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RESUMEN

En esta investigacion se determiné la actividad antifdngica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a
Sporothrix schenckii tanto en forma de levadura como de filamento. Se trabajo
para cada forma de crecimiento en una placa control y cinco placas problema con
agar Sabouraud como medio de cultivo; a las placas problema se agregd el
extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. a concentraciones
de 5, 10, 20, 40 y 80 pL/mL, se procedi6 a la siembra del hongo Sporothrix
schenckii y posteriormente se incubaron a 37 °C por 48 horas para determinar la
actividad antifangica en forma de levadura y a 25 °C por 15 dias para la forma de

filamento.

Los resultados se contrastaron y compararon con la prueba estadistica U de
Mann — Whitney, obteniéndose para ambas formas de crecimiento de Sporothrix
schenckii un valor de p = 0,25 en todas las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico (5, 10, 20, 40 y 80 puL/mL), indicando diferencia significativa; sin
embargo, al comparar las placas problemas entre si, se obtuvo un valor de
p = 1, 00, mostrando que no existe diferencia significativa; concluyéndose que el
extracto hidroalcohdlico tiene actividad antifngica in vitro frente a Sporothrix

schenckii en sus dos formas de crecimiento.

Palabras clave: Actividad antifungica, Tropaeolum majus L. “mastuerzo”,

Sporothrix schenckii.
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ABSTRACT

In this investigation, the vitro antifungal activity of the hydroalcoholic extract of
the flowers of Tropaeolum majus L. "mastuerzo™ against Sporothrix schenckii was
determined in the form of filament and yeast. We worked for each growth form in
a control plate and five problem plates with Sabouraud agar as culture medium;
the hydroalcoholic extract of Tropaeolum majus L. flowers were added to the
problem plates at concentrations of 5, 10, 20, 40 and 80 uL/mL. The Sporothrix
schenckii fungus was sown and subsequently incubated at 37 °C. 48 hours to
determine the antifungal activity in the form of yeast and at 25 °C for 15 days for

the filament form.

The results were compared and checked with the Mann - Whitney U statistical
test, getting for both forms of growth of Sporothrix schenckii a value of p = 0, 25
in all concentrations of the hydroalcoholic extract (5, 10, 20, 40 and 80 uL/mL),
indicating significant difference; however, when we compare the problem plates
between each other, a value of p = 1,00 was gotten, showing that there is no
significant difference; concluding that the hydroalcoholic extract has antifungal

activity in vitro against Sporothrix schenckii in its two growth forms.

Key words: Antifungal activity, Tropaeolum majus L. "mastuerzo”, Sporothrix

schenckii.
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l. INTRODUCCION

Sporothrix schenckii es un hongo dimorfico, es decir, se desarrolla de forma
distinta en funcion de la temperatura de crecimiento, en forma de levadura a 37 °C
en tejidos animales o humanos y como hongo filamentoso a 25 °C en la
naturaleza. Este hongo es el causante de la esporotricosis, una enfermedad
generalmente ocupacional, de la piel y el tejido celular subcutaneo, usualmente de
curso cronico, que afecta los ganglios linfaticos. La enfermedad se asocia con la
exposicion a ciertos compuestos especificos, como las rosas, el musgo y la paja,
asi mismo esta relacionada con las ocupaciones laborales que los manejan, como
son la jardineria y la agricultura, por lo cual se conoce como la enfermedad de los
jardineros de rosales. Se transmite generalmente por inoculaciéon cutanea con
material organico proveniente de plantas contaminadas con el microorganismo o
por via inhalatoria. También puede existir transmision zoonética y mediante el

contacto estrecho con animales, como gatos y ardillas. % °

La esporotricosis se caracteriza por la presencia de nodulos cutaneos o
subcutaneos ulcerados, eritematosos y/o verrucosos, con frecuencia asociada a
afectacion linfatica nodular y cuando se transmite por via inhalatoria causa
neumonititis granulomatosa con frecuencia cavitada, que recuerda a la
tuberculosis. También puede haber diseminacion hematogena con posterior
localizacion osteoarticular, en el sistema nervioso central, aparato genitourinario y

0jos.®
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La principal poblacion afectada es la inmunocompetente, en la que predominan
las formas localizadas mientras que la forma diseminada se presenta en pacientes
con VIH, diabetes, abuso de alcohol, neoplasias, enfermedades hematoldgicas,
enfermedades linfoproliferativas y tratamiento inmunosupresor. La distribucién
geogréfica es predominante en las zonas templadas y tropicales, a pesar de poder
presentarse en cualquier parte del mundo, las zonas endémicas son Latinoamérica,
Japon, India y Sur africa. En Latinoamérica la mayoria de los casos se ven en

Pert, Colombia, Guatemala, Brasil, México, Uruguay y Costa Rica.®

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estimd que méas del 80% de la
poblacion mundial usa la medicina tradicional para cubrir sus necesidades en la
atencion primaria de salud, con el empleo de extractos de plantas o sus principios
activos. Algunas plantas medicinales empleadas en paises del primer mundo
cuentan con estudios farmacolégicos que avalan su uso y determinan sus
mecanismos de accién, estando sus monografias incorporadas en diversas
farmacopeas, en la Organizacion de los Estados de América (OEA) y en la
Comision Europea; sin embargo, en nuestro pais se utilizan mas frecuentemente
plantas autoctonas, que cuentan con menor cantidad de estudios farmacologicos

experimentales y clinicos, de manera que hay poca bibliografia disponible.®

La abundancia y gran diversidad de estas plantas en forma silvestre y su féacil

comercializacion por los bajos costos que tienen, posibilitan su adquisicion por los
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pacientes de bajos recursos, para sustituir a los medicamentos de sintesis de altos

costos.

El Per( cuenta con una gran diversidad en su flora, donde habria alrededor de 80
mil especies vegetales (20% de las existentes en la tierra), de las cuales solamente
2000 se vienen empleando con fines terapéuticos. La Region Nor - andina de
Cajamarca, Per(, ocupa una superficie de 33 317,54 km?y en ella existen variados
ecosistemas, el tropical, el templado y el frio; es por estas caracteristicas que se
puede encontrar en Cajamarca una biodiversidad inmensa e invaluable de plantas
medicinales, que el hombre a lo largo de su estancia ha logrado manipular y

aprovechar.*” %

Al hablar de las especies medicinales que son de mucha importancia para cubrir
las necesidades de salud, se identifico a una especie conocida como Tropaeolum
majus L. “mastuerzo”, que es utilizada empiricamente para el tratamiento de
micosis y de la cual hasta la fecha no existe gran aporte de conocimiento
cientifico que explique la accion terapéutica de los componentes quimicos
presentes en ella; es por ello, que este trabajo de investigacion tuvo como objetivo
principal determinar la actividad antifingica in vitro del extracto hidroalcohdlico
de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii,
con la finalidad de aportar con una alternativa no farmacoldgica para el

tratamiento de la micosis producida por este tipo de hongo.
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Por lo anteriormente expuesto se formuld el siguiente problema de investigacion:

¢Presentard actividad antifungica in vitro el extracto hidroalcohdlico de las

flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii?

Planteandose los siguientes objetivos:
e Objetivo general
Determinar la actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las

flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii.

e Objetivos especificos

- Determinar la concentracion 6ptima del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” para lograr la inhibicion de
Sporothrix schenckii en su forma de levadura.

- Determinar la concentracion Optima del extracto hidroalcohélico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” para lograr la inhibicién de
Sporothrix schenckii en su forma de filamento.

