®*
2.3.15 Halo de crecimiento

Zona alrededor de un disco de antibidtico o antimicético en un antibiograma en el
que no se produce crecimiento bacteriano o fingico en una placa de agar inoculada con el

germen. Es una medida de la potencia del antibiético o frente al gérmen.®
2.3.16 Caja Petri o placa de Petri

Fue construida en el afio de 1877 por el bacteridlogo aleman Julius Richard Petri.
Es un instrumento de laboratorio el cual puede ser de cristal o de plastico, que consta de
una base circular, y las paredes son de una altura baja aproximadamente de 1 cm; y una
cubierta de la misma forma pero algo mas grande de diametro para que encaje como una
tapa. Los hay de diferentes diametros, los mas utilizados en el laboratorio son los de 10 cm
de diametro. Se utiliza en los laboratorios principalmente para el cultivo de bacterias,
hongos y otros microorganismos, soliéndose cubrir el fondo con distintos medios de cultivo
(por ejemplo agar). Si se quieren observar colonias, durante el tiempo de incubacion del
microorganismo sembrado en la placa ésta se mantiene boca abajo, es decir, apoyada
sobre la tapa. De este modo, el agar queda en la parte superior y al condensarse el vapor
de agua que generan los microorganismos por su metabolismo, cae sobre la tapa, evitando

gue los microorganismos se diluyan, manteniéndose fijo al sustrato.3®
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https://www.ecured.cu/Bacterias
https://www.ecured.cu/Agua
https://www.ecured.cu/Metabolismo

2.4 Marco geogréfico

Centro Universitario Metropolitano (CUM), zona 11 de la ciudad capital de

Guatemala.
2.5 Marco Institucional

2.5.1 Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala

El Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala inicio sus labores en el afio 2012. La Direccion
de Investigacion se encarga de dirigir estudios cientificos, tecnolégicos, biomédicos y
educativos en la Facultad de Ciencias Médicas. El laboratorio clinico brinda servicios de
diagndsticos rutinarios y especializados como lo son: Hematologia, urologia, coprolégica,
inmunologia, microbiologia clinica y bioquimica, patologia y biologia molecular. Cuenta con
laboratorios microbioloégicos debidamente equipados para el cultivo y realizacion de
pruebas in vitro de bacterias y hongos. Asi mismo tiene un cepario exclusivo donde se

cultivan diferentes clases de bacterias y hongos.*’

2.6 Marco Legal
2.6.1 Codigo de salud

Articulo 34: Promocion de la investigacion: El Ministerio de Salud promovera e
impulsara el desarrollo de politicas de investigacion en salud y el desarrollo tecnolégico con

la participacion de las instituciones que integran el sector.3®

Articulo 35: Politicas de investigacién: Las instituciones que conforman el sector en
coordinacién con otras instituciones que el Estado haya creado para tales fines, formular

politicas nacionales de investigacion en salud.*

Articulo 36: Capacidad en investigacion: El estado fortalecera la capacidad de las
instituciones que conforman el sector, en investigacion y desarrollo tecnolégico, fomentando
el desarrollo de centros de investigacion, mejorando la infraestructura existente, facilitando
la gestidon, administracion y ejecucion de proyectos asi como formando y capacitando

recursos humanos.?
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2.6.2 Cddigo deontoldgico

Articulo 88: Investigacion en Humanos: El avance en la medicina esta fundado en la
investigacion y por ello no se puede prescindir en muchos casos, de una experimentacion
sobre seres humanos, siendo la salud de éstos prioritaria para el médico-investigador, quien

debe respetar la dignidad de la persona por encima de la ciencia y la tecnologia. 3°
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar mediante el método de difusién en agar dextrosa Sabouraud la eficacia in vitro
de los extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo
(Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) frente a
Céandida albicans en el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala, durante los

meses de junio — julio de 2017
3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Demostrar cudl de los cinco extractos supercriticos presenta actividad antifingica
(halo inhibitorio).

3.2.2 Determinar a qué concentracion surge mayor actividad antifungica (halo inhibitorio).

3.2.3 Evidenciar cual de los cinco extractos supercriticos es eficaz para la inhibicién in vitro
de Candida albicans con respecto al control positivo.

3.2.4 Calcular la diferencia de la media de los extractos supercriticos entre las diferentes
concentraciones.
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4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis de investigacion

Ho. Ninguno de los extractos supercriticos de orégano, pericon, ajo, tomillo y apazote a tres

diferentes concentraciones es eficaz para la inhibicién in vitro de Candida albicans.

Ha. Al menos uno de los extractos supercriticos naturales del orégano, pericon, ajo, tomillo
y apazote es eficaz para la inhibicion in vitro de Candida albicans.

4.2 Hipotesis estadistica

Ho. No hay cambios entre las medias de los extractos supercriticos a diferentes

concentraciones.

Ha. Hay cambios entre las medias de los extractos supercriticos a diferentes

concentraciones.

Ho=X1=Xo=X3=X4=Xs

Ha=X1# Xo # Xs # X4 # Xs
Donde:

X = Media aritmética.
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5. POBLACION Y METODOS

5.1 Enfoque y disefo de la Investigacion

5.1.1. Enfoque: Cuantitativo.
5.1.2. Disefio: Experimental.

5.2 Unidad de analisis
5.2.1 Unidad de Andlisis

Registro de los distintos diametros de los halos inhibitorios en los cultivos, medidos
en milimetros y su porcentaje de efecto inhibitorio.

5.2.2 Unidad de Informacién

Antibiogramas del extracto supercritico en cajas de Petri con agar dextrosa

Sabouraud donde se inoculé Candida albicans y su comparaciéon con el control positivo.

5.3 Poblacion y muestra
5.3.1 Poblacién

Céandida albicans, proveniente de aislado clinico y cultivada en el cepario del
laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones de Biomédicas de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

5.3.2 Muestra

Cinco cajas de Petri con Candida albicans por tres técnicas distintas (técnica gota
directa, gota fresca con papel filtro y gota seca con papel filtro) y tres repeticiones por cada
técnica, fueron cultivadas y aisladas del cepario del Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

5.3.2.1 Marco muestral

Cuarenta y cinco cajas de Petri con Candida albicans cultivada.
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5.4 Seleccién de estudio
5.4.1 Criterios de Inclusion

Céandida albicans de aislado clinico en el cepario del Laboratorio Clinico del Centro
de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

5.4.2 Criterios de exclusion

Se excluy6 toda muestra contaminada.
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5.6 Técnicas, procesos e instrumentos a utilizar en la recoleccion de datos
5.6.1 Técnicas de recoleccion de datos

Se realizaron pruebas de actividad antifiungica con los extractos supercriticos por
medio de una réplica del método de difusion de Bauer Kirby adaptado con tres técnicas
distintas (técnica gota directa, gota fresca en papel filtro y gota seca en papel filtro) en el

medio de agar dextrosa Sabuoraud.
5.6.2 Proceso de recoleccién de datos
A- Proceso de seleccion de plantas.

