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Yo, VeraPuscan Jhimy Jhan Franco pongo a disposicion del jurado mi tesis titulada, Eficacia
Anti-Micotica de las hojas de Ruta chalepensis 1. “Ruda” sobre Trichophyton rubrum,

comparado con Clotrimazol, estudio in vitro. Para ser evaluada y ser sustentada.
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RESUMEN:

Se realizd un estudio experimental durante el 2018 en el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Cesar Vallejo Provincia de Trujillo, para establecer la Eficacia Anti-Micotica
de las hojas de Ruta chalepensis 1. “Ruda” sobre Trichophyton rubrum, comparado
con Clotrimazol, estudio in vitro. Debido que la tifia pedis es una de las dermatofitosis méas
frecuentes y comunes de la consulta médica. Por ello se estudio el uso de la ruda, debido a
que se encuentra al alcance de toda la poblacion y que ha demostrado eficacia antimicotica
frente a Trichophyton rubrum en diferentes métodos. Por lo cual se realiz6 un estudio
experimental con mdaltiples repeticiones luego de una prueba piloto utilizando el extracto
etandlico de la ruda. Los resultados demostraron eficacia a concentraciones del 100%,
eficacia intermedia al 75%. Asi mismo se encontro resistencia a concentraciones del 50% en
una muestra de 20 repeticiones de placas petri con una poblacién de 80 placas. Se concluy6
que el extracto etandlico al 100% demostrd ser eficaz como antimicotico frente al

Trichophyton rubrum in vitro. Se siguieron las normas éticas para este tipo de investigacion.

Palabras clave: Antifangico, Ruta chalepensis 1., Trichophyton rubrum.



ABSTRACT

An experimental study was carried out during 2018 in the Microbiology laboratory of the
Cesar Vallejo University Province of Trujillo, to establish the Anti-Micotic Effectiveness of
the Chalepensis I. "Ruda™ on Trichophyton rubrum, compared with Clotrimazole, in vitro
study. Because ringworm pedis is one of the most common and common dermatophytosis
of the medical consultation. Therefore, the use of rue was studied, because it is available to
the entire population and has demonstrated antifungal efficacy against Trichophyton rubrum
in different methods. Therefore, an experimental study with multiple repetitions was carried
out after a pilot test using the ethanolic extract of rue. The results showed efficacy at 100%
concentrations, intermediate efficacy at 75%. Likewise, resistance was found at
concentrations of 50% in a sample of 20 repeats of petri dishes with a population of 80 plates.
It was concluded that the 100% ethanolic extract proved to be effective as an antifungal agent
against Trichophyton rubrum in vitro. The ethical standards for this type of research were
followed.

Key words: Antifungal, Ruta chalepensis L Trichophyton rubru.



I. INTRODUCION

1.1. Realidad Problemética:

El Trichophyton rubrum es un microorganismo del tipo hongo antropofilico dermatofito que
en su mayoria afecta a seres vivos como el ser humano. Es el origen m&s comun y frecuente
de enfermedades dermatologicas uno de las principales afecciones son la que
cotidianamente llamamos pie de atleta, tifia y prurito del jockey. Ademas del causante de

otras infecciones dermatoldgicas conocidas como micosis. & 78

Las micosis visibles o también llamadas micosis de la capa exterior son patologias conocidas
debido a diferentes conjuntos de hongos dafiinos para el ser humano, que irrumpen las partes
que contiene queratina en la piel, es decir, las ufias, estrato cdrneo, cabello y mucosas. Se
encuentran colocados extensamente por toda la naturaleza en donde pueden existir y vivir
en el cuerpo de la persona y todo nuestro organismo como parasitos o saprofitos. Solamente
cierto nimero de especies de hongos estudiados y reconocidos son dafiinos para el

organismo humano "8

Las micosis han sido fraccionadas para ser estudiadas en tres grandes conjuntos 0 grupos:
profundas o sistémicas; los superficiales y subcutaneas. Las formas superficiales abarcan
las zonas limitadas por la piel, mucosa, ufias, y pelo. Las cuales son consideradas infecciones
comunmente frecuentes, en su mayoria ocurre en todas los grupos etarios, ademas, de que

algunas son poco frecuentes en nifios.