- Comparar el efecto antifingico del extracto hidroalcoholico de las flores
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” en ambas formas, tanto en levadura

como filamento.
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Con el propdsito de dar respuesta a los objetivos planteados se formuld la

siguiente hipotesis:

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo”

tiene actividad antifungica in vitro frente al hongo Sporothrix schenckii.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes tedricos de la investigacion
Aguilar D, Avalos S, Plasencia P, Marquillo 1, Ayala M (Pert - 2017)* en su
estudio titulado “Efecto del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” sobre micosis inducida por Trichophyton mentagrophytes en
Rattus norvegicus”, se evalud el efecto del extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” sobre la micosis inducida por Trichophyton
mentagrophytes en Rattus norvegicus. EI modelo experimental incluy6 21
especimenes, a los cuales se indujo una infeccion mic6tica mediante modelo
de infeccion superficial de la piel; posteriormente al desarrollo de ésta, se
dividieron aleatoriamente en tres grupos de 7 especimenes cada uno; siendo
tratados con placebo (control), ungiiento preparado con el extracto etanélico
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” al 0,4% y terbinafina al 1% durante
30 dias consecutivos. El andlisis estadistico concluyd que el extracto
etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” tuvo efecto antimicotico sobre
la infeccion producida por Trichophyton mentagrophytes en Rattus
norvegicus (p < 0,05) pudiendo ser una alternativa segura al tratamiento

topico de esta tifia.

Por otro lado, Cabezas G (Ecuador - 2014)" hizo un estudio sobre la
evaluacion del efecto cicatrizante de extractos a base de mastuerzo

(Tropaeolum majus) en ratones (Mus musculus), en la que se evaluo el
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efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de mastuerzo (Tropaeolum
majus L.) a diferentes concentraciones, en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Se realizo el
control de calidad de la droga cruda y del extracto hidroalcohdlico, utilizado
para la evaluacion del efecto cicatrizante en heridas inducidas en ratones
(Mus musculus), considerando el tiempo de cicatrizacion y la longitud final
de la cicatriz, los resultados fueron analizados estadisticamente con un
intervalo del 95% de confianza, por medio de los test ANOVA y TUKEY.
Mediante anélisis fisicoquimico del extracto hidroalcohdlico se pudo
determinar que tuvo un pH 6,45; densidad relativa 0,9652 g/mL; indice de
refraccion 1,358 y solidos totales 1,49%. En la cuantificacion de
compuestos fenolicos se obtuvo un valor de 821,37 expresados como pg de
acido galico/g de muestra; se cuantifico flavonoides totales obteniéndose un
valor de 30,89 expresados como pg de catequina/g de muestra. Se concluy6
que el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo (Tropaeolum majus L.) fue
eficaz aplicado en heridas inducidas, con mayor efecto en concentracion al
80%, presentando cicatrizacion en 10 dias, con una longitud de la cicatriz de
1,4 cm; por lo que se recomendo elaborar una forma farmacéutica para

facilitar la administracion del extracto de mastuerzo (Tropaeolum majus L.).

Del mismo modo, Bezada S et al (Perd - 2016)° realizaron una evaluacion
del extracto hidroalcoholico de Tropaeolum majus “mastuerzo” en

formulacién crema para el tratamiento de la dermatomicosis causada por
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Trichophyton mentagrophytes en Cavia porcellus “cuy”, en la cual
determiné la eficacia del extracto hidroalcoholico de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo” en formulaciéon crema, para el tratamiento de Ila
dermatomicosis en cuyes, como alternativa de tratamiento para esta
enfermedad. El estudio se realizé en el Laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (UNMSM). Se utilizaron 30 cuyes machos, de 1,5 a 2 meses de
edad, con presencia de zonas alopécicas cubiertas de escamas y piel
engrosada alrededor de ojos, frente y nariz. Al analisis microbioldgico de las
lesiones, se confirmd la presencia de Trichophyton mentagrophytes. Los
animales se dividieron en tres grupos: Grupo 1: a los cuales se aplicaron el
extracto hidroalcohdlico en formulacion crema al 1,5%, Grupo 2: en este
grupo se administrd el extracto hidroalcohélico en formulacién crema al
0,5% y Grupo Control: en el que se empled una mezcla homogénea de
hidrocarburos saturados (vaselina). Se realizaron dos aplicaciones de la
crema a base del extracto hidroalcohdlico sobre las lesiones por cada grupo
tratado con un intervalo de tres dias entre la primera y segunda aplicacion.
Los resultados se evaluaron y registraron semanalmente hasta la
desaparicion de escamas y regeneracion de la piel. EI grupo 1 mostro la
desaparicion completa de las lesiones en la tercera semana postratamiento,
mientras que el grupo 2 lo hizo a la cuarta semana postratamiento. EI grupo
control no evidencié ninguna mejoria en el mismo periodo de tiempo; por lo

que se concluyd, que el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum majus L.
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“mastuerzo” en formulacion crema al 1,5% tuvo la mayor accion fungicida

contra Trichophyton mentagrophytes.

Gaitan | (Guatemala — 2005) realiz6 un estudio sobre la Actividad de doce
plantas nativas Guatemaltecas contra Sporothrix schenckii, este estudio tuvo
como objetivo buscar nuevas alternativas de tratamiento de la
esporotricosis, con base en la actividad antifungica que pudieran presentar
los extractos etanolicos de Cornutia pyramidata, Hypericum uliginosum,
Lippia graveolens, Quercus crispifolia, Salvia lavanduloides, Senna alata,
Smilax domingensis, Solanum americanum, Sterculia apetala, Tabebuia
rosea, Tithonia diversifolia y Valeriana prionophylla. Se determiné la
actividad antifingica de 17 extractos de 12 plantas nativas guatemaltecas
contra Sporothrix schenckii tanto en su fase miceliar como levaduriforme.
El ensayo de actividad antifingica de los extractos etandlicos mostro
resultados positivos para la fase miceliar con Lippia graveolens y Valeriana
prionophylla, siendo la concentracién inhibitoria minima de 0,1 y
0,025 mg/mL respectivamente. En la fase levaduriforme se presentd
actividad con 0,25 mg/mL de Hypericum uliginosum y Smilax domingensis;
y 0,5 mg/mL de Lippia graveolens, Salvia lavanduloides, Senna alata y
Valeriana prionophylla. La concentracion inhibitoria minima en los
extractos positivos partio de un punto de corte de 1 mg/mL, como lo
reportado en la metodologia; por lo que, con los resultados obtenidos se

comprueba la hipdtesis planteada que por lo menos 3 de los extractos
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ensayados presentaron actividad positiva para cualquiera de las dos fases del

hongo Sporothrix schenckii

Por otra parte, Rivera M (Guatemala - 2007)% estudid la actividad de seis
extractos de hierbas usadas medicinalmente contra Fonsecaea padrosoi y
Sporothrix schenckii. Las hierbas fueron Baccharis trinervis, Dorstenia
contrajerva, Hedyosmum mexicanum, Lippia chiapasensis, Petiveria
alliacea y Ocimum micranthum, para lo cual se utilizd el método para
hongos filamentosos descrito por Brancato & Golging modificado por Mac
Rae, contra la fase miceliar de S. schenki y F. pedrosoi, asi como contra la
fase levaduriforme de S. schenckii. En el caso de S. schenckii en su fase
miceliar, Dorstenia contrajerva y Hedyosmum mexicanum fueron los
extractos que presentaron actividad positiva, F. pedrosoi fue susceptible
Unicamente al extracto de Baccharis trinervis. A estos extractos con
actividad antifungica se les determiné la Concentracion Minima Inhibitoria
(CIM), encontrandose que Dorstenia contrajerva y Hedyosmum mexicanum
tuvieron actividad antifingica positiva contra la fase miceliar de S. schenkii
a 0,1 mg/mL y 0,05 mg/mL respectivamente. De igual manera en el caso del
extracto de Baccharis trinervis, al determinar la CIM, éste no presentd
actividad antifangica positiva contra F. pedrosoi a concentraciones menores
del punto de corte, el cual fue de 0,2 mg/mL. El extracto etanolico de
Dorstenia contrajerva presentd la mejor actividad antifingica contra la fase

levaduriforme de S. schenckii (0,1 mg/mL). En tanto que, el extracto
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etandlico de Hedyosmum mexicanum no presentd actividad antifungica
positiva contra la levadura de S. schenckii a concentraciones menores de

0,2 mg/mL.