Para la seleccion de plantas que se han incluido en el estudio, se realiz6 una breve
encuesta a habitantes de comunidades. Y se eligieron las cinco plantas medicinales mas

frecuentes utilizadas.

Las plantas que se tomaron en cuenta para el estudio provinieron de las distintas
regiones del pais, el personal técnico de laboratorio llevaron las plantas ala Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala donde fueron
identificadas taxonGmicamente por el Licenciado en Biologia Max Samuel Mérida Reyes
Colegiado 3901.

B- Proceso de extraccidn supercritico

Los extractos fueron proporcionados por el Laboratorio Ambiental del Centro
Universitario del Oriente (CUNORI) los cuales fueron fabricados por el método de extraccion
supercritica utilizando CO, como fluido supercritico solvente y etanol al 95% como

cosolvente.

Acto seguido, se agreg6 el CO; hasta alcanzar la presiéon supercritica de 8,963kPa,
luego se procedid a calentar el sistema a 45°C. Pasado una hora. Se recolecto el extracto
en una probeta, obteniéndose un litro de extracto y luego, para asegurar su esterilidad, se
filtr6, bajo condiciones estériles en una campana de flujo laminar, utilizando guantes
estériles, cofia, mascarilla y material estéril. Dicho filtrado se realizé con un filtro estéril de
nylon de 45 micras y se almaceno el extracto filtrado en un tubo de vacio estéril de vidrio
marca Vacutainer. Y de esta manera se obtuvo concentraciones al 100%, 50%, 25% de

cada extracto.
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C- Proceso de seleccién del hongo

El hongo que se utilizé fue un aislado clinico, identificado y cultivado en el cepario
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.
D- Preparacién del inéculo

Para la preparacion de la suspension del indculo, se utilizé el microorganismo
crecido en agar dextrosa Sabouraud de 24 horas para Candida albicans. Se suspendié los
microorganismos en solucion triptasa (5 ml) y se ajusto la turbidez al equivalente al tubo
cinco de la escala de Mcfarland para Candida albicans.

E- Preparacion de las placas.

El medio agar dextrosa de Sabouraud previamente reconstituido, esterilizado,
enfriado y mantenido a 45 °C, se distribuy6 de una manera homogenizada en placas Petri
de vidrios estériles de 90 mm de diametro, a razén de 20 ml por placa. Se dejo6 solidificar y

se rotulo con el nombre del microorganismo testigo (Candida albicans).
F- Método de Impregnacion de extracto supercritico en papel filtro.

Se fabricaron discos de papel filtro utilizando un sacabocados de 6 mm de diametro
marca Korff Honsberg, dichos discos fueron esterilizados en autoclave. Luego bajo
condiciones estériles se impregnaron los distintos extractos supercriticos a diferentes
concentraciones 100%, 50%, 25%. Para realizar la impregnacién se utilizaron jeringas
desechables estériles de tres mililitros, con jeringas calibre 22 G de 30 milimetros de largo

marca nipro. El volumen depositado sobre el disco para impregnarlo fue de una gota.

Se utilizé como control positivo fluconazol (Hi Media ®) impregnado y como control

negativo una gota de solucion salina estéril.
G- Cuantificacion del peso de la gota de extraccion supercritica.

Para cuantificar el peso exacto de la gota de cada extracto supercritico, se peso el
papel filtro no impregnado en una balanza analitica marca Ragwag modelo AS 220, luego
se peso6 el mismo disco ya impregnado con una gota del extracto, de modo que se obtuvo

por medio de una substraccién el peso de la gota (ver anexo 10).
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H- Colocacién del indculo en caja de Petri con agar dextrosa Sabouraud.

De la preparacion del in6culo, se empapo un hisopo estéril en el caldo de
Sabouraud, con el cual se sembré la caja de Petri con agar en sentido horizontal, vertical y
diagonal. Se dejo secar de tres a cinco minutos. De esta manera se cultivaron las cajas de
Petri.

I- Colocacién de los extractos supercriticos en caja de Petri
Se realizaron tres técnicas para la impregnacion de la gota del extracto supercritico
en la caja de Petri de la siguiente manera:
Técnica 1. Gota Directa

Se procedié a colocar una gota de 20 ul directa del extracto supercritico en la caja de Petri
previamente preparada con dextrosa Sabouraud e inoculada con Candida albicans.

La colocacién del extracto supercritico en la caja de Petri se realiz6 de la siguiente manera:

Segun las horas del reloj: a las 12 horas = concentracién al 100%, a las 3 horas =
concentracion al 50%, a las 6 horas = concentracion al 25%, a las 9 horas = control positivo

(fluconazol) y al centro de la caja de Petri el control negativo (solucién salino estéril).

Al colocar el extracto supercritico en la caja de Petri previamente preparada e
inoculada, se dejé reposar por 30 min, luego se incubo a 37 grados centigrados de 24 a 48
horas. Pasadas las 24 a 48 horas se midio los halos inhibitorios con el instrumento vernier

y se anot6 cada medicion realizada.
Técnica 2. Gota fresca.

Se procedio a colocar una gota de 20 ul del extracto supercritico en el disco de papel
filtro previamente esterilizado. Se esperé por 20 minutos y luego se coloco el disco de papel
filtro impregnado en la caja de Petri previamente preparada con dextrosa Sabouraud e

inoculada con Candida albicans.
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Técnica 3. Gota seca.

Se procedié a colocar una gota de 20 ul del extracto supercritico en el disco de papel
filtro previamente esterilizado. Una vez colocado la gota del extracto supercritico se
esterilizo el disco impregnado por 24 horas en incubadora a 37 grados centigrados.
Pasadas las 24 horas se colocé el disco de papel filtro impregnado en la caja de Petri

previamente preparada con dextrosa Sabouraud e inoculada con Candida albicans.
Se realizaron tres repeticiones por cada método.
J- Colocacion de cajas de Petri en horno incubadora.