La asignacién de la dermatofitosis es a nivel mundial y universal, de las cuales prevalecen
las zonas con climas tropicales aceptables, humedos y calidos, encontrandose distintas
caracteristicas y diferencias en cuanto a su extension geogréafica, de tipos de dermatofitos, lo
cual perjudica y dafia tanto a varones como a mujeres y en todos los grupos etarios. La
continuidad global sobre la patogenia de la micosis superficial es muy elevada, Segun la
OMS es del 20 a 25% de la poblacién general, de los cuales el 5 al 10 % son por problemas
asociados a dermatofitos. EI hombre puede adquirir la patogénesis de distintos animales
previamente contaminados o infectados como: ratas, gatos, perros, y entre otros animales

que no necesariamente son no domésticos.®

La tifia pedis, es una infeccion dermatoldgica superficial que perjudica y afecta los pies, en

su mayoria sobre todo los pliegues plantares e interdigitales, y con poca frecuencia el dorso,
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teniendo un desarrollo en forma crénica, en su mayora de forma subclinica con prurito y
brotes irregulares de intensidad cambiante y variable. Los microrganismo que tienen mas
frecuencia son: T. rubrum nterddigitale, epidermophyton floccosum, T. mentagrophytes y

T. mentagrophytes var. 878

El tratamiento ya esté especificado para este tipo de problemas dermatoldgicos pero cierto
grupo de personas en su mayoria de las zonas rurales y andinas del Pert no cuentan con la
economia suficiente para adquirir medicamentos, no obstante, hacen uso de platas
medicinales para tratar la dermatomicosis, un ejemplo claro es el uso de maceracion y de

infusion de las hojas de Ruta chalepensis I. “ruda”. ®7:8
1.2. Trabajos Previos.

Cabrera Calderdn S ° (México, 2016) realiz6 un estudio de plantas nativas de la ciudad de
México que contenian caracteristicas y compuestos bioactivos, una de las plantas usadas fue
Ruta chalepensis I. “ruda” estos compuestos fueron obtenidos por medio de una extraccion
asistida por ultrasonido con una similitud del 1:5 con etanol al 70% como solvente
coadyuvante estableciendo en un tiempo de 30 min. Los estudios y pruebas que se realizaron
in vitro con un conjunto de cuatro hongos como el: Trichophyton rubrum, Colletrotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Los examenes que se realizaron
in vitro fueron en tres diferentes concentraciones de extracto (1000, 2000 y 3000 ppm), en
el cual se utilizo el procedimiento de prueba de difusién en agar. En los que se demostraron
una alteracion del estado de su madurez e inactividad o inhibicion del desarrollo y
crecimiento de los distintos hongos estudiados. Se realiz6 la incubacion con un tiempo limite
de 10 dias, los extractos obtenidos de Ruta chalepensis I. “ruda” demostraron un 8.89% de

mayor eficacia de inhibicion en el desarrollo y crecimiento micelia.

No obstante, en los grupos estudiados a concentraciones de los extractos en partes por
millén, se encontrd que el 7.22% tuvo un menor porcentaje de inhibicién o inactividad para
el grupo de 2000 ppm, asi como el 43.9% menor inactivacion para los de concentraciones
de 1000 ppm en comparacion con la maxima inhibicion de 3000 ppm de extracto en ambos
estados de madurez de la Ruta chalepensis I. Observando al final de las comparaciones un
efecto provocado por las especies de hongos utilizados, ya que los extractos estudiados
presentaron en promedio; de 95.19% en Trichophyton rubrum, 85.14% en A. alternata,
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72.5% de inhibicion en F. oxysporum y 79% para C. gloeosporioides, en un periodo de
incubacion de 10 dias

Reyes-Quintanar C1° (Mexico 2014) realiz6 un estudio en la ciudad de Puebla, acerca del
efecto micelial de la ruda (Ruta graveolens) en el cual empleé un procedimiento de
maceracion en recipientes de laboratorio de vidrio de 3.78 litros de capacidad, en los cuales
se mezclaron alrededor de 2 litros de solucion de etanol de 96 °GL para si poder de cubrir
o tapar completo el contenido. Se concentr6 y macerd por un periodo de 24 h a una
temperatura 37°C 0 a temperatura de ambiente, posteriormente se realizé un filtrado. Tras
cubrir en reiteradas ocasiones con solucion de etanol, se repitié un segundo y tercer filtrado,

para posteriormente estudiar y evaluar las cepas de Trichoderma.

Respecto al estudio de la cepa Trichophyton rubrum, la inhibicion sobre la capacidad de su
velocidad de desarrollo y crecimiento estuvo seriamente marcada con respecto al testigo
desde el primer dia hasta el quinto, estableciendo un porcentaje de inactividad del 81.4%
el primer dia y 51.9% el tercer dia, llegando a completar su crecimiento y desarrollo para
poder colonizar en su totalidad la caja de Petri hasta el sexto dia, incluso 2 dias mas tarde

que el testigo.
1.3. Teorias Relacionadas al tema

La Ruta graveolens L., “Ruda”, procede del griego REUOI que tiene el significado de
‘salvar’, ‘liberar’ o ‘proteger’, debido a sus virtudes y caracteristicas medicinales. Y también
del latin GRAVELENS que significa “olor pronunciado”. Es una planta exdtica original de
Asia y del Mediterraneo donde actualmente es el norte de Africa y Sur de Europa, y fue
introducida en el Continente de América luego de la conquista de los colonizadores