De igual forma en el estudio que realizaron, Cumpa N et al (Per(i — 1991)*2
sobre los avances en la investigacion de tioglicésidos en plantas del género
Tropaeolum, actividad antibacteriana y antifngica, para determinar la
actividad antimicrobiana, se aplico la técnica de dilucion en placas de Agar,
diferentes concentraciones del extracto etandlico puro obtenido de hojas,
flores y frutos de Tropaeolum majus L. (los extractos contenian el
tioglicésido y sus productos de hidrdlisis determinados mediante
cromatografia y la formacion de derivados). Las pruebas antibacterianas se
efectuaron con cepas de S. aureus, E. coli, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae y Proteus vulgaris. Para comprobar la actividad antiflngica, se
hicieron pruebas cualitativas utilizando la técnica de difusion en placas de
Agar, y en tubos para determinar la concentracion minima inhibitoria, se
utilizaron cepas de hongos dermatofitos y Candida albicans. Se concluyo
que los extractos etanolicos y acuosos de hojas, flores y frutos presentaron
actividad antimicrobiana y antifingica, cuya actividad se deberia a un
metabolito secundario que se agrupa dentro de los glicosidos (mayor en

frutos).
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Asi mismo, existen estudios acerca del efecto antibacteriano; Bastidas, et al.
(Huancayo - 2016)* en su investigacion “Evaluacion de la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico de las flores de la especie vegetal
mastuerzo (Tropaeolum majus L.) frente al crecimiento del microorganismo
Penicillium sp”, sefialan que el extracto mostrd actividad antimicrobiana,
siendo el extracto metandlico de la flor roja de mastuerzo quien mostré un
mayor diametro de inhibicion a una concentracién del 100% y al comparar
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos, se evidencia que
el mastuerzo rojo tiene una CMI de 60%, mientras que para el mastuerzo
amarillo y anaranjado fue un 70%. Otra investigacion que indica tener
efecto antibacteriano es el estudio de Tenorio A, et al (Lambayeque -
2016)%, titulado efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Tropaeolum majus L. “mastuerzo” sobre Escherichia coli aislada de
pacientes con infecciones del tracto urinario, en el cual se evidencia que el
extracto etandlico de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” tiene efecto
inhibitorio in vitro sobre Escherichia coli, el cual es estadisticamente

dependiente de la cepa y de las concentraciones del extracto.

2.2. Bases tedricas
2.2.1. Esporotricosis
La esporotricosis es una infeccion micatica de evolucion subaguda o
cronica, adquirida por inoculacion traumatica o por inhalacion de
conidios de alguna de las especies del complejo Sporothrix
Facultad de Ciencias de la Salud 12 Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
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schenckii. La enfermedad puede afectar a humanos y animales y se
caracteriza por la presencia de lesiones nodulares en piel y tejido
subcutaneo; incluye hasta cinco clases diferentes de hongos:
S. schenckii, S. brasiliensis y S. globosa, capaces de causar
enfermedad humana y animal; las otras dos son S. mexicana y
S. albicana no asociadas con ninguna enfermedad. Esta micosis se
propaga particularmente en pacientes inmunocomprometidos. Se
localiza preferentemente en cara y extremidades y se caracteriza por
nodulos que dan lugar a lesiones fijas verrugosas o linfangiticas.?”
Tradicionalmente se conoce a la esporotricosis como la enfermedad
de los floristas, especialmente los que manipulan rosas, o jardineros.
Puede ser wuna enfermedad ocupacional para granjeros y
horticultores. Otras profesiones o actividades laborales como
pescadores, cazadores, amas de casa, microbidlogos, estan
igualmente relacionadas con esta enfermedad.?*
2.2.1.1. Epidemiologia
La esporotricosis es una enfermedad cosmopolita, se
observa en paises como Norteamérica, Sudamérica,
América Central y Africa del Sur, Egipto, Japon y Australia.
Los paises con mayor nimero de casos publicados son:
Brasil, México, Colombia, Perq, Uruguay, Venezuela, Costa
Rica, Guatemala y los Estados Unidos de Norteamérica. En

el Perl, la esporotricosis es la micosis subcutdnea mas
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frecuente, en areas rurales y agricolas de la sierra como: La
Libertad, Cajamarca, Ayacucho, Ancash, Cusco Yy
Apurimac. Las estadisticas méas altas de la infeccion se
reportan en la sierra andina de Otuzco en la Libertad y el
valle interandino de Abancay en Apurimac. Los datos de
esporotricosis diagnosticados por el Laboratorio de
Referencia Nacional de Micologia del Instituto Nacional de
Salud del Per0 revelan, en un periodo de 10 afios, un total
de 472 casos, de los cuales 235 (50%) procedian de
Abancay, 204 (43%) de Cajamarca y como nuevas zonas
Amazonas, Arequipa e Iquitos.?” 22

El departamento de Cajamarca, por tener una flora a base de
eucaliptos, sauces, molles, arboles con espinas, cactus
diversos y abundantes rosales, es una zona propicia para el
desarrollo del hongo Sporothrix schenckii. Segun la Revista
Peruana de Medicina Experimental de Salud Publica 2014
reportd que Cajamarca presenta 18,1 — 24,5% de pobreza
extrema asi como un alto indice de enfermedades
infecciosas no atendidas entre las cuales resalta la
esporotricosis.?t 2

2.2.1.2. Etiologia
La esporotricosis es causada por el hongo dimorfico

Sporothrix schenckii de la familia Ophiostomataceae que

Facultad de Ciencias de la Salud 14 Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica Bach. Juep Cahuaza, Wilma



Determinacidn de la actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

crece en forma de levadura en los tejidos o en cultivo a
37 °C, o como un moho filamentoso en cultivos a
temperatura ambiente o en el ambiente. El Sporothrix
schenckii, generalmente se encuentra en material organico,
vital o en descomposicidn, proveniente de plantas y tierra.
Estd formado por diferentes especies filogenéticas que
tienden a agruparse en diferentes regiones geograficas.
Otras dos subespecies que causan la infeccion en humanos
han sido identificadas: Sporothrix brasiliensis y Sporothrix
globosa. 24 °
2.2.1.3. Sporothrix schenckii

Hongo dimdrfico, es decir, se desarrolla de forma distinta
en funcion de la temperatura de crecimiento, en forma de
levadura a 37 °C en tejidos animales o humanos y como
hongo filamentoso a 25 °C en la naturaleza.®
e Clasificacion taxonémica®

Reino : Fungi

Phylum : Ascomycota

Clase : Euascomycetes

Orden  : Ophiostomatales

Familia : Ophiostomataceae

Género : Sporothrix

Especie : Sporothrix schenckii
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e Estructura del hongo:

Tiene una pared celular compuesta por glicopéptidos,

manosa Yy glucosa y de L - ramnosa, una caracteristica

Unica de este microorganismo. Tiene proteinas de

adherencia especiales, polimeros y proteinas en la pared

celular, que le permiten adherirse al humano y colonizar

tejidos.®

e Fases y morfologia del hongo

- Fase filamentosa: Crece a temperaturas inferiores a
37 °C, presenta colonias de crecimiento lento (3 - 5
dias) inicialmente claras, hamedas 0
levaduriformes, que posteriormente se convierten en
colonias duras y arrugadas de color marrén o negro
en su totalidad o por zonas, debido a la produccion
de conidios pigmentados. La coloracion puede ser
inconstante y variar no solo entre los aislamientos,
sino que incluso puede perderse tras mdltiples
pases.?
En el examen microscopico, se observan hifas
delgadas de 1 - 2 mm de diametro, con conidiéforos
perpendiculares cuyo extremo distal se dilata
formando una vesicula denticulada, de la que nacen

simpoidalmente conidios hialinos de 2 - 3 mm por
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3 - 6 mm que se agrupan en forma de ramillete o
margarita. A medida que el cultivo envejece, la
conidiacion aumenta y aparecen conidios sésiles a
lo largo de los conidiéforos e incluso hifas no
diferenciadas. Algunas cepas forman conidios de
mayor tamafio, triangulares, pigmentadas y de pared
gruesa, mas resistentes llamados raduloconidios.?
Fase levaduriforme: La levadura crece a 37 °C en
medios enriquecidos y en los tejidos parasitados. La
colonia tiene aspecto cremoso y brillante que se
torna de color gris o crema.?°

A nivel microscépico se observan células
levaduriformes redondeadas o con forma de cigarro,
con multiples gemaciones de 3 - 5 um de diametro.
El cuerpo asteroide es muy sugestivo de
esporotricosis, pero también puede observarse en
otras infecciones fungicas. Esta constituido por una
célula levaduriforme redonda u oval, rodeada de un
material eosinofilico radiado constituido por un
complejo antigeno - anticuerpo. Estos cuerpos se
observan con mayor frecuencia en las lesiones

secundarias, del cerebro y del 0jo.%
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2.2.1.4. Fuentes de infeccion y Mecanismo de transmision

El Sporothrix schenckii se encuentra en el suelo, la madera
y las plantas. Crece especialmente bien en los suelos ricos
en materia organica, en ambientes calidos con alto
porcentaje de humedad, también puede crecer en las plantas
y la corteza de los arboles. En el Pert por ejemplo, los
pacientes presentan factores predisponentes comunes como
la convivencia con gatos enfermos, las actividades al aire
libre y el bajo nivel socio - econémico. & 2% 24

La mayoria de los casos de esporotricosis son adquiridos del
ambiente, como consecuencia del contacto entre la piel
lesionada y las esporas fungicas, rara vez penetra por
inhalacion. Se inocula en la piel cuando ésta pierde
continuidad, mediante pinchazos o arafiazos con objetos
contaminados como: plantas espinosas, paja, astillas,
herramientas o tierra abonada. También se transmite por
arafiazo, picadura o mordedura de animales como los gatos,
perros, loros, insectos, espinas de pescado (zoonosis), asi
como por contaminacion de heridas con el suelo o
elementos contaminados, como ropa 0 herramientas de
trabajo. La transmision interhumana es muy rara. 2% 16 24

La exposicion a grandes concentraciones de conidios

favorece la enfermedad mientras que el contacto con bajas
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dosis confiere inmunidad (hipersensibilidad cutdnea en
areas endémicas en el 85% de la poblacidon).?

2.2.1.5. Distribucion de acuerdo a sexo y edad
La esporotricosis se presenta en ambos sexos y en todas las
edades. Algunos autores indican un predominio en el sexo
masculino de hasta 3:1, mientras que otros muestran una
relacion 1:1. Se puede presentar a cualquier edad, sin
embargo se ha reportado mayor frecuencia en personas
entre 15 y 35 afios. La poblacion mas afectada pertenece a
sectores socioecondémicos bajos, siendo la desnutricion, el
alcoholismo, diabetes y SIDA los principales factores
predisponentes. 2% 14

2.2.1.6. Cuadro clinico?
La esporotricosis en los humanos, el periodo de incubacion
es de 1 semana a 3 meses. La mayoria de las infecciones se
manifiestan luego de aproximadamente 3 semanas. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son diversas y
estan relacionadas con el sitio de inoculacion, la carga del
inoculo, la respuesta inmunitaria del huesped, la
profundidad del traumatismo y la tolerancia térmica del
agente causal >l 24
e Formas cuténeas: La forma més frecuente de la

esporotricosis es la linfocutanea. En esta forma, primero
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aparecen una o mas papulas en el sitio de inoculacion.
Estas lesiones generalmente involucran a las
extremidades, especialmente la mano o el brazo. Las
papulas se transforman en pdstulas y éstas en nédulos
subcutaneos que se expanden lentamente, la infeccion
se disemina a traves del sistema linfatico y forma una
cadena de nodulos subcutdneos. Los vasos linfaticos
afectados se vuelven rigidos, gruesos y semejantes a
una cuerda. A medida que la infeccion progresa, los
nodulos se vuelven necrdticos, se ulceran y pueden
producir exudado pustular gris o amarillento.También
se produce una forma cutanea fija/localizada de
esporotricosis. En esta forma, las lesiones cutaneas
permanecen localizadas en un sitio y no se diseminan a
través del sistema linfatico. Con mas frecuencia, las
lesiones de la forma cutanea se encuentran en las manos
de los adultos y en el rostro de los nifios. La salud
general normalmente no se ve afectada en las formas
linfocutanea y cutanea fija/localizada. Los nodulos que
no reciben tratamiento pueden persistir por meses 0
afios.?*

e Esporotricosis  diseminada y  esporotricosis

pulmonar: En los humanos, se registran dos formas
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raras y potencialmente mortales: la esporotricosis
pulmonar y la diseminada. A pesar de que la
enfermedad diseminada generalmente afecta los huesos
y las articulaciones, también puede involucrar a muchos
otros drganos incluida la boca, la nariz, los ojos, las
meninges, los rifiones, el higado, el bazo, los intestinos,
los genitales o grandes é&reas de piel/tejidos
subcutaneos. En algunos casos Sporothrix schenckii se
disemina de las lesiones cutaneas; en otros, la
enfermedad diseminada se produce sin signos cutaneos.
La esporotricosis pulmonar es causada por la inhalacion
del hongo, estas puede ser aguda, pero mas
comunmente es crénica y se asemeja a la tuberculosis.
Los sintomas pueden incluir tos, expectoracion, disnea,
dolor pleuritico, hemoptisis, pérdida de peso, fatiga y la
temperatura puede elevarse ligeramente.*
2.2.1.7. Diagnostico

Las esporotricosis puede confirmarse cuando se obtiene una

muestra de un nodulo cutaneo recientemente abierto y se

somete a un cultivo fungico. El diagndstico también puede

comprobarse a través de una muestra de sangre o biopsia

mediante la realizacion de estudios inmunoldgicos e

histoldgicos.?°
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2.2.1.8. Tratamiento
La esporotricosis requiere tratamiento sistémico en todas
sus formas de presentacion clinica, pero este varia
dependiendo del compromiso. Se trata con medicamentos
antifungicos como itraconazol, ketoconazol, saperconazol,
anfotericina B y flucitosina. También se usa el yoduro de
sodio y potasio para las formas cutaneas y linfocutaneas.
Las personas que sufren de VIH pueden necesitar terapia de
por vida para prevenir la recurrencia. La forma pulmonar es
dificil de tratar y, ademés de los medicamentos, se puede
intentar realizar una reseccion quirdrgica, 2 16.24
2.2.2. Tropaeolum majus L. “mastuerzo”
2.2.2.1. Descripcion botanica

Planta anual suculenta, lampifia y arbustiva segin la
variedad, con tallos trepadores o rastreros que se expanden
alrededor del centro. Posee hojas orbiculares, ligeramente
lobulado o peltadas con el limbo entero, fuertemente
divididas con una notable venacion, tienen de 4 a 10 cm de
diametro; largos peciolos, encogidos en espiral. Peétalos
enteros, unguiculados, los tres inferiores mas angosto, con
las ufas laciniadas. Flores tubulares rojizas, anaranjadas o
amarillas, abiertas al final en forma de trompeta, de 3 a

4 cm de diametro; caliz amarillento, prolongado hacia atras
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en un espolén de 2 a 3 cm de largo; fruto subcarnoso, de
1 - 1,5 cm de diametro, depreso globoso, con tres angulos
redondeados. Florece desde la primavera hasta el otofio y se
reproduce por gajos y semillas. Existen variedades enanas,
dobles, etc.