Se colocaron a diferentes niveles de altitud en horno incubadora (alto, medio y bajo).
Con el fin de bloquear el gradiente de posicién y tener una mejor homogeneidad de las

variables.
K- Medicién del porcentaje de efecto inhibitorio

Por ultimo, a cada extracto supercritico se midié el porcentaje de efecto inhibitorio

por medio de la férmula propuesta por Martinez y colaboradores.

% Efecto Inhibitorio= [(Diametro del Halo inhibitorio del extracto en mm)/ (Diametro del halo

inhibitorio del control positivo en mm)] x 100 *'
7.6.2.1 Instrumentos de medicién

El instrumento que se utilizo fue una hoja de recoleccion de datos, estructurada con
las variables a investigar. Esta hoja de recoleccién de datos se encuentra rotulada con un
encabezado que contiene los datos de la Universidad de San Carlos de Guatemala, facultad
de Ciencias Médicas y los logotipos correspondientes a cada institucién. Seguido del

encabezado con el titulo del estudio.
La hoja de recoleccion de datos consté de la siguiente seccion:
Seccion No. 1. Extracto de planta natural.

Esta seccion permitié describir los cinco extracto supercriticos y estudiarlos. La hoja
de recoleccién de datos consta de los siguientes incisos: halo inhibitorio, el porcentaje a la

cual se inhibe el crecimiento fungico, y su relaciéon con el control positivo y negativo.
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5.7 Procesamiento de datos

5.7.1 Procesamiento de datos

La informacién que se obtuvo de las tablas de recoleccion de datos de los anexos No.
1-9 fue evaluada por los investigadores para establecer si los distintos extractos de plantas
naturales presentan caracteristicas antifungicas. Se realizé una base de datos con el
programa Microsoft Excel 2016 y también se realiz6 tablas de recoleccién de datos y luego
graficas en la cual se representan los resultados obtenidos en la investigacion. Luego se
exporto los datos al programa InfoStat version 2017 con el fin de observar la normalidad de
la distribucion de los datos por medio de la prueba Shapiro Wilk y su significancia respectiva.

5.7.2 Analisis de datos

Objetivo 1. Demostrar cual de los cinco extractos supercriticos presenta
actividad antifangica (halo inhibitorio).

Para el andlisis del objetivo No. 1 se procedid a llenar las tablas recoleccion de datos
que se presenta en los anexos del uno al nueve, luego se extrajo los datos de la media de
los halos inhibitorios por concentracion y se procedio a llenar la tabla 7.1.

Tabla 7.1

Media de los halos inhibitorios de los extractos supercriticos

Guatemala, Junio —julio 2017

Extracto Concentraciones de extracto Control Control
supercritico supercritico medidas en milimetros positivo negativo
100% 50% 25% medido en | medido en
milimetros | milimetros
Orégano
Pericon
Ajo
Tomillo
Apazote
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Objetivo 2. Determinar a qué concentracion surge mayor actividad antifungica
(halo inhibitorio)

Para el andlisis del objetivo No. 2 se tomé de base la tabla 7.1, se realizaron pruebas
estadisticas para determinar si los resultados son significativos, continuando con los

siguientes pasos:

A. Se realiz6 la prueba de Shapiro Wilk mediante el software estadistico InfoStat version
2017 para observar si los datos de los extractos supercriticos obtenidos de la tabla 7.1

presentan normalidad en su distribucion.

B- Los datos de los extractos supercriticos fueron analizados mediante el software
estadistico InfoStat versién 2017, haciendo inferencia estadistica y prueba de hipétesis a
través de un andlisis de varianza (ANDEVA) mediante modelos lineales generales y mixtos,

el nivel de significacion a a utilizar es de 0.01.

C- Para el cumplimiento del objetivo No. 2 se encontré diferencias estadisticamente
significativas, por lo de cumplir con esto se aplico la prueba de medias de Fisher LSD con
un nivel de significancia a de 0.05 para determinar el tratamiento con mayor actividad

antifungica.
D- Se procedi6 a llenar la tabla 7.2.
Tabla 7.2

Media de los halos inhibitorios de los extractos supercriticos y su P valor por

concentraciéon, Guatemala, junio — julio 2017

en milimetros

Extracto Extracto Control Valor P de las Valor P de las Valor p de las
supercritico supercritico positivo en concentraciones | concentraciones | concentraciones al
Halo inhibitorio | milimetros al 100% al 50% 25%

100 | 50 | 25
% % %
Orégano
Pericon
Ajo
Tomillo
Apazote
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Objetivo No 3. Evidenciar cual de los cinco extractos supercriticos es eficaz

para lainhibicién in vitro de Candida albicans con respecto al control positivo.

Objetivo No 4. Calcular el cambio de la media de los extractos supercriticos a
tres diferentes concentraciones.

Para el analisis del objetivo No. 3 y 4 se procedi6 a extraer los datos de mayor halo
inhibitorio luego se comparé con los datos del control positivo y se realizaron pruebas

estadisticas para determinar si los resultados son significativos.

A. Se realiz6 la prueba de Shapiro Wilk mediante el software estadistico InfoStat versién
2017 para observar si todos los datos obtenidos en la tabla 7.1 (incluyendo el control

positivo) presentan normalidad en su distribucion.

B- Todos los datos (incluyendo el control positivo) fueron analizados mediante el software
estadistico InfoStat versién 2017, haciendo inferencia estadistica y prueba de hipétesis a
través de un analisis de varianza (ANDEVA) mediante modelos lineales generales y mixtos,

el nivel de significacion a a utilizar es de 0.01.

C- Para el cumplimiento del objetivo 3 debe encontrarse diferencias estadisticamente
significativas, por lo de cumplir con esto se aplicé la prueba de medias de Fisher LSD con
un nivel de significancia a de 0.05 para determinar el tratamiento con mayor actividad

antifingica con respecto al control positivo.
D- Se procedi6 a llenar la tabla 7.3
Tabla 7.3

Media de los halos inhibitorios de los extractos supercriticos y su significancia

Guatemala, junio — julio 2017

Extracto Extracto Control Valor P de las Valor P de las Valor p de las
supercritico supercritico positivo en | concentraciones | concentraciones | concentraciones al
Halo inhibitorio | milimetros al 100% al 50% 25%
en milimetros
100 | 50 | 25
% | % Ya
Orégano
Pericén
Ajo
Tomillo
Apazote
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5.7 Alcancey limites de la investigacion
5.8.1 Obstéaculos (limites)

El hongo utilizado fue Candida albicans, por lo que, aunque se demuestre actividad
antifingica, no se puede confirmar con certeza que los extractos presentan actividad contra

otras especies fungicas.
5.7.2 Alcances de la Investigacion

Se investigo los extractos supercriticos del orégano, pericones, ajo, tomillo y apazote

si presentaban actividad antifiingica, la cual fueron evaluados in vitro en Candida albicans.

