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RESUMEN

El objetivo de la investigacion es determinar la eficacia fungicida in vitro del
extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica sobre Candida albicans
comparado con fluconazol, para lo cual se realiz6 una investigacion de disefio
experimental con posprueba, obteniéndose el extracto hidroetandlico,
mediante el método de maceracion, para luego utilizar soluciones en
proporciones de 50%, 75% y 100% en la misma que se determiné la eficacia
fungicida mediante el método de difusion de discos de Kirby y Bauer. Entre
las conclusiones se obtuvo que el extracto hidroetandlico de corteza de
Juglans neotropica sobre cepas de la Candida albicans presenta eficacia
fungicida a las concentraciones de 50%, 75% y 100%, siendo la del 100%
donde se obtiene mayor actividad fungicida; el fluconazol presenta una
eficacia media de 31.7 con una desviacion estandar de 1.83 sobre la Candida
albicans in vitro; el extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica en
una concentracién al 100% tiene una eficacia fungicida similar al fluconazol
en cepa de Candida albicans in vitro, por lo tanto debe tenerse en cuenta como

alternativa terapéutica.

Palabras clave: Extracto hidroetandlico, Juglans neotropica, Candida

albicans
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ABSTRACT

The objective of the research is to determine the fungicidal efficacy in vitro of
the hydroethanolic extract of Juglans neotropica bark on Candida albicans
compared to Fluconazole, carrying out an investigation of experimental design,
with post-test, obtaining the hydroethanolic extract, by means of the
maceration method, and then use solutions in proportions of 50%, 75% and
100% determining the fungicidal efficacy by means of the Kirby and Bauer disc
diffusion method. Among the conclusions, it was obtained that the
hydroethanolic extract of Juglans neotropica bark on strains of Candida
albicans presents fungicidal efficacy at concentrations of 50%, 75% and 100%,
being 100% where the highest fungicidal activity is obtained; fluconazole has
a mean efficacy of 31.7 with a standard deviation of 1.83 over Candida
albicans in vitro; The hydroethanolic extract of Juglans neotropica bark in a
100% concentration has a fungicidal efficacy similar to Fluconazole in the
Candida albicans strain in vitro, therefore it should be considered as a

therapeutic alternative.

Keywords: Hydroethanolic extract, Juglans neotropica, Candida albicans
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INTRODUCCION

En cuanto a la medicina folclorica, alternativa o tradicional la Organizacion
Mundial de la Salud plantea que dicha medicina resulta segura, eficaz y de
calidad, influye en la accesibilidad a la atencion primaria en el sistema
sanitario. Para millones de individuos en el mundo, el tratamiento basado en
el uso de hierbas y medicina tradicional constituye muchas veces la fuente
principal de atencion sanitaria, debido a que culturalmente se acepta y tienen

la confianza de un sector importante de la poblacion.t 2

Uno de los arboles que es usado en la medicina tradicional peruana es el
Juglans neotropica, reconocida por sus diversos efectos beneficiosos sobre
la salud. Su corteza y hojas usadas mediante extractos, decoccion e infusion
ayudan en la terapia hipoglucemiante de diabetes mellitus; en el tratamiento

de infecciones bacterianas, y algunas antimicéticas, entre otros efectos. 2

Desde hace cinco décadas se viene evidenciando una elevacién de procesos
infecciosos ocasionadas por hongos, entre las infecciones fungicas la
candidiasis se situa cerca del 20 %, la cual se deben a factores asociadas al
huésped, comorbilidades, resistencia de los antifungicos, donde los
pacientes con VIH/SIDA, representan un grupo proclive de presentar

infeccion fungoide.*

A inicios del afio 2017 se public6 que la incidencia anualizada de
enfermedades ocasionadas por hongos, ha incrementado de tres hasta
veinte veces su frecuencia en las ultimas 4 décadas. Estas infecciones
ocasionadas por hongos oportunistas son de tipo nosocomial siendo
Candida albicans el causante de sepsis en el 10 % al 15 % incrementado
en dos veces la probabilidad de mortalidad. Entre las condiciones que se
asociaron con una mayor probabilidad de candidemia en varios hospitales
del Ministerio de Salud se describieron la cirugia 39 %, la ventilacion asistida

38 % y nutricion por via parenteral con 36 %.> 6



En funcion a lo explicado se plantea el problema de investigacion: ¢ Cuél es
la eficacia fungicida in vitro del extracto hidroetanolico de corteza de Juglans

neotropica comparado con fluconazol en cepas de Candida albicans.?