2.2.2.2. Clasificacion taxondmica’

Reino : Plantae

Filo : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Geraniales

Familia : Tropaeolaceae
Género : Tropaeolum

Especie : Tropaoelum majus L.
Nombre comun : Mastuerzo

2.2.2.3. Habitat y distribucién

Es nativa de la region Andina de Sudamérica, mas
precisamente de PerQ. Se distribuye en Colombia, Ecuador
y PerQ, puede resultar invasiva, compitiendo con la flora
propia del area.®

Esta planta ha sido cultivada desde épocas prehispanicas y
se desarrolla de manera silvestre en las vertientes
occidentales andinas, asi como en jardines, campos

agricolas y matorrales en los que ha intervenido el hombre,

Facultad de Ciencias de la Salud 23 Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica Bach. Juep Cahuaza, Wilma



Determinacidn de la actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

aungue esta planta es susceptible de invadir &reas naturales

compitiendo con la flora propia del area.’

2.2.2.4. Propagacion

El mastuerzo es una planta fécil de cultivar debido a su

rusticidad. Se reproduce por medio de semillas, aunque

también puede hacerlo en menor medida vegetativamente,
rebrotando cada afio de las raices tuberosas. Su polinizacion
es entomofila, es decir, por medio de mariposas.’

2.2.2.5. Partes utilizadas:
Se utilizan generalmente toda la planta, sus hojas, flores,
frutos; excepto sus raices.’

2.2.2.6. Composicion quimical 718

e Flavonoides como quercetina, isoquercetina, luteina,
kaempferol, zeaxantina.

e Glucotropael6sido, se trata de un heterosido sulfurado o
glucosinolato. Se descompone de glucotropaeolina o
isocianato de bencilo (tiocionato del aparato
respiratorio).

e Acido clorogénico, taninos, sales minerales, &cido
oxalico, espilantol.

e Acidos fenélicos como el acido p — hidroxibenzoico,

acido p — hidroxifenilacético, acido vanilico, &cido
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gentisico, acido cafeico, &cido protocatequico, acido
siringico, p — cumarico.

e Acidos grasos como el 4cido erucico, acido oleico y
linoléico.

e Acidos esenciales con heterésidos sulfurados
(glucotropeolo6sido), que liberan isotiocianato de
bencilo.

e Antocianidinas como delfinida, cianidina,
pelargonidina.

e Triterpenos tetraciclicos aislados de las hojas.

e Acido ascorbico e isoquercitrésido presente en las hojas.

e Heleninay mirosina contenidos en las flores.

e Pigmentos como la sorbusina, carotenoides, resinas y
pectinas.

e Presenta un alto contenido de vitamina C.

2.2.2.7. Usos terapéuticos

El mastuerzo se ha utilizado desde la antigliedad en la

medicina popular en infecciones de las vias respiratorias

como en casos de faringitis, sinusitis y especialmente en
bronquitis ya que fluidifica la expectoracion. Es usado en
infecciones de las vias urinarias como cistitis y pielonefritis.

Debido a sus propiedades antibioticas, resulta un excelente

desinfectante, ideal para limpiar heridas superficiales.’
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Tienen accién antibacteriana principalmente contra

Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis, Micrococcus

luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy

Bordetella bronchiseptica.t®

2.2.2.8. Mecanismos de Accidn

e Isotiocianato de benzilo: Su efecto antimicrobiano
consiste en la disrupcion de la membrana celular por
inhibicion de enzimas esenciales.®

e Taninos: Tras wuna hidrdlisis é&cida liberan una
antocianidina. Quimicamente se trata de polimeros de
flavanoles su funciobn antimicrobiana se debe
basicamente a que se priva del medio idoneo a los
microorganismos evitando asi su desarrollo 'y
multiplicacion.®

2.2.2.9. Toxicidad

Las semillas son la parte més téxica de la planta, se

recomienda evitar su administracion oral. El principio

activo toxico principal es un aceite esencial glucosido

Ilamado tiocianato de bencilo o glucotropaeolina; sin

embargo ingerido en dosis terapéuticas se le atribuyen

propiedades bacteriostaticas, virustaticas y antimicoticos,

aplicado topicamente presenta actividad hiperémica. 1> 18
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Estudios de extractos acuosos e hidroetanolicos de hojas y
corteza de Tropaeolum majus en ratones, a dosis de: 625,
1250, 2500 y 5000 mg/kg, no mostraron signos de
toxicidad, como  muerte, depresion,  excitacion,
convulsiones,  salivacion,  piloereccion,  lacrimacion,
anormalidades en la defecacion o efectos sobre la

respiracion y la locomocion.®

Por otro lado en un estudio sobre el efecto del extracto
hidroetandlico de hojas de Tropaeolum majus L. en el
desarrollo embrionario cuando se administra dosis de
300 mg/kg a ratas gestantes, aumentd significativamente los
niveles séricos de dehidroepiandrosterona (DHEA) y de
estradiol. El aumento de la concentracion de esta hormona
puede estar relacionada con la reduccion de la implantacion
de embriones en las primeras etapas del embarazo y por lo

tanto inhibirlo.®
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra
3.1.1. Unidad de anélisis
Extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de las flores de
Tropaeolum majus L. “mastuerzo”.
3.1.2. Universo
El universo estuvo constituido por todas las flores de la especie
vegetal Tropaeolum majus L. “mastuerzo”.
3.1.3. Muestra
a) Muestra vegetal
Extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo”.
e Criterios de inclusién y exclusion
v" Criterios de Inclusion:
- Flores de mastuerzo libres de microorganismos,
como bacterias y hongos.
- Flores frescas de mastuerzo, que no fueron atacadas
por insectos.
- Flores de mastuerzo que estuvieron en buen estado y

no fueron maltratadas durante el transporte.
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v" Criterios de Exclusion:

- Flores de mastuerzo con indicios de contaminacion
por microorganismos, como bacterias y hongos.

- Flores de mastuerzo que no sean frescas y que fueron
atacadas por insectos.

- Flores de mastuerzo que estuvieron en mal estado y
fueron maltratadas durante el transporte.

b) Muestra bacteriana
Cepas aisladas de hongos de Sporothrix schenckii procedentes
del Hospital Regional de Cajamarca.
e Criterios de inclusion y exclusion
v" Criterios de Inclusién:

- Cepas en estado filamentoso que cumplieron las
caracteristicas morfologicas macroscopicas (colonias
duras y arrugadas de color marrbn o negro) Yy
microscopicas (hifas finas, hialinas, ramificadas,
septadas con conidios ovoides o piriformes
agrupadas en forma de ramillete).