5.8 Aspectos éticos

La presente investigacién fue realizada manipulando el hongo Candida albicans en
un estado in vitro. Por tal motivo no hubo dilemas morales y no se viol6 ningan principio
ético (Beneficencia, justicia, autonomia, no maleficencia) en seres humano ni animales. El

presente estudio se clasifica como tipo de categoria dos de riesgo para los seres humanos.
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6. RESULTADOS

El presente estudio fue realizado para determinar la eficacia in vitro de los extractos
supercriticos del orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum),
tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) frente a Candida albicans, se
realizé por medio de una réplica del método de difusién de Bauer Kirby con tres técnicas de
distintas (técnica gota directa, gota fresca en papel filtro y gota seca en papel filtro) en el
medio de cultivo agar dextrosa Sabuoraud. Al utilizarse las técnicas que incluyen disco de
papel filtro (gota fresca y gota seca en papel filtro) no se observé halo inhibitorio en ningdn
extracto supercritico, a diferencia de los resultados obtenidos con la técnica de gota directa

los cuales fueron ampliamente analizados.

Para el analisis de los resultados se realizaron pruebas de normalidad, de varianza
y de comparacion de medias por medio de la prueba de Fisher de los extractos supercriticos
y asi determinar si los resultados poseen significancia estadisticamente. Una vez definido
el extracto supercritico con mayor halo inhibitorio, se estudiaron con el control positivo para
determinar si de igual manera si presentaban eficacia en relacién al control positivo
fluconazol (Hi Media ®).
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7. DISCUSION

En los Ultimos afios se ha observado un aumento de enfermedades por Céndida
albicans sobre todo en pacientes inmunocomprometidos®. Hoy en dia, la medicina
alternativa se encuentra en ascenso, ampliando sus bases cientificas con estudios que

evidencian sus propiedades y efectos hacia ciertos microorganismos.

Se han realizado mdltiples estudios en diferentes paises, con diferentes formas de
procesamiento de las plantas medicinales. En México’, Ecuador'?, Colombia® y Peru®
utilizaron extractos etandlicos o aceites esenciales e hicieron énfasis en el orégano, donde
demostraron que tiene actividad antifingica y que es directamente proporcional a la

concentracion del orégano utilizado.

La presente investigacion se realizo con el fin de evidenciar la eficacia de los extractos
supercriticos y respaldar las propiedades antifungicas de manera in vitro frente a Candida
albicans.

Se relacionan las propiedades quimicas de cada extracto supercritico con los
resultados obtenidos en el estudio. El orégano es rico en carvacrol y timol, dos sustancias
altamente fungicidas; el pericon es rico en alcaloides cuaternarios, flavonoides
(quercetagetina, patuletina), saponinas, metabolitos que poseen acciones toxicas que
rompen la membrana de las células;'® 2° el ajo es rico en alicina y disulfuro de alilo,
sustancias altamente volatiles, que poseen actividades que ayudan a prevenir infecciones
contra hongos y levaduras;?° el tomillo es rico en timol, carvacrol y linalol, la cual posee
enzimas que degradan la membrana de las células 2222 y el apazote es rico en perdxido
terpénico, ascaridol, carburos terpénicos y saponinas, que son moléculas con actividad
enzimatica con peculiar efecto antifiingico. Se correlacionan los resultados obtenidos con el
extracto de orégano y sus propiedades quimicas, ya que por ser una molécula de pequefio
tamarnio, difunde con facilidad en el medio de cultivo, propagando de mejor manera sus

metabolitos y sustancias. 8

Surgioé mayor actividad antifingica (halo inhibitorio) en las concentraciones 100% y
50% del extracto de orégano, también se evidencio que fue el extracto de orégano en su
concentracion al 100%, el tnico extracto supercritico con eficacia para la inhibicion in vitro

de Candida albicans con respecto al control positivo.
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Este estudio fue elaborado por medio de una réplica del método de Bauer Kirby
adaptado a tres técnicas de difusion distintas (técnica de gota directa, gota fresca en papel
filtro, y gota seca en papel filtro) en el medio agar dextrosa Sabouraud.

Se observo que con las técnicas en las que se utilizé papel filtro no hubo halo inhibitorio,
todo lo contrario sucedi6 con la técnica de gota directa con la cual todos los extractos
supercriticos presentaron actividad antifangica (halos inhibitorios), cumpliendo asi al
primero objetivo planteado. Se infirid6 que probablemente el material del papel filtro no
cumplié con las caracteristicas que permitieran la difusién del extracto y asi resaltar sus

propiedades antifingicas por lo que no mostraron halos inhibitorios.

Al efectuar la técnica de gota seca, se colocé una gota del extracto supercritico en el
papel filtro dejandolo reposar por 24 horas a 37°C en horno incubadora, no se descarta la
posibilidad de desnaturalizacion o evaporacion de los extractos supercriticos por la

temperatura a la que fueron sometidos.

Al realizar la técnica con gota fresca en papel filtro, se coloc6é una gota del extracto
supercritico en papel filtro, se esperd por 20 minutos y luego se coloco en el medio agar
dextrosa Sabouraud con Candida albicans previamente inoculado, a las 24 horas se
reevalué y no se observo halo inhibitorio, por lo que se considera que el papel filtro no

permitio difundir el extracto natural en el medio inoculado.

Al momento de evaluar el peso de la gota del extracto supercritico, se esperaba que
hubiera mayor peso en el papel filtro con gota impregnada, ya que teéricamente el papel
filtro debe retener los metabolitos de los extractos naturales y con lo cual tener mayor peso,
pero, en ningln caso se observé lo esperado. De hecho, el papel filtro con el extracto
supercritico impregnado peso menos que solo el papel filtro (ver anexo 10). Por lo que se
descart6 que el papel filtro fuera el idéneo para este método ya que absorbe el extracto y

no permite su difusion en el medio inoculado.
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El analisis fue realizado unicamente con los resultados obtenidos con la técnica de gota
directa. Se analizaron los extractos supercriticos en tres concentraciones (100%, 50% y
25%), todos los datos presentaron normalidad de distribucién segun la férmula de Shapiro
Wilks. Se procedid a realizar andlisis de varianza con el fin de determinar cual extracto
supercritico presentd mayor eficacia y significancia, cumpliendo asi con el Gltimo objetivo

planteado.