espafioles. 2

Su uso data de siglo XVI, no obstante en Roma y Grecia la utilizaban como hierba
medicinal, como método abortivo y sobre todo de uso culinario. Los frailes la cultivaban por
sus conocidas propiedades antiafrodisiacas. Ademas la combinacién de ruda, el ajo y el
romero fueron necesarios en la composicién del vinagre de los cuatro ladrones, utilizado en
la gran epidemia de peste. Leonardo da Vinci y Miguel Angel declaraban que la ruda les

mejoraba la agudeza visual asi como el sentido interno de la creatividad.®

En su descripcidén y caracteristicas botéanicas, se trata de una planta herbaceo perenne de 50-

90 cm de alto, con sus tallos redondos y una frondosidad verde azuloso, con hojas alternas
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de color verde azuladas, las cuales estan subdivididas por segmentos espatulados u oblongos
de aproximadamente unos quince milimetros de largo, en las cuales estan sus glandulas
translucidas con el aceite esencial y necesario que es responsable de su aroma inconfundible
y caracteristico de si mismo. Las flores de un color amarillento se agrupan haciendo su
aparicion o floreciendo dentro de las estaciones de verano y primavera, sus frutos son una

especie de capsulas redondeadas.® 2

Sus hojas presentan dos capas en las cuales estan contenidas estomas, la mayoria y se localiza
en la parte inferior de los segmentos foliares. Se describe ademas que las células de la
primera capa o capa superior son de un borde ligero y levemente ondulado o rectilineo, y las
de la cara inferior tienen una forma de caracteristicas sinuosas. El mesofilo esta caracterizado
por presentar dos especies de capas en empalizada, de células bastante amplias y pequefias,
que presentan un parénquima esponjoso, la cual su capa inferior se acerca nuevamente a la
forma en empalizada. En el meséfilo se logran encontrar esparcidas drusas de oxalato por lo
que se puede observar grandes cantidades de depositos de esquizolisigenos de concentracion
que logran alcanzar la epidermis. Las cuatro células epidérmicas que las cubren tienen

normalmente una forma romboidal y estan ubicadas por debajo del nivel de las demas.?

Los principales constituyentes y elementos quimicos de la Ruta graveolens son: El 6leo o
aceite es entre (0,1-0,6%): combinado con ésteres (que son acetatos de 2-nonilo y 2-undeiclo,
etc); no obstante el metilheptilcetona, metilnonil asi como monoterpenos (a y b-pineno,
limoneno), ademés de cetonas alifaticas (metilnonilcetona en un porcentaje del 90%),
alcoholes como el 2-undecanol, cumarinas y furanocumarinas con proporcion del 0,15-
0,70% destacando: isoimperatorina, bergapteno, escopoletina, psoraleno, umbeliferona,
dafnoretina, , pangelina, y otros mas. En los alcaloides furoquindlicos tenemos el: 6-
metoxidictamina, arborinina, graveolina,graveolinina, arborotina, rutamina, furoquinolina,
ademas de otros. También estan los flavonoides: rutina con un porcentaje del 1 al 2%,
quercetina. No obstante hay otras sustancias en la planta como: acido malico, resina, goma,
taninos, lignanos (raiz), acido ascorbico, sustancias amargas, glucdsidos solubles en agua

como; , metilpicraquasidsido, el sinapoil-6-feruloilsucrosa,metilcnidiosido, etc.?

Esta planta es cotidianamente conocida con el nombre de “Ruda”, “RudaTropical” “Ruda
Antillana”, y “Ruda de la Tierra”. ES una planta poco exigente y normalmente crece casi
en todas partes. Pero no obstante, los mejores resultados son en suelos bien drenados ademas

de crecer incluso en escombros. En el continente se lo puede encontrar en Norte América,
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Centro Ameérica y América del Sur, encontrdndose frecuentemente en los andes. Como es el

Per(.*

Esta planta ha sido incorporada y cosechada en numerosas paises del mundo, gracias a sus
resultados beneficiosos para la salud tales como: antiséptico, estimulante, antiespasmadico,
favorece la secrecion gastrica, favorece la diaforesis, hipotensor, calmante o sedante y
también tiene buen efecto cicatrizado las heridas. En la medicina coloquial, esta especie de
planta ha sido y es utilizada para mejorar dolencias como la otalgia, la faringitis, rinitis,
artralgias, histeria, colicos, amenorrea y menorragia, cefalea, neuralgias, también como para

el meteorismo y, recientemente se estudié su actividad contra las bacterias y hongos. **

Segln su via de administracion la Ruta graveolens L., “Ruda” por via oral; también es
utilizada para casos como; estimulantes diurético, para hacer géargaras y desinflamar las
amigdalas, en casos de anginas, palpitaciones del corazén, pleuritis, complicaciones

respiratorias y calambres musculares.?