En el Peru culturalmente la medicina alternativa y tradicional, constituyen una
forma de abordaje de los problemas de salud por su practicidad y costo
economico. De alli la necesidad de evaluar la utilidad del uso de la corteza
de Juglans neotropica como agente antifungico especificamente con la

Candida albicans.

Las conclusiones que se obtengan permitiran clarificar si el extracto de
naturaleza hidroetandlica de la corteza de Juglans neotropica, puede ser
usado en el tratamiento de la candidiasis de manera que exista la posibilidad

de aplicarlo en el tratamiento de dicho hongo.

El objetivo general planteado es determinar la eficacia fungicida in vitro del
extracto hidroetanolico de la corteza de Juglans neotropica al comparar con

fluconazol en cepas de Candida albicans.

Y se planteé los siguientes objetivos especificos: Establecer el efecto del
extracto hidroetanodlico de corteza de Juglans neotropica sobre cepas de la
Candida albicans segun su concentracion in vitro de 50%, 75% y 100%.
Establecer el efecto que ocasiona el fluconazol sobre las cepas de la
Candida albicans in vitro. Comparar el efecto in vitro del compuesto extracto
hidroetandlico obtenido de la corteza de Juglans neotropica segun su
concentraciéon de 50%, 75% y 100% con fluconazol en las cepas de la

Candida albicans.

Ante el problema planteado se establecié la siguiente hipétesis: Hi.- El
extracto hidroetandlico obtenido de la corteza de Juglans neotropica tiene
igual o mayor eficacia fungicida que el fluconazol como antifingico en cepas

de Candida albicans in vitro. Mientras que la Ho.- El extracto hidroetanélico



de la corteza de Juglans neotropica tiene menor eficacia fungicida que el

fluconazol como antifungico en cepas de Candida albicans in vitro



MARCO TEORICO

Entre los trabajos previos se ha considerado los que se detallan a

continuacion:

Caiiar et al’ (Ecuador, 2017), realizaron la determinacion de la actividad de
extractos de vegetales con propiedades germicidas y antifungoide en el que
se incluyd al Juglans neotropica contra la Candida albicans. Se hall6 que el
fluconazol en concentraciones que estuvieron entre 0.5 y 64 pug/ml,
demostraron que no hubo variacion es su actividad, obteniéndose
mediciones con un valor de p que fluctué entre 0.05 hasta 0,367. Asi mismo
el extracto hidroetandlico del Juglans neotropica mostro actividad antifingica
efectiva contra la Candida albicans, a una concentracion de 128

microgramos/ml.

Sytykiewicz et al® (Polonia, 20215), evaluaron el potencial antifingico de
cuatro tipos de extracto derivados de Juglans (metanol, acetato de etilo,
alcaloide y metanol esferentado hidrol6nico) contra cepas patégenas de
Candida albicans. Se estudiaron 140 muestras de orofaringe, recto, lesiones
cutaneas, esputo, orina, heces, y una cepa de referencia (C. albicans ATCC
90029). En cuanto al componente extracto metandlico obtenido a partir de
las hojas del nogal tuvo una accién anticandidiasica mas alta, mientras que
la fraccidn de alcaloides, como el acetato de etilo y preparados metandlicos
hidrolizados inhibieron la tasa de crecimiento de los patégenos fungicos
examinados en el grado mas bajo. Ademas, el grupo de antimicoticos azoles

se caracterizé por tener una menor eficacia contra la Candida albicans.

Huaracha®, (Peru, 2019), evalud los halos inhibitorios del desarrollo de la
Candida albicans tras la aplicacion de fluconazol para lo cual usaron las
recomendaciones de la Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). En
el cual a una concentracion de 25 microgramos el punto de corte de la
sensibilidad fue > o =19, susceptible depende de la dosis 15 a 18 mm y

resistente menor o igual a 14mm. Hallaron que la inhibicion del fluconazol



tuvo un valor minimo de 25.7 mm y méaximo de 25.78mm, con media de 26.1

mm.

Bardales et al'® (Peru, 2017), estudiaron el uso antifingico de las infusiones
de Juglans neotropica Diels sobre la Candida albicans (ATCC10231) en el
2017; en protesis dental. Prepararon tres concentraciones de 10%, 20% y
30% usandose como control la solucion de clorhexidina al 0,12%. Midieron
su efecto en el tiempo: 10, 20, 30, 60 y 480 minutos. Apreciaron que las
diversas concentraciones de la infusién de Juglans neotropica Diels tuvo
accion anti fungica a partir de los 60 minutos de exposicion, Concluyeron que
para lograr una actividad contra la Candida albicans debe aplicarse Juglans
neotropica Diels bajo la forma de infusion en cepas de cultivo de Candida

albicans en vidrio como minimo una hora.