- Cepas en estado de levadura que cumplieron las
caracteristicas morfologicas macroscopicas (colonias
cremosas, brillantes de color gris o crema) y
microscopicas (células levaduriformes redondeadas o

con forma de cigarro con multiples gemaciones).
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v" Criterios de Exclusion:

- Cepas en estado filamentoso que no cumplieron con
las caracteristicas morfologicas macroscopicas Yy
microscopicas

- Cepas en estado de levadura que no cumplieron con
las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas Yy
microscapicas.

3.2. Métodos de investigacién
e De acuerdo al fin que se persigue
La investigacion fue basica, ya que estuvo encaminada a ampliar el
conocimiento cientifico, explorando nuevas teorias y transformar las ya
existentes.
e De acuerdo a la técnica de contrastacion
La investigacion fue experimental, porque se manipularon variables con el
fin de determinar la actividad antifungica del extracto hidroalcohélico de
las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo”.
3.3. Técnicas de investigacion
3.3.1. Recoleccion y seleccion de la muestra vegetal
v Las flores de mastuerzo, fueron recolectadas en la provincia de
Cajamarca, en la carretera a bafios del Inca.
v Las flores de mastuerzo se identificaron con la ayuda de un

profesional botanico y luego se procedio a la recoleccion.
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v" Para la recoleccion se utilizé una tijera limpia y desinfectada con
alcohol de 70°, la cual sirvio para cortar las flores.

v" Después de la recoleccion y obtencion de las flores, estas se
empacaron en bolsas elaboradas con papel kraft para no alterar su
conservacion y luego se trasladaron al laboratorio de Biologia de
la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo.

v Luego las flores de Tropaeolum majus de L. “mastuerzo”, se
seleccionaron teniendo en cuenta los criterios de inclusion y
exclusion.

3.3.2. Preparacion y obtencion del extracto hidroalcoholico de

Tropaeolum majus L. “mastuerzo”

v Se realiz6 la desinfeccion de las flores de Troeolum majus L.
“mastuerzo”, utilizando una solucioén de hipoclorito de sodio al
10% v/v.

v Se pes6 270 g de las flores seleccionadas y se fragmentaron en
partes pequefias, después se transfirié a un baldn estéril de fondo
plano con tapon de jebe.

v Se agreg6 1350 mL de etanol al 70% v/v, se tapd y se agit6 con
ayuda del agitador magnetico por un tiempo de 24 horas.

v Transcurrido este tiempo se procedié a filtrar con ayuda de un
papel filtro.

v Se envas6 en un frasco de vidrio estéril de color ambar con tapa

rosca y se almacend en condiciones de refrigeracion.
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3.3.3. Obtencion de las cepas de hongos de Sporothrix schenckii.

Las cepas de hongos de Sporothrix schenckii, fueron proporcionadas

por el Area de Laboratorio Clinico del Hospital Regional de

Cajamarca.

3.3.4. Preparacion del agar Sabouraud.

v

v

Primero se homogenizo6 el polvo contenido en el frasco.

Se pes6 32,5 g de medio de cultivo y se suspendié en medio litro
de agua destilada en un bal6n de fondo plano, colocando en
seguida un tapdn de algoddn en la boca del balon.

Con la ayuda de una cocina eléctrica, se calentd agitando
frecuentemente hasta su ebullicién y completa disolucion.

Se llevo a esterilizar en autoclave a 121 °C (15 Lb de presion)
durante 15 minutos.

Transcurrido este tiempo se retir6 del autoclave y se dejo enfriar
hasta una temperatura de 45 °C aproximadamente.

Una vez obtenida la temperatura adecuada se procedié a servir en
placas Petri, un volumen de 25 mL, para que forme una capa de
4 mm de espesor (se utilizo un total de 12 placas).

Se dejo enfriar las placas y antes que se solidifique se procedio a

la determinacion de la actividad antifungica.

Facultad de Ciencias de la Salud 32 Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica Bach. Juep Cahuaza, Wilma




Determinacidn de la actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

3.3.5. Determinacion de la actividad antifingica
v Procedimiento para determinar la actividad antifingica del

extracto hidroalcoholico de las flores de Tropaeolum majus L.

“mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en su forma de

levadura:

- Se emplearon 6 placas preparadas con agar Sabouraud,
separandose una placa Petri, que sirvié como placa control.

- Las otras 5 placas (a las cuales se llamaron placas problemas
1, 2, 3, 4, 5), se agreg6 en orden consecutivo 5, 10, 20, 40
y 80 pL/mL del extracto hidroalcohdlico de las flores de
mastuerzo.

- Posteriormente se homogeneizé y se dejaron solidificar, luego
se procedio a la siembra del in6culo antimicotico mediante la
técnica llamada piquetes.

- Seintrodujo el asa de siembra previa esterilizacion, en el tubo
de ensayo donde estaban las cepas antimicoOticas de
Sporothrix schenckii y se tratd de aislar las cepas mas
grandes.

- Posteriormente se hizo tres piquetes en cada placa petri,
incluyendo a la placa control. Terminando asi la respectiva
siembra del indculo antimicotico.

- Luego se llevaron a incubar a 37 °C por 48 horas, para

finalmente leer los resultados.
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v Procedimiento para determinar la actividad antifingica del
extracto hidroalcoholico de las flores de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en su forma de
Filamento:

- Se emplearon las 6 placas restantes, preparadas con agar
Sabouraud, separandose una placa Petri, que sirvid de
control.

- Las otras 5 placas (a la cual se llamaron placas problemas 1,
2, 3, 4, 5) se agregd en orden consecutivo 5, 10, 20, 40 y
80 pL/mL del extracto hidrolcohdlico de las flores de
mastuerzo.

- Posteriormente se homogeneiz6 y se dejaron solidificar, luego
se procedio a la siembra del inoculo antimicotico mediante la
técnica llamada piquetes.

- Seintrodujo el asa de siembra previa esterilizacion, en el tubo
de ensayo donde estaban las cepas antimicoOticas de
Sporothrix schenckii y se tratd de aislar las cepas mas
grandes.

- Posteriormente se hizo tres piquetes en cada placa Petri,
incluyendo a la placa control. Terminando asi la respectiva
siembra del in6culo antimicético.

- Luego se llevaron a incubar a 25 °C por 15 dias, para luego

leer los resultados.
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3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos

3.4.1. Instrumentos:

Programa Baésico Estadistico Excel 2010.
Programa Estadistico Sofware 1.B.M. Statistical Package for the

Social Sciences (IBM - SPSS) version 22,0.

3.4.2. Equipos

Cocina eléctrica de una hornilla modelo HP 102- D4- 1.
Autoclave Marca Memmert, Modelo ORL-AE/A 70 L.

Estufa Marca: Med center, Modelo: Merck.

Refrigeradora 4 pies color blanco Modelo: TA04YO07EXBO
Marca: General Electric.

Balanza analitica marca: Ohaus, Modelo: Explorer.

Incubadora marca: Memmert, Modelo: Memmert BM 400.

Agitador magnético.

3.4.3. Materiales:

Materiales de vidrio y otros de uso comudn del Laboratorio de

Biologia de la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo.

3.4.4. Reactivos:

Agar Sabouraud del Laboratorio Merck: Proveedor Quimelab.
Agua destilada del Laboratorio Trifarma: Proveedor Albis.