En sus efectos bioldgicos mas importantes de la Ruta graveolens L tenemos antiparasitarias,

espasmoliticas, virtudes venotonicas, foto sensibilizantes y recientemente antibacterianas

Su uso antibacteriano del extracto acuoso de Ruta graveolens ha probado demostrar una
accion que inhibe de manera in vitro frente a Pseudomonas syringae, E. carotovora,
Xanthomonas campestris y Erwinia amylovora. No obstante, demostré actividad sobre

Culex quinquefasciatus y un efecto inhibitorio en contra de Popillia japonica. 2

Ruta chalepensis I. tiene accion antimicrobiana contra microrganismos como; Micrococcus
pyogenes var. aureus y E. coli. Con respecto a este ultima bacteria mencionada, un estudio
realizado con el extracto etanolico a partir de las hojas arrojé resultados no favorables y
negativos. Pero en cambio frente a bacterias Gram-negativas aerobicas como Pseudomonas
aeruginosa demostré efectos positivos e inhibitorios en dosis de 25 mg/mL. Asi mismo se
observo que el mismo efecto sobre Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis utilizando una

dosis aproximada de 12,5 miligramos por decilitro.

Esta planta ha demostrado no solo tener estos efecto ya mencionados si no ha logrado
demostrar tener efectos sobre gran parte de nuestro organismo como a nivel neurolégico,,

sobre el sistema tegumentario, gastro intestinal y entre otros.
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En cuanto al farmaco, el clotrimazol es un medicamento antifungico imidazélico, que es
empleado para tratar las dermatomicosis. Ciertas de las alteraciones producidas por estos
agentes patogenos en las que el clotrimazol es eficaz son; la candidiasis oral, la vagina y la
dermatofitosis. Debido a su adecuada accion y penetracion a través de la piel este

medicamento esta indicado para tratar de las micosis subcutaneas.

Este farmaco cumple su accion alterando e interviniendo en la membrana sensible de los
hongos. Inhibe e impide la sintesis y formacion de ergosterol al interactuar y tener una
afinidad con la 14-alfa-metilasa, que es nada menos que la enzima conocida del citocromo
P450 que es necesaria para convertir el lanosterol en ergosterol, un elemento esencial de la
membrana del hongo. EI mecanismo de accion del clotrimazol es, pues, relativamente
distinta al de la amfotericina B que cumple una funcion de unirse al ergosterol luego de que
haya sido producido y sintetizado. La pérdida y ausencia de sintesis del lanosterol en la capa
superficial del microorganismo eleva la penetracion y permeabilidad en la célula
produciendo un deterioro la pérdida de sustancias esenciales, como son los fosfatos y el
potasio que se filtran y se liberan a traves de las hendiduras de la membrana. No obstante,
se postuld otros tipos de mecanismos de accion para el farmaco, en la cual se habla de la
inhibicion de la respiracion enddgena o por otro lado en la que presenta la interaccion de los
fosfolipidos de la membrana del hongo lo que imposibilita la transformacion de los hongos

a micelios.

1.4. Formulacion del Problema
¢Las hojas de Ruta chalepensis I. “ruda” tiene eficacia anti micotica sobre Trichophyton

rubrum, comparado con Clotrimazol, estudio in vitro?

1.5. Justificacion del estudio

La tifia pedis es una patologia de distribucion mundial y es una de los tipos de dermatofitosis
mas comunes, encontrandose entre los primeros diez tipos de dermatosis mas frecuentes y
comunes de la consulta médica. Se cree que un gran nimero de personas de ambos sexos,
presentaran tifia en sus pies, asi sea de manera subclinica. La patogénesis por estos
microorganismos es de distribucion universal, pero destacan en los medios rurales. Dafa
principalmente a las personas de sexo masculino adultos y jovenes que usan calzado cerrado,

ademas se puede presentar en ambos sexos y a cualquier grupo etario. ’
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Se conoce que hoy en dia existe maltiples tratamientos farmacoldgicos para este tipo de
problema, uno de ellos es el clotrimazol que tiene efecto antimicético de amplio espectro
contra diferentes hongos patogenos en especial el Trichophyton rubrum, no obstante también
se ha encontrado un tratamiento de medicina alternativa para este tipo de patologia como es
la Ruta chalepensis 1. “ruda” que posee efecto antimicdtico frente al microorganismo

mencionado

Motivo por el cual, se realizd este proyecto de investigacion in vitro para demostrar la
efectividad de la terapia con Ruta chalepensis I. “ruda” considerando que tiene una
pertinencia social muy alta ya que se encuentra al alcance de toda la poblacién en las tres
regiones de nuestro pais. Adicionalmente tiene un costo aceptable y accesible para la
poblacién. Es por eso que se desea demostrar la efectividad del aceite esencial de esta planta

frente al Clotrimazol. .