Entre las debilidades presentes en la investigacion se encuentran que no se obtuvo
halos inhibitorios con las técnicas que involucran el uso de papel filtro, ya sea por influencia
de la temperatura o por caracteristicas del papel filtro. También una tendencia importante
que se observd al evaluar los datos, es, que a menor concentracién de los extractos
supercriticos, mayor halo de inhibitorio; relacionamos este fendmeno a la intervencién del
etanol, no teniendo bases cientificas ni estudios que respalden este fenébmeno queda la
propuesta para la realizaciobn de mas investigaciones que involucren el etanol y otros
disolventes para corroborar si existe o no influencia de los disolventes en la accion

inhibitoria de los extractos.

Entre las fortalezas de la investigacion se encuentran que todos los extractos
supercriticos presentaron halos inhibitorios con la técnica de gota directa y que se obtuvo
la mayor actividad antifangica (halo inhibitorio) en las concentraciones 100% y 50% del
extracto supercritico de orégano y se le atribuye al extracto de orégano en su concentracion

al 100% como el Unico extracto eficaz con respecto al control positivo (fluconazol).
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8. CONCLUSIONES

8.1 Todos los extractos supercriticos presentan actividad antifingica (halo inhibitorio) con
la técnica de gota directa.

8.2 Surgié mayor actividad antifangica (halo inhibitorio) en el orégano en su concentracion
al 100%, pericdn en su concentracion al 25%, ajo en su concentracion al 25%, tomillo

en su concentracion al 25% y apazote en su concentracion al 25%.

8.3 De los cinco extractos supercriticos, el extracto de orégano presenta eficacia en sus

concentraciones 100% y 50%.

8.4 Se evidencio una diferencia de medias estadisticamente significativa en el extracto de

orégano en su concentracion al 100%.
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9. RECOMENDACIONES

9.1 A la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala:

e Se debe de continuar estudiando las propiedades antifungicas del orégano (Lippia
graveolens), para determinar cual o cuéles de sus metabolitos son los que presentan
actividad antifingica.

¢ Se exhorta a continuar con estudios experimentales con el extracto supercritico de
orégano (Lippia graveolens), sobre otras especies de hongos, asi como a distintas

concentraciones.

9.2 Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social:
e Agregar a las Guias de Atencion Primaria en Salud, tratamientos con medicina
alternativa de origen natural basandose en evidencia cientifica, tal como la

presentada en este estudio.
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10. APORTES

Se pudo comprobar que los cinco extractos supercriticos estudiados presentan
actividad antifungica (halo inhibitorio) y que Unicamente el extracto supercritico de orégano
en su concentracion al 100% presenta eficacia en la inhibicion in vitro de Candida albicans,
con lo cual se brinda un aporte al conocimiento de las propiedades de las plantas
estudiadas. Asi mismo la presente investigacion forma parte de un informe detallado que
contiene un método estandarizado para el cultivo de Candida albicans, el cual quedara a
disposicién del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala como material de

apoyo para la elaboracién de futuras investigaciones.
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Anexo 1

Técnica gota directa

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”, Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 1

Extracto . . Concentracion de extracto supercritico Control Control
. Dimensional positivo .
supercritico negativo
fluconazol
100% 50% 25%
Halo
inhibitorio Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl | NO
. Ur_u'dad en 13.1 mm 16.11 mm 17 mm 29 mm O0mm
Ajo milimetro
Porcentaje
de 45.17% 55.55% 58.62% 100% 0%
inhibicion
Halo st [NO| sl | NO | sI NO [ sI NO | sI | NO
Inhibitorio
Unidad en
Orégano milimetro 27.3 mm 26.7 mm 17.3 mm 25.5 mm 0mm
Porcentaje
de 107. 06 % 104.71% 67.84% 100% 0%
inhibicion
Halo st [NO| st | NO | s NO [ sI NO [ sI | NO
Inhibitorio
Unidad en 17.8 mm 17.9 mm 18 mm 29 mm 0mm
Apazote milimetro ' )
Porcentaje
de 61.38% 61.72% 62.07% 100% 0%
inhibicion
Halo st [NO| sI | NO | s NO [ sI NO | sI | NO
Inhibitorio
Unidad en
Tomillo milimetro 17 mm 17.7 mm 18.2 mm 28.7 mm 0mm
Porcentaje
de 59.23% 61.67% 63.41% 100% 0%
inhibicion
Halo st [NO| sI | NO | s NO [ sI NO | sI | NO
Inhibitorio
Unidad en
Pericon milimetro 17.3 mm 19 mm 20 mm 28.7 mm 0mm
Porcentaje
de 60.27% 66.20% 69.60% 100% 0%
inhibicion
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Anexo 2

Técnica gotadirecta

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 2

Control

Extracto Dimensional Concentracion de extracto supercritico sitivo Control
supercritico P negativo
fluconazol
100% 50% 25%
lnh'i*b"’}'t‘c’)rio st | no | st | no | st | No| st | Nno | s | NO
Ajo Lgnr::?rﬁgtfg 13 mm 16.5 mm 17.4 mm 29 mm 0Omm
Porcentaje
de 44.83% 56.90% 60.00% 100% 0%
inhibicion
Inhli_iba}lt(c))rio sI No | st | no | st [ No| st | Nno | st | NO
Orégano lsnr}:?rﬁgtreg 27.0 mm 25.7 mm 17.90 mm 25.5 mm 0mm
Porcentaje
de 106% 100.78% 70.20% 100% 0%
inhibiciéon
Inhli-iba}ltcc)nrio s NO sl NO | sl | NO | s NO | st | NO
Apazote lﬁnr}:?rﬁgtfg 17.3mm 17.4 mm 18.70 mm 29 mm 0omm
Porcentaje
de 59.65% 60.00% 64.48% 100% 0%
inhibicion
Inh?bezltgrio s NO sl NO | sl | NO | sI NOo | st | NO
Tomillo %q:?rﬁgtfg 16.8 mm 17.90 mm 18.9 mm 28.7 mm 0Omm
Porcentaje
de 58.54% 62.37% 65.85% 100% 0%
inhibicion
Inh'i"b"’}'tgrio s NO sl NO | sl | NO | sI NO | st | NO
Unidad en
Pericén milimetro 17.39 mm 19.9 mm 20.5 mm 28.7 mm 0mm
Porcentaje
de 60.59% 69.33% 71.42% 100% 0%
inhibicion
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Anexo 3