Alcohol 70° del Laboratorio Portugal: Proveedor Portugal.
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3.5. Técnicas de analisis de datos
Los datos obtenidos fueron ingresados al Programa Estadistico Sofware
I.B.M. Statistical Package for the Social Sciences (IBM - SPSS) version
22,0 y fueron analizados segun la Prueba U de Mann - Whitney, Prueba no
paramétrica para comparar los dos grupos de estudio, entre los cuales
tenemos los grupos problemas Vs el grupo control; ademas, para los

graficos y tablas se empled el Programa Basico Estadistico Excel 2010.
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IV. RESULTADOS

Tabla N° 1: Actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en

su forma de levadura

Sporothrix schenckii

PLACA CONTROL FORMA DE LEVADURA
Libre del extracto hidroalcohdlico de mastuerzo (37 °C por 48 h)
Placa control: O uL/mL (+)
PLACAS PROBLEMAS FORMA DE LEVADURA
Concentracion del extracto hidroalcohdlico de (37 °C por 48 h)

mastuerzo

N°01: 5 pL/mL (-)
N° 02: 10 pL/mL (-)
N 03: 20 pL/mL (-)
N° 04: 40 pL/mL (-)
N° 05: 80 pL/mL (-)

Fuente: Elaboracion propia de las tesistas.

Leyenda: (-) Inhibicién. (+) No inhibicién

Interpretacion: Se muestra la actividad antifungica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de levadura, se observd una inhibicion (-)
completa en las placas donde se agregd el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo a
diferentes concentraciones, mientras que en la placa control el crecimiento del

hongo fue positivo (+).
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Gréfica N° 1: Actividad antifingica in vitro del extracto hidroalcohoélico de

las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

en su forma de Levadura

Interpretacion: Se muestra la actividad antifungica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de levadura, se observd una inhibicion (-)
completa en las placas donde se agregd el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo a

diferentes concentraciones, mientras que en la placa control el crecimiento del

hongo fue positivo (+).

Facultad de Ciencias de la Salud 38

Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica

Bach. Juep Cahuaza, Wilma



1
Determinacion de la actividad antifingica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores Qorb
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii ‘
UPAGU

Figura N° 1: Actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcoholico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en

su forma de levadura

Placa problema N° 01

= ~—

PLACA CONTROL

Fuente: Elaboracidn propia de las tesistas.

Interpretacion: En el grupo control no hubo inhibicion de Sporothrix schenckii

en su forma de levadura, mientras que en los grupos problemas hubo inhibicion.
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Tabla N° 2: Prueba estadistica U de Mann - Whitney de la actividad
antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum

majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en su forma de levadura

COMPARACION DE PLACAS RESULTADOS (p) INTERPRETACION
Control vs Problema N° 01 0,025 p<0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 02 0,025 p<0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 03 0,025 p<0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 04 0,025 p <0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 05 0,025 p <0,05 Existe diferencia significativa.

Problema N° 01 vs Problema N° 02 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N° 03 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N°04 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N° 03 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N°04 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 03 vs Problema N° 04 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 03 vs Problema N°05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.

Problema N° 04 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.

Fuente: Andlisis estadistico elaborado por las tesistas segun la prueba estadistica U de Mann —
Whitney. Valores de p < 0,05 como significativo y p > 0,05 como no significativo.

Interpretacion: Comparaciones realizadas entre la placa control (Sporothrix
schenckii en forma de levadura) versus las placas problemas, evidencian que
existe diferencia significativa, mientras que las comparaciones entre las diferentes

placas problemas, muestran que no existio diferencia significativa.
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Tabla N° 3: Actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcoholico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en

su forma de filamento

Sporothrix schenckii

PLACA CONTROL FORMA DE FILAMENTO
Libre del extracto hidroalcoholico de mastuerzo (25 °C por 15 dias)
Placa control: O uL/mL (+)
PLACAS PROBLEMAS FORMA DE FILAMENTO
Concentracion del extracto hidroalcohdlico de (25 °C por 15 dias)

mastuerzo

N° 01: 5 uL/mL (-)
N° 02: 10 pL/mL (-)
N° 03: 20 pL/mL (-)
N° 04: 40 pL/mL (-)
N° 05: 80 uL/mL (-)

Fuente: Elaboracion propia de las tesistas.

Leyenda: (-) Inhibicion. (+) No inhibicién.

Interpretacion: Se muestra la actividad antifungica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de filamento, se observé una inhibicién (-)
completa en las placas donde se agregd el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo a
diferentes concentraciones, mientras que en la placa control el crecimiento del

hongo fue positivo (+).
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Grafica N° 2: Actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de

las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

en su forma de filamento

Interpretacion: Se muestra la actividad antifungica in vitro del extracto
hidroalcoholico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de filamento, se observé una inhibicion (-)
completa en las placas donde se agrego el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo a

diferentes concentraciones, mientras que en la placa control el crecimiento del

hongo fue positivo (+).
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Figura N° 2: Actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en

su forma de filamento

Placa problema N° 01

Placa problema N° 02

PLACA CONTROL

Placa problema N° 03

Placa problema N° 04

Placa problema N° 05

Fuente: Elaboracion propia de las tesistas.

Interpretacion: En el grupo control no hubo inhibicion de Sporothrix schenckii

en su forma de filamento, mientras que en los grupos problemas hubo inhibicion.
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Tabla N° 4: Prueba estadistica U de Mann - Whitney de la actividad
antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum

majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii en su forma de filamento

COMPARACION DE PLACAS RESULTADOS (p) INTERPRETACION
Control vs Problema N° 01 0,025 p <0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 02 0,025 p <0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 03 0,025 p< 0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 04 0,025 p<0,05 Existe diferencia significativa.
Control vs Problema N° 05 0,025 p <0,05 Existe diferencia significativa.

Problema N° 01 vs Problema N°02 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N° 03 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N° 04 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 01 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05  No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N° 03 1,000 p>0,05  No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N° 04 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.
Problema N° 02 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05  No existe diferencia significativa.
Problema N° 03 vs Problema N° 04 1,000 p>0,05  No existe diferencia significativa.
Problema N° 03 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.

Problema N° 04 vs Problema N° 05 1,000 p>0,05 No existe diferencia significativa.

Fuente: Andlisis estadistico elaborado por las tesistas segin la prueba estadistica U de Mann —
Whitney. Valores de p < 0,05 como significativo y p > 0,05 como no significativo.

Interpretacion: Comparaciones realizadas entre la placa control (Sporothrix
schenckii en forma de filamento) versus las placas problemas, evidencian que
existe diferencia significativa, mientras que las comparaciones entre las diferentes

placas problemas, muestran que no existe diferencia significativa.
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V. DISCUSION

Las infecciones fungicas, se han incrementado paralelamente al desarrollo de la
medicina moderna, frente a esta problematica, se atribuye nuevas estrategias
terapéuticas que se aplican a diferentes situaciones clinicas. Los actuales
medicamentos antifngicos aunque efectivos, presentan problemas o desventajas
tales como el que algunos son muy toxicos, otros producen alergias y algunos han
provocado resistencia a los microorganismos blanco. Esto conlleva a la reduccion
del nimero de alternativas terapéuticas existentes, lo cual impulsa a la busqueda

de nuevas opciones terapéuticas en el campo micoldgico.?