1.6. Hipotesis
Hi: El extracto etandlico de las hojas de Ruta chalepensis 1. “ruda” tiene eficacia anti

micotica sobre Trichophitom rubro, comparado con clotrimazol, estudio in vitro.

1.7. Objetivo
1.7.1. Objetivo General:
A. Determinar el eficacia anti micotica de la ruda sobre Trichophyton rubrum,

comparado con clotrimazol, estudio in vitro.

1.7.2. Objetivos Especificos:
a. Establecer la eficacia de las hojas de Ruta chalepensis I. ruda como antimic6tico
sobre Trichophyton rubrum in vitro
b. Establecer la eficacia del clotrimazol como anti micético sobre Trichophyton
rubrum in vitro

c. Comparar la eficacia de ambos tratamientos

II. METODO

2.1. Disefio de investigacion

2.1.1 Disefio de Investigacion: disefio experimental con multiples repeticiones
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Experimento con multiples repeticiones con post prueba donde:

RG1 01
RG2 O3
RG3 05
RG4 07
Donde:

X1

X2

X3

X4

o1

o4

06

08

G1: Dilucion de la Ruda al 100%

G2: dilucién de la Ruda al 75%

G3: dilucién de la Ruda al 50%

G2: Tratamiento estandar con Clotrimazol

O: Las observaciones en este caso son posteriores al estimulo, porque no hay medicion

basal.
Eficacia Anti-Miotica de la Ruta
FACTOR: chalepensis I. “ruda”

Sl NO GRUPO
RG1 A B CASO 1
RG2 C D CASO 2
RG3 E F CASO 3
RG4 G F TESTIGO

2.2. Variables operacionalizacion:

Variable Independiente: tratamiento antimicotico en Trichophyton rubrum

a) No farmacologico: Extracto etandlico de Ruta chalepensis I. “ruda”

b) Farmacoldgico: Clotrimazol
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Variable Dependiente: eficacia antimicética

a) Eficaz: sensible al tratamiento anti nicético.

b) No eficaz: resistencia al tratamiento anti nicotico.

3.2.1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

EXPERIMENTAL

VARIA DEFINICION DEFINICION ESCI;ELA
BLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADORES | 120 116N
Pa-ra el to de La poblacién fue
Trichophyton dividida  en los
V. I | rubrumse utiliza: siguientes grupos:
Esquema Tratamiento no ot
de tto o a) Ruda al 100% G2 o
vara farmacoldgico | con b) Ruda al 75% Cuallt.atlva
Trichoph Ruta chalepensis |. ¢) Rudaal 50% G3 nominal
“ruda” .
yton d) Clotrimazol G4
rubrum | Tratamiento e) Control
farmacoldgico  con negativo(agua
Clotrimazol destilada
Se considerd el diametro
del halo de inhibicién en
mm considerando eficaz
V.  D:|Es ladisminucién de |cuando  se  halla o
eficazdel | de la patogenia de | Sensibilidad —en el Cuallt.atlva
tto Trichophyton rubrum producto anti-micotico : nominal
1. Sensible =15 mm
2. Intermedio 10-14 mm
3. Resistente <10 mm
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2.3. Poblacion y muestra
2.3.1.- Poblacion:
Estuvo constituida por 80 placas Petri cultivadas de Trichophyton rubrum en el
laboratorio.
Por ser un estudio experimental se calcul6 con la formula estadistica de estimacion de
comparacion de dos proporciones sobre halos de inhibicidn en una prueba piloto para
hallar el nimero de placas Petri necesarias que validen y verifiquen la investigacion, por

lo que se utilizara la siguiente formula.

2
<21_5+21—ﬂ) (6% +a3 /1)
2 =3

n== >
(H1—u2)

Z1-o» = 2.58 (asumiendo un nivel de confianza del 99%)
Z 1= 2.33 (asumiendo una potencia estadistica del 99%
Promedio de grupo 1(p,) = 16.8

Desviacion estandar en el grupo 1 (o7) = 0.8

Promedio de grupo 2 (u;)=2,3

Desviacion estandar en el grupo 2 (0,)1.8

Tasa (grupo 2/grupol) = 1

Luego de realizar una prueba piloto y obtener su promedio y su desviacién estandar
correspondiente se utilizé la formula de comparacion de dos Promedios de la concentracién
al 75% de la muestra piloto y la del clotrimazol, en el cual se obtuvo como resultado que el
tamafio de la muestra como minimo seria 3 repeticiones de cada concentracion de ruda y del

clotrimazol.