Técnica gota directa

pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans)”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 3

Concentracién de extracto supercritico

Control

suEXetrr?fiiioco Dimensional positivo nCeor;ttri\c;L
P fluconazol 9
100% 50% 25%
Halo SI NO S| No | st | Nno | s NO st | no
Inhibitorio
Ajo Un_|glad en 14.1 mm 15.18 mm 16 mm 29 mm 0mm
milimetro
Porcentaje 48.62% 52.34% 55.17% 100% 0%
de inhibiciéon
Halo SI NO sI Nno | st | Nno | sl NO st | No
Inhibitorio
Orégano Ur1_|gad en 27.9 mm 24.7 mm 18.6 mm 25.5mm 0mm
milimetro
Porcentaje 109.41% 96.89% 72.94% 100% 0%
de inhibiciéon
.H‘"%"O . SI NO Sli NO SI NO SI NO SI NO
Inhibitorio
Apazote Un_lgad en 16.4 mm 17.8 mm 18.6 mm 29 mm 0mm
milimetro
Porcentaje 56.55% 61.38% 61.14% 100% 0%
de inhibiciéon
Halo S| NO SI NOo | st | Nno | s NO st | no
Inhibitorio
Tomillo Unidad en 17.9 mm 18.0 mm 18.7 mm 28.7 mm 0mm
milimetro
Porcentaje 62.37% 62.72% 65.16% 100% 0%
de inhibiciéon
Halo Sl NO S NO S| NO Sl NO Sl NO
Inhibitorio
Pericon Ur1_|gad en 17.3 mm 19 mm 20.90 mm 28.7 mm 0mm
milimetro
Porcentaje 60.27% 66.20% 72.82% 100% 0%
de inhibiciéon
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Técnica gota fresca en papel filtro

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote

(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 1

Extracto
supercritico

Dimensional

Concentracién de extracto supercritico

100%

50%

25%

Control
positivo
fluconazol

Control
negativo

Ajo

Halo
inhibitorio

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

SI

NO

SI

NO

Unidad en
milimetro

0mm

29.2 mm

0mm

Porcentaje de
inhibicion

0%

100%

0%

Orégano

Halo
inhibitorio

SI

SI

NO

SI

NO

Sl

NO

Unidad en
milimetro

0mm

28.3 mm

0mm

Porcentaje de
inhibicion

0%

0%

0%

100%

0%

Apazote

Halo
Inhibitorio

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

SI

NO

Sl

NO

Unidad en
milimetro

0 mm

0 mm

0mm

26.9 mm

0mm

Porcentaje de
inhibicién

0%

0%

0%

100%

0%

Tomillo

Halo
Inhibitorio

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Unidad en
milimetro

0 mm

0 mm

0mm

25.6 mm

0mm

Porcentaje de
inhibicion

0%

0%

0%

100%

0%

Pericén

Halo
Inhibitorio

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

Unidad en
milimetro

0mm

28 mm

Porcentaje de
inhibicion

0%

0%

0%

100%

0%
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Anexo 5
Técnica 2. Gota fresca en papel filtro

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides a Candida albicans)”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 2

Concentracion de extracto supercritico Control
SUEX(;:?::I'F[?CO Dimensional P positivo n(faor;tri\c;:)
P fluconazol 9
100% 50% 25%
Halo
Inhibitorio Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Unidad en
Ajo milimetro 0mm 0 mm 0Omm 29.2 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicion
Halo sI NO st | no | s |[nNno| st | Nno | s | NO
Inhibitorio
Unidad en
Orégano milimetro O0mm 0mm 0Omm 28.3 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo S| NO Sl NO st | NO | sI NO S NO
Inhibitorio
Unidad en
Apazote milimetro 0mm 0 mm 0Omm 26.9 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo S| NO Sl NO sl | NO | sI NO S NO
Inhibitorio
Unidad en
Tomillo milimetro 0mm 0 mm 0Omm 25.6 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicion
Halo sI NO SI No | st [ Nno| st | Nno | st | NO
Inhibitorio
Unidad en
Pericon milimetro Omm Omm Omm 28 mm 0mm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
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Anexo 6

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 3

Extracto , ) Concentracién de extracto supercritico Control Control
s Dimensional positivo .
supercritico negativo
fluconazol
100% 50% 25%
Halo
LT Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Inhibitorio
Unidad en
Ajo milimetro 0mm 0 mm 0mm 29.2 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo
Inhibitorio Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
) Un_|§iad en 0mm 0 mm 0mm 28.3 mm 0Omm
Orégano milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo . Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Inhibitorio
Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 26.9 mm 0mm
Apazote milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
Halo S NO S NO [ st [NO| sI | NO | sI | NO
Inhibitorio
. Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 25.6 mm 0Omm
Tomillo milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo st | No | st | No|si|No| st | Nno | S| NO
Inhibitorio
., Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 28 mm 0mm
Pericén milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
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Técnica 3. Gota seca en papel filtro

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio —julio 2017

Repeticion No 1

Concentracion de extracto supercritico Control
Extracto . . . Control
supercritico Dimensional positivo negativo
fluconazol
100% 50% 25%
InhiHb"’i"tgrio st [Nno| st | Nno | st | Nno| st | Nno | s | NO
Ajo gﬂ:?ﬂ?gt?g 0mm 0mm 0mm 25.6 mm 0mm
Porcentaje de o o o 100% o
inhibicion 0% 0% 0% 00% 0%
|nhiHb6}|tgrio st {no| st [ No | st [ no| st | Nno | s | NO
Orégano %r}:?r:gt?g 0mm 0mm 0Omm 28.4 mm 0Omm
P?;%?Q;g‘gnde 0% 0% 0% 100% 0%
|nhiHb6;|t(cJ>rio st [no| st | no| st | Nno| st | no | s | NO
Apazote %r}:?rr?gt‘rsg 0mm 0mm 0mm 28 mm 0mm
Porcentaje de o o o 100% o
inhibicion 0% 0% 0% 00% 0%
InhiHba;'t‘(’)rio st [no| st | no| st | Nno| st | no | s | NO
Tomillo l#qr}:?rsgtfg 0mm 0mm 0mm 29 mm 0mm
P‘?m’git;‘gnde 0% 0% 0% 100% 0%
Inh'i"b"’i"tgrio si | NO | sl NO sl NO s NO | sI | NO
Pericon l;wq:?rsgt?g 0 mm 0 mm 0mm 29 mm 0mm
Porcentaje de
0% 0% 0% 100% 0%