Al notar la importancia clinica del hongo Sporothrix schenckii y ante la demanda
del uso de plantas medicinales por la poblacién Cajamarquina, en la presente
investigacion el objetivo general fue la determinacion de la actividad antifungica
in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo” frente al hongo Sporothrix schenckii en sus dos fases de crecimiento.
Para lo cual se recolecto flores de mastuerzo del distrito de Cajamarca, las que a
su vez fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia de la Universidad Privada
Antonio Guillermo Urrelo, las flores se seleccionaron de acuerdo a los criterios de
inclusion y exclusion, posteriormente se siguié la metodologia descrita, para
finalmente obtener el extracto hidroalcohdlico de mastuerzo. El efecto antifungico
de mastuerzo se determind mediante el método de dilucion en agar, método

referido del estudio titulado “Evaluacion de parametros para pruebas de
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susceptibilidad antifingica en hongos filamentosos mediante la técnica de
difusion en agar” realizado por Trejos E (2009)%, quien indica que se trata de un
método en el cual se puede determinar el efecto antifingico in vitro de una
sustancia o farmaco a diferentes concentraciones. Las diferentes concentraciones
con las que se trabajo en esta investigacion fueron referidas del estudio titulado
“Efecto inhibitorio de los aceites esenciales de las hojas de Origanum vulgare L.
(orégano) en Sporothrix schenckii in vitro” realizado por Carrera M y Miranda R
(2011),'! donde emplearon el aceite esencial del orégano a concentraciones de 1,

2,3,4y5 pL/mL de agar Sabouraud.

Las cepas de Sporothrix schenckii fueron proporcionadas por el &rea de
Laboratorio Clinico del Hospital Regional de Cajamarca y se determind el efecto
tanto en su forma de levadura como filamentosa. Analizando los resultados
obtenidos en tabla N° 1, grafica N° 1 y figura N° 1, se evidencio el crecimiento
del hongo Sporothrix schenckii en forma de levadura en la placa control, mientras
que en las placas problemas (extracto a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y
80 uL/mL), se observo que el extracto hidroalcoholico de las flores de mastuerzo
inhiben el crecimiento de Sporothrix schenckii en su forma de levadura. Al
analizar los datos obtenidos en la tabla N° 3, grafica N° 2 y figura N° 2, se
observaron resultados similares mostrandose que el extracto hidroalcoholico de
las flores de mastuerzo presentan efecto antifingico frente el hongo Sporothrix

schenckii en forma de filamento. Estos resultados se analizaron con la Prueba
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Estadistica U de Mann - Whitney, en la cual se obtuvo un valor de p < 0,05,

indicando la existencia de diferencia significativa (tabla N° 2 y tabla N° 4).

Estos resultados coinciden con el estudio de Rivera M (2007)%°, “Actividad de
seis extractos de hierbas usadas medicinalmente contra Fonsecaea padrosoi y
Sporothrix schenckii”, quien demostrd que el extracto de mastuerzo tiene
actividad antiflngica in vitro sobre el hongo Sporothrix schenckii en su forma de
levadura. Asi mismo Cumpa N, et al. (1991),'? en su investigacion “Avances en la
investigacion de tioglicésidos en plantas del género Tropaeolum, actividad
antibacteriana y antifangica”, refieren que el extracto etanélico puro obtenido de
hojas, flores y frutos de Tropaeolum majus L. contienen el tioglicosido, el cual
tiene actividad antibacteriana y actividad antimicética (contra las cepas de hongos

dermatofitos y Candida albicans).

En la investigacion realizada por Bezada, et al. (2016)°, se hace referencia que el
extracto etandlico de las hojas, flores y frutos del mastuerzo, tiene propiedades
fungicidas y de rapida regeneracion de las lesiones en la piel, actividad que esta
asociada a la presencia del flavonoide de quercetina, ademas del
bencilisotiociananto. Por su parte Aguilar D, et al. (2017),! refieren que el
Tropaeolum majus L. en sus flores y hojas, contiene principios activos como la
glucotropaeolina, que contiene el isotiocianato de benzilo, un compuesto
lipofilico, que posee actividad antimicdtica contra algunos géneros de hongos,

debido a que inhibe e inactiva las proteinas necesarias para su supervivencia; es
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decir, reaccionarian inespecificamente con alguna proteina del hongo mediante
modificaciones directas e indirectas. La directa ocurriria por la reaccion entre el
grupo isotiocianato, con el grupo amino terminal de la lisina o sulfidrilo de la
cisteina, afectando la estructura terciaria de la proteina del hongo, ocasionando la
pérdida parcial o total de su actividad; mientras que, en la indirecta se daria por la
alteracion de la homeostasis redox en las proteinas del hongo, debido a que el
isotiocianato interrumpe los mecanismos antioxidantes y aumenta la oxidacion,

ocasionando la apoptosis.

De esto se puede inferir que el efecto antifingico frente al crecimiento de
Sporothrix schenckii en forma de filamento y levadura, obtenido con el extracto
hidroalcohdlico de las flores de mastuerzo, se deberia principalmente a la accion
de la glucotropaeolina, la cual contiene isotiocianato de benzilo y otorga dicha

actividad.
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VI. CONCLUSIONES

e Se determind que el extracto hidroalcohdlico de las flores de
Tropaeolum majus L. “mastuerzo” tiene actividad antiflngica in
vitro frente al hongo Sporothrix schenckii.

e El extracto hidroalcohélico de las flores de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo” tuvo inhibicion antifingica in vitro en todas sus
concentraciones (5, 10, 20, 40 y 80 pL/mL), frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de crecimiento de levadura.

e El extracto hidroalcohodlico de las flores de Tropaeolum majus L.
“mastuerzo” tuvo inhibicién antifungica in vitro en todas sus
concentraciones (5, 10, 20, 40 y 80 pL/mL), frente al hongo
Sporothrix schenckii en su forma de crecimiento de filamento.

e Comparando el efecto antifungico in vitro del extracto
hidroalcoholico de las flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo”
se pudo visualizar que la mayor inhibicién sobre el hongo Sporothrix
schenckii, se dio en su forma de crecimiento de filamento, que de

levadura.
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VII. RECOMENDACIONES

e Realizar mas investigaciones sobre la actividad antifungica in vitro
del extracto hidroalcoholico de Tropaeolum majus L. “mastuerzo”
sobre el hongo Sporothrix schenckii y sobre otros tipos de hongos o

bacterias.

e El extracto hidroalcoholico de las flores de mastuerzo mostro tener
actividad antifangica in vitro frente al hongo Sporothrix schenckii;
por lo que, se recomienda hacer estudios sobre los principios activos

responsables de dicha actividad.
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FOTOGRAFIA N° 01: Zona del departamento de Cajamarca donde hay flores
de mastuerzo.

FOTOGRAFIA N° 02: Flores de Tropaeolum majus L. “mastuerzo”.

Facultad de Ciencias de la Salud 60 Bach. Aguilar Saavedra, Rosa Leida
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica Bach. Juep Cahuaza, Wilma

@

UPAGU



Determinacidn de la actividad antifangica in vitro del extracto hidroalcohélico de las flores
de Tropaeolum majus L. “mastuerzo” frente a Sporothrix schenckii

FOTOGRAFIA N° 03: Elaboracion del extracto hidrooh()lico de las flores de
Tropaeolum majus L. “mastuerzo”.

= e
FOTOGRAFIA N° 04: Obtencion del extracto hidroalcohdlico de las flores de
mastuerzo.

FOTOGRAFIA N° 05: Materiales para la preparacion del Agar Sabouraud.
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FOTOGRAFIA N° 06: Preparacion del Ag

FOTOGRAFIA N° 8: Placas con medios de cultivo.
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FOTOGRAFIA N° 11: Incubacmn de Ias placas para la forma de Ievadura
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FOTOGRAFIA N° 12: Incubacion de las placas para la forma de filamento.

FOTOGRAFIA N° 13: Resultado del grupo control para la forma de levadura.

FOTOGRAFIA N° 14: Resultado del grupo control para la forma de filamento.
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