2.3.2.- Muestra:

Las 20 repeticiones de cada placa petri de Trichophyton rubrum trabajada en el
laboratorio de la Universidad Cesar Vallejo.

2.3.3.- Unidad de anélisis:

Cada placa Petri de trichophyton rubrum analizada en el laboratorio.
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2.3.4.- Muestreo:

El muestreo es aleatorio simple ya que se trabajé con todas las Placas Petri de

Trichophyton rubrum en el laboratorio.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad
2.4.1 La Técnica:

Se realizd por medio de la observacion del experimento sobre si las hojas de Ruta
chalepensis I. “ruda” tuvo eficacia anti micotica sobre Trichophyton rubrum, comparado con

Clotrimazol.
2.4.2 Instrumento:

Se observé cada placa Petri, tomando en cuenta la concentracién de cada muestra del
extracto etanodlico extraido de las hojas de la Ruda, ademas se observo y se tomd en cuenta
el halo de inhibicion de cada unidad de analisis que fue trabajada en el laboratorio de la
universidad Cesar Vallejo, mediante nuestro instrumento de recoleccion de datos, el

instrumento es una ficha simple de observacion experimental (ver Anexo 01).

2.4.3.- Procedimiento de Recoleccion de Datos

Material Vegetal; se compr6 alrededor de 15 kilos de Ruda en el mercado “La Hermelinda”
que posteriormente fueron llevados al laboratorio de la Universidad Cesar Vallejo, luego se
realizd una limpieza ligera y superficial pero en seco, para poder eliminar restos de otras
plantas ajenas, impurezas e insectos. Una vez realizado la limpieza se procedié a deshidratar
a temperatura ambiente bajo sombra por alrededor 15 dias aproximadamente. Una vez
deshidratada la Ruda se empez6 el procedimiento.

Modo de extraccion; Se utilizo una técnica de maceracion en unos frascos de vidrio de 3.78
L aproximadamente, en el cual se colocaron las hojas de Ruda deshidratada y luego en el
mismo recipiente se le agreg6 2 L aproximadamente de un solvente de etanol al 96 °GL
cubriendo todo el contenido de las hojas, posterior a eso se dejé macerar por alrededor de
24 h a temperatura ambiente, se filtrdé con un tipo de papel filtro y luego se volvi6é a cubrir
nuevamente el recipiente con el mismo solvente para macerar por otras 24 h para un segundo
y tercer filtrado. El extracto filtrado que se obtuvo se mantuvo en una zona oscura a 4 °C.

Una vez obtenido el total del extracto, se colocé en un rotavapor a 100 rpm a menos de 40
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°C. Luego se seco a temperatura de ambiente y se mantuvo refrigerado hasta el momento

de su uso.

Para analizar y evaluar las cepas de Trichophyton rubrum se emple6 un medio de cultivo
PDA, en las concentraciones establecidas de al 100%, 75%, y 50% de extracto extraido de
la ruda. Luego se suspendid en 30 mililitros de agua destilada estéril aproximadamente en
un agitador rotatorio a 110 rpm a una temperatura de alrededor de 35 °C por un tiempo de
45 min aproximadamente ademas de que fue centrifugado a 10 000 rpm, por un promedio
de 5 min. La cepa utilizada fue la de Trichophyton rubrum. Para la cual se evalu6 su
crecimiento micelial, la cual se inocul6 en un medio de cultivo PDA con extracto de ruda.
Se coloco un disco de micelio de alrededor de 0.5 cm de diametro y se medio el desarrollo

micelial de forma radial y parcial a las 72 horas.

Luego de obtener resultados se procedié a tomar nota en nuestro instrumento de recoleccién

de datos.

2.5. Métodos de andlisis de datos

La informacién transcrita en la ficha de recoleccién de datos, fue procesada en la base de
datos en el programa SPSS 20.0 version para Windows, ademas la informacion fue
presentada en las tablas de frecuencias simples y porcentajes. Para el andlisis de la
informacion se aplicaron las estadisticas de estimacion de comparacion de dos proporciones:
como promedios, media, desviacion estandar en los casos que corresponda.

Para el analisis inferencial se aplico primero las pruebas de normalidad de Shapiro Wilks

por ser una muestra pequefia con un total de 20 placas petri.

2.6. Aspectos éticos.

El estudio se realizo respetando los criterios de la Normas de Etica en la investigacion
considerados en la Declaracién de Helsinsky, considerando que es un estudio experimental,
se preservo la informacion obtenida que sélo tendra acceso a ella el personal investigador

Se presentd al comité de ética para ser revaluado.