inhibiciéon

71




US AC UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
I.&LQE@LEM&& UNIDAD DE TRABAJOS DE GRADUACION

Anexo 8
Técnica 3. Gota seca en papel filtro

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 2

Concentracion de extracto supercritico Control
SUEX(;:?::I'F[?CO Dimensional P positivo n(faor;tri\c;:)
P fluconazol 9
100% 50% 25%
Halo
Inhibitorio Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Unidad en
Ajo milimetro 0mm 0 mm 0Omm 25.6 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicion
Halo sI NO st | Nno | s |[No| st | no | s | NO
Inhibitorio
Unidad en
Orégano milimetro O0mm 0mm 0Omm 28.4 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo S| NO S NO st | NO | s NO S NO
Inhibitorio
Unidad en
Apazote milimetro 0mm 0 mm 0Omm 28 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo S| NO S NO st | NO | sI NO S NO
Inhibitorio
Unidad en
Tomillo milimetro 0mm 0mm 0Omm 29 mm omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicion
Halo sI NO sI No | st [ Nno | st | Nno | st | NO
Inhibitorio
Unidad en
Pericon milimetro Omm Omm Omm 29 mm 0mm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
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Anexo 9

Técnica 3. Gota seca en papel filtro

“Eficacia in vitro de extractos supercriticos del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) a Candida albicans”. Guatemala, Junio — julio 2017

Repeticion No 3

Extracto , ) Concentracién de extracto supercritico Control Control
s Dimensional positivo .
supercritico negativo
fluconazol
100% 50% 25%
Halo
LT Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Inhibitorio
Unidad en
Ajo milimetro 0mm 0 mm 0mm 25.6 mm 0Omm
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo
Inhibitorio Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
) Un_|§iad en 0mm 0 mm 0mm 28.4 mm 0Omm
Orégano milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo . Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl NO
Inhibitorio
Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 28 mm 0mm
Apazote milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
Halo S NO S NO [ st [NO| sI | NO | sI | NO
Inhibitorio
. Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 29 mm 0Omm
Tomillo milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibicién
Halo st | No | st | No|si|No| st | Nno | S| NO
Inhibitorio
., Un_lgad en 0mm 0 mm 0mm 29 mm 0mm
Pericén milimetro
Porcentaje
de 0% 0% 0% 100% 0%
inhibiciéon
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Anexo 11

Media aritmética de los halos inhibitorios del orégano (Lippia graveolens), pericén (Tagetes
lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides),
por latécnica gota directa en relacién al control positivo.

Guatemala, Junio —julio de 2017.

Extracto Concentraciones de extracto C(;Jsr;:ir\% n%or;ttri\?tla
i supercritico medidas en milimetros POS 9
supercritico medido en medido en
100% 50% 25% milimetros milimetros
Orégano 27.40 25.70 17.93 25.50 0.00
Pericon 17.33 19.30 20.47 28.70 0.00
Ajo 13.40 15.93 16.80 29.00 0.00
Tomillo 17.23 17.87 18.60 28.70 0.00
Apazote 17.17 17.70 18.43 29.00 0.00
Shapiro Wilk 0.1223 0.1978 0.8387 ) )
Anova P Valor <0.0001 <0.0001 0.0001 - -
Anexo 12

Prueba de normalidad de los halos inhibitorios del orégano (Lippia graveolens), peric6n
(Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania
ambrosioides), por la técnica gota directa en relacién al control positivo.
Guatemala, Junio —julio de 2017

Shapiro-Wilks

Variable n D.E. W* P valor

Concentracion 5 5.24 0.81 0.1223
al 100%

Concentracion 5 3.77 0.84 0.1978
al 50%

Concentracion 5 1.33 0.96 0.8387
al 25%
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Anexo 13

Andlisis de varianza de los halos inhibitorio de las concentraciones al 100% del orégano
(Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacién al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Variable N R? R2 Aj cv

Halos 15 0.99 0.99 2.89

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 329.91 4 82.48 288.51 <0.0001

Concentracion | 329.91 4 82.48 288.51 <0.0001

al 100%

Error 2.86 10 0.29

Total 332.77 14

Anexo 14

Andlisis de varianza de los halos inhibitorios de las concentraciones al 50% del orégano
(Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacién al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Variable N R? R2 Aj cv
Halos 15 0.98 0.97 3.13
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 170.79 4 42.7 117.1 <0.0001
Concentracion | 170.79 4 42.7 117.1 <0.0001
al 50%
Error 3.65 10 0.36
Total 174.44 14
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Anexo 15

Analisis de varianza de los halos inhibitorios de las concentracion al 25% del orégano
(Lippia graveolens), pericén (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacion al
control positivo. Guatemala, Junio — julio de 2017

Variable N R2 R2 Aj Ccv

Halos 15 0.88 0.83 2.89

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 21.24 4 5.31 18.69 0.0001

Concentracién 21.24 4 5.31 18.69 0.0001
al 25%
Error 2.84 10 0.28
Total 24.08 14
Anexo 16

Media de los halos inhibitorios de los extractos supercriticos del orégano (Lippia
graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris),
apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacion al control positivo.
Guatemala, Junio —julio de 2017.

35.00

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0.00

Orégano

Pericon Ajo Tomillo Apazote
B Concentracidn al 100%

[ Concentracién al 25%

B Concentracion al 50%
H Control positivo (Fluconazol)
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Anexo 17

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracion al 100% del orégano
(Lippia graveolens), pericén (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacion al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.97271

Error: 0.2859 gl: 10

Tral00% Medias| n E.E.