La bio eliminacion de las placas petri se llevo a cabo con la observacion de los asesores

mencionados, para evitar problemas de contaminacion en el ambiente a trabajar.
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I11. RESULTADOS

Tabla 1
Descriptivos
HALO
95% del intervalo de
confianza para la
media

Desv. Desv. Limite Limite
N Media Desviacion  Error inferior superior  Minimo Maximo
RUDA AL 100 % 20 22.10 2.075 0.464 21.13 23.07 19 25
RUDA AL 75 % 20 15.25 1.618 0.362 14.49 16.01 13 18
RUDA AL 50 % 20 10.20 1.508 0.337 9.49 10.91 8 12
CLOTRIMAZOL 20 21.75 2.099 0.469 20.77 22.73 19 25
Total 80 17.33 5.286 0.591 16.15 18.50 8 25

Esta tabla muestra los resultados obtenidos de cada concentracion de ruda demostrando el
méaximo y el minimo halo de inhibicion segun los indicadores establecidos, demostrando asi

la eficacia de la ruda en concentraciones al 100% en comparacion con el clotrimazol,

Tabla 2
ANOVA
HALO
Suma de Media
cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 1949.050 3  649.683 191.009 0.000
Dentro de grupos 258.500 76 3.401
Total 2207.550 79

Como se observa en el cuadro estadistico el resultado de la significancia del ANOVA es
menor que 0.05 lo que hace referencia a que existe una homogeneidad del tratamiento

establecido que es la ruda frente al medicamento utilizado que el clotrimazol.
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Grafico N° 1
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Se observo que la ruda presenta un buena eficacia inhibitoria frente al Trichophyton rubrum.
No obstante, se logro establecer la eficacia de ambos tratamientos por separado,
demostrando que ambos que tanto la ruda como el Clotrimazol son tratamientos eficaces
inhibiendo al microorganismo sobre todo mostrando mayor eficacia la concentracion de

ruda al 100% sin muestra de resistencia.

Tabla 3

Pruebas post hoc
Subconjuntos homogéneos

HALO

Duncan,
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2 3
RUDA AL 50 % 20 10.20
RUDA AL 75 % 20 15.25
CLOTRIMAZOL 20 21.75
RUDA AL 100 % 20 22.10
Sig. 1.000 1.000 0.550

Se realizé una la prueba post hoc en la cual se observo que el clotrimazol y la concentracion
de extracto de ruda al 100% tienen una homogeneidad muy significativa demostrando asi
que su eficacia comparativa fue similar frente a la inhibicion contra el Trichophyton
rubrum, por otro lado se observé que las concentraciones de ruda al 50% el patdgeno mostro

una resistencia y como resultado intermedio se encontré las concentraciones de ruda al 75%.
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IV. DISCUSION

La prueba in vitro mostro la eficacia de la ruda a diferente concentraciones sobre la
inhibicion y el crecimiento micelial del Trichophyton rubrum, en un tiempo de incubacion
de 72 horas, tiempo correspondiente a la tasa de crecimiento minimo de la mayoria de los
hongos.

En lo que se refiere a las concentraciones del extracto de la ruda al 100 % se obtuvo una
inhibicion micelial favorable con un halo de inhibicion mayor a 15 mm, segun los
indicadores establecidos donde se explica que un halo de inhibicion mayor a > 15mm
demostrara ser eficaz con una sensibilidad al tratamiento anti-micotico. No obstante, las
concentraciones de ruda al 75% se obtuvieron resultados con un halo de inhibicion entre 10
y 14 mm los cuales reflejan que hay un inhibicion a nivel intermedio, por otro lado las
concentraciones de ruda al 50% demostro no ser tan eficaz como lo esperado por presentar
halos de inhibicion < 10mm reflejando una resistencia del patogeno frente al tratamiento
establecido.

El estudio y analisis estadistico demostré una diferencia significativa menor (p<0.05) entre
las concentraciones del extracto de ruda al 100%, al 75% y al 50% frente a Trichophyton
rubrum, ademas que si cumplio con la reglas de normalidad, no obstante se logré demostrar
que tratamiento alternativo usado presentd una homogeneidad similar en la eficacia entre la
concentracion de ruda al 100% con el clotimazol e incluso demostrd ser superior al
medicamento,(grafico N°1 y tabla 3).