Ajo 13.4 3 0.31 A
Apazote 17.17 3 0.31 B
Tomillo 17.23 3 0.31 B
Pericon 17.33 3 0.31 B
Orégano 27.4 3 0.31 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 18

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracién al 50% del orégano
(Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacién al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.09858

Error: 0.3646 gl: 10

Tra50% Medias | n |E.E.
Ajo 15.93 3 (035 A
Apazote 17.7 3 |0.35 B
Tomillo 17.87 3 (035
Pericon 19.3 3 |0.35 C
Orégano 25.7 3 10.35 D

Medias con una letra comiUn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 19

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracion al 25% del orégano
(Lippia graveolens), pericén (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacion al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.96952
Error: 0.2840 gl: 10
Tra25% Medias | n E.E.
Ajo 168 | 3 |031 | A

Orégano 1793 | 3 0.31 B
Apazote 18.43 3 0.31

Tomillo 18.6 3 0.31

Pericon 2047 | 3 0.31 C

Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 20

Prueba de Fisher del extracto supercritico de orégano con concentraciéon al 100%,
50% y fluconazol.

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.26883

Error: 0.4033 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

Fluconazol 25.5 3 0.37 A
Orégano 50 25.7 3 0.37 A
Orégano 100 27.4 3 0.37 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 21

Media de porcentaje de efecto inhibitorio por concentracion de los extractos supercriticos del
orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa con relacién al
control positivo. Guatemala, junio —julio de 2017.

Porcentaje de efecto inhibitorio
Extracto por concentraciones de extracto Control
supercritico supercritico positivo
100% 50% 25%
Orégano 107.49% | 100.79% 70.33% 100%
Pericon 60.38% 67.24% 71.31% 100%
Ajo 46.21% 54.93% 57.93% 100%
Tomillo 60.06% 62.25% 64.81% 100%
Apazote 59.19% 61.03% 62.56% 100%
Shapiro Wilk 0.0536 0.0682 0.6049 -
ANDEVA P Valor | <0.0001 <0.0001 <0.0001 -
Anexo 22

Prueba de normalidad de los porcentajes de inhibicién del orégano (Lippia graveolens),
pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote
(Dysphania ambrosioides) por la técnica gota directa en relacién al control positivo
(fluconazol). Guatemala, Junio —julio de 2017

Shapiro-Wilks
Variable n Media D.E. W+ p
Concentracion 5 0.67 0.24 0.78 0.0536
al 100%
Concentracion 5 0.69 0.18 0.79 0.0682
al 50%
Concentracion 5 0.65 0.06 0.92 0.6049
al 25%
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Anexo 23

Anélisis de varianza de los porcentajes inhibitorios de los extractos supercriticos con
concentracion al 100% del orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium
sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) por la técnica gota

directa en relacion al control positivo Guatemala, Junio —julio de 2017

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Porcentaje 15 0.99 0.99 2.81
F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo. 0.67 4 0.17 473.89 |<0.0001
Concentracién al 100% 0.67 4 0.17 473.89 |<0.0001
Error 3.50E-03 10 3.50E-04
Total 0.67 14
Anexo 24

Andlisis de varianza de los porcentajes inhibitorios de los extractos supercriticos con
concentracion al 50% del orégano (Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium
sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) por la técnica gota

directa en relacion al control positivo Guatemala, Junio — julio de 2017

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Porcentaje 15 0.99 0.98 3.24
F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo. 0.4 4 0.1 197.13 |<0.0001
Concentracion al 50% 0.4 4 0.1 197.13 |<0.0001
Error 0.01 10 5.00E-04
Total 04 14
Anexo 25

Andlisis de varianza de los porcentajes inhibitorios de los extractos supercriticos con
concentracion al 25% del orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium
sativum), tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) por la técnica gota

directa en relacién al control positivo Guatemala,
Junio —julio de 2017

Variable N R? R2 Aj cv
Porcentaje 15 0.9 0.87 3.04
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.04 4 0.01 23.47 |<0.0001
Concentracion al 25% 0.04 4 0.01 23.47 |<0.0001
Error 3.90E-03 10 3.90E-04
Total 0.04 14
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Anexo 26

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracion al 100% del orégano
(Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) por la técnica gota directa en relacién al
control positivo Guatemala, Junio —julio de 2017

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.03413

Error: 0.0004 gl: 10

Tral00 Medias n E.E.

Ajo 0.46 3 0.01 A

Apazote 0.59 3 0.01 B

Tomillo 0.6 3 0.01 B

Pericén 0.6 3 0.01 B

Orégano 1.07 3 0.01 C

Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 27

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracion al 50% del orégano
(Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) por la técnica gota directa en relacion al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.04078

Error: 0.0005 gl: 10

Tra50 Media | N E.E.
S
Ajo 0.55 3 0.01 A
Apazote 0.61 3 0.01 B
Tomillo 0.62 3 0.01 B
Pericon 0.67 3 0.01 C
Orégano 1.01 3 0.01 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 28

Prueba de Fisher de los extractos supercriticos con concentracion al 25% del orégano
(Lippia graveolens), pericdn (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum), tomillo (Thymus
vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides), por la técnica gota directa en relacion al
control positivo. Guatemala, Junio —julio de 2017

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.03613

Error: 0.0004 gl: 10

Tra25 Media n E.E.
S
Ajo 0.58 3 0.01 A
Apazote 0.63 3 0.01 B
Tomillo 0.65 3 0.01 B
Orégano 0.7 3 0.01 C
Pericén 0.71 3 0.01 C

Medias con una letra comuln no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 29

Guatemala, 17 de abril de 2017

A QUIEN INTERESE

Por este medio se hace constar que realicé la determinacién taxondmica de 5 especies
vegetales las cuales son objetivo de estudio de la tesis titulada “Eficacia in vitro de los extractos
supercriticos del orégano (Lippia graveolens), pericon (Tagetes lucida), ajo (Allium sativum),
tomillo (Thymus vulgaris), apazote (Dysphania ambrosioides) frente a Candida albicans”.
La cual esta siendo realizada por los bachilleres Jennifer Mariela Azmitia Meng con numero
de DPI: 1599377792201 y Alex Vareci Mazariegos Lépez con numero de DPI:
2312983150101, para optar al titulo universitario de Medico y Cirujano en el grado
académico de Licenciatura.

Se describen abajo los nombres comunes, los nombres cientificos y la familia botanica a la

qgue pertenecen las especies vegetales analizadas:

Ajo Allium sativum L. AMARYLLIDACEAE
Orégano Lippia graveolens Kunth VERBENACEAE
ApazoteDysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants AMARANTHACEAE
Tomillo Thymus vulgaris L. LAMIACEAE
Pericon Tagetes Lucida Cav. ASTERACEAE

Sin mas que hacer constar, se extiende la presente nota en el mismo lugar y fecha arriba
indicados.
Atentamente,

“ID Y ENSENAD A TODOS”
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