Por ello los resultados obtenidos concuerdan con los estudios realizados por Cabrera
Calderén S. ° (México, 2016) que reportaron la inhibicion de crecimiento micelial de
Trichophyton rubrum, por medio de una extraccion asistida por ultrasonido con una
similitud del 1:5 con etanol al 70% en tres diferentes concentraciones de extracto (1000,
2000 y 3000 ppm), el cual demostr6 que los extractos estudiados presentaron en promedio
de inhibicién micelial de un 95.19%. Asi mismo Reyes-Quintanar C. (Mexico 2014) realizo
un estudio utilizando la maceracion de la ruda con solucién de etanol de 96 °GL, los
resultados demostraron que para la cepa Trichophyton rubrum, la inhibiciéon sobre la
capacidad de su velocidad de desarrollo y crecimiento micelial fue seriamente marcada con
respecto al testigo desde el primer dia, con un porcentaje de inactividad del 81.4%, Estos
estudios previos reflejan y avalan los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion

realizados,
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V. CONCLUSIONES
1. El extracto etanolico de Ruta chalepensis |. demostro ser eficaz como antimicotico
frente al Trichophyton rubrum en pruebas in vitro.
2. Se observo también que el Trichophyton rubrum mostré una resistencia al extracto
etandlico de Ruta chalepensis I. en concentraciones del 50%
3. Se demostrd que la ruda al 100% es eficaz con respecto al crecimiento micelia en
comparacion con el clotrimazoll.

Vi. Recomendaciones

Aplicar y realizar un estudio enfocado en las caracteristicas del extracto etandlico de
Ruta chalepensis |. Ruda para poder determinar su mecanismo de accion y eficacia
en otros hongos que tengan importancia médica.

Evaluar la actividad anti fangica de extracto etandlico de Ruta chalepensis |. Ruda
en comparacion con otros farmacos antifungicos.

Se recomienda realizar y aplicar pruebas in vivo para valorar y estimar la eficacia del

extracto etandlico para determinar sus dosis terapéuticas.
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ANEXOS

Cuadro de la prueba piloto

Datos obtenidos del plan piloto
EFECTO INHIBITORIO EN (mm)
100% 75% 50% Clotrimazol

22 18 12 24

21 16 9 20

20 17 9 23

25 17 8 23

25 16 10 25

Cuadro de promedio y desviacion estandar segun porcentajes para obtener el nimero de

muestra
Promedio 22.6 16.8 9.6 23
Desviacion
Estandar 2.30 0.84 1.52 1.87




Instrumentos
ANEXO 01

Instrumento de recoleccion de Datos de cada placa Petri

Poblacion EFECTO INHIBITORIO EN (mm)

de placas Extracto etanolico de Ruda

Petri
100% 75% 50% Clotrimazol DMSO
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Instrumento de recoleccion con datos de cada placa Petri

Poblacion de placas

EFECTO INHIBITORIO EN (mm)

Petri Extracto etandlico de Ruda
100% 75% 50% Clotrimazol DMSO
1 25 15 11 22 0
2 20 18 8 19 0
3 20 14 9 22 0
4 20 17 11 22 0
> 19 14 10 23 0
6 22 16 12 22 0
7 24 15 9 19 0
8 22 16 10 23 0
9 20 13 11 24 0
10 22 13 8 25 0
11 19 15 11 25 0
12 21 16 12 22 0
13 24 16 10 21 0
14 25 18 11 19 0
15 25 18 9 19 0
16 22 14 12 19 0
17 23 14 8 20 0
18 23 13 8 21 0
19 21 15 12 23 0
20 25 15 12 25 0
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CONCENTRACIONES RUDA AL 100 % 0.144 20 ,200° 0.914 20 0.075
RUDA AL 75 % 0.161 20 0.183 0.918 20 0.090
RUDA AL 50 % 0.202 20 0.032 0.873 20 0.013
CLOTRIMAZOL 0.155 20 ,200" 0.903 20 0.047

Segun la reglas de normalidad usando la formula de Shapiro-Wilk por ser una muestra
pequefia y teniendo en cuenta los resultados se concluye que cumple con la regla de
normalidad y que se ajustan a una distribucion normal y estandar ya que el valor “P” es
mayor de 0.5 en su nivel de significancia.

Grafico Q-Q normal de CONCENTRACIONES
para TRATAMIENTO= RUDA AL 100 %

Normal esperado

18 20 22 24 26

Valor observado
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Normal esperado

Normal esperado

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de CONCENTRACIONES
para TRATAMIENTO= RUDA AL 75 %

14 16 18

Valor observado

Grafico Q-Q normal de CONCENTRACIONES
para TRATAMIENTO= RUDA AL 50 %

8 9 10 11 12 13

Valor observado

Grafico Q-Q normal de CONCENTRACIONES
para TRATAMIENTO= CLOTRIMAZOL

20 22 24 26

Valor observado
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl gl2 Sig.
HALO Se basa en la media 1.153 76 0.333
Se basa en la mediana 0.961 76 0.416
Se basa en la mediana y 0.961 68.591 0.416
con gl ajustado
Se basa en la media 1.194 76 0.318
recortada
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