Bustamante!! (Peru, 2016), demostr6 la actividad antifingica en vidrio de la
corteza de Juglans neotropica Diels bajo la forma de extracto etandlico frente
a la Candidiasis. Se conformaron con dos grupos, uno con la administraciéon
de fluconazol y el extracto etandlico al 10%, 50% y 100%, Los resultados
demostraron que el grupo del extracto tuvo una actividad anticandidiasis
obteniendo halo de inhibicion segun la concentracion: 33 mm para el 100 %;
27 mm para el 50 % y 24 mm para el 10 %, mientras que el grupo con
fluconazol se llegd a obtener un halo de inhibicion de: 30 mm para el 100%;
26 mm para el 50% y 16 mm para el 10%, y Se hall6 una diferencia
significativa entre ambos grupos, donde la corteza que se obtiene de Juglans
neotropica Diels bajo la forma de extracto etandlico fue mayor al fluconazol.

Huamani et al'? (Perud, 2015), en su investigacion plantearon establecer la
actividad antifingica de 10 plantas peruanas entre las que se hallé la
Junglans neotropica Diels. Obtuvieron el siguiente resultado: El extracto
etandlico obtenido a partir de la corteza de la Juglans neotropica Diels
present6 un halo inhibitorio de 24mm y una CMI 250 microgramos/ml en las
placas con Candida albicans ATCC 10231, mientras las placas con Candida

albicans de cepa clinica obtuvieron un halo de 17mm, el andlisis indicé que



la presencia de componentes fendlicos, taninos y componentes flavonoides
actuan inhibiendo el crecimiento, mientras que la actividad que elimina la

candida esté a cargo de la beta-sitisterol, eugenol y quercetina.

Ruiz®3 (Per(, 2015), analiz6 el accionar contra el hongo in vitro de ciertos
extractos compuesto por metanol, etanol e hidroalcohol de la corteza de la
Juglans neotropica Diels. Las propiedades antifingicas sobre la Candida
albicans se realizaron usando el método Kirby-Bauer (difusion en agar) frente
a Candida albicans, Aspergillus niger y Microsporum canis cepa clinicay la
Concentracion Minima Inhibitoria por el método de microdilucion
colorimétrico, aplicando como controles ketoconazol y fluconazol, con un
tiempo de incubacion de 24 h. Uno de los extractos con alta actividad
antifungica fue la Juglans neotropica Diels con CMIs concentracion minima
inhibitoria de 15.6 pg/mL, que va de 6-195 pg/mL, concluyd que el andlisis
fitoquimico realizado previamente expuso la existencia de compuestos
fendlicos, quinonas, cumarinas, taninos, y flavonoides son los que realizan

la actividad antifungica.

La Juglans neotropica Diels, también conocido como el nogal peruano cuyas
especies consideradas como similares se halla el Juglans equatoriensis
Lindeny, Juglans granatensis Linden, se halla distribuido en la region oriental
como norte del territorio peruano, incluye las regiones de: La Libertad,
Amazonas, Cajamarca, Junin, Cuzco y Puno, dicho arbol es mas conocido
por su uso en la coloracién textil, sin embargo se ha descubierto otros

beneficios en la salud. 14 1°

Entre los compuestos que tiene la corteza de Juglans neotropica Diels en
mayor cantidad comparado con las hojas y frutos son los taninos.® que son
parte de un grupo de compuestos polifendlicos que se caracteriza por tener
propiedades antifungicas y antimicrobianas, incluso afectan muchas
enzimas de los hongos afectando su actividad patdgena, aqui se incluye los
flavonoides,'’ que conjuntamente con los taninos son toxinas que llegan a

acoplarse con proteinas que interactuan inhibiendo la accion de las enzimas



por medio de la oxidacion, las cuales son parte de los procesos de
transcripcion y reparacion del ADN, conllevando a la destruccion de la

célula, en este caso de la Candida albicans.18 19

La fase extractiva representa el inicio de la separacion de elementos
innecesario de insumo natural a usar como materia prima. El método de
extraccion incorpora la fase extractiva de disolventes, luego pasa por la
etapa de destilaciéon, prensado, finalizando con la sublimacién considerando
el principio de extraccién. La extraccidon de disolventes es el método mas
utilizado. Cualquier factor que mejore la difusion y la solubilidad facilitara la
extraccion. Las propiedades del disolvente de extraccion, el tamafo de
particula de las materias primas, la cantidad de disolvente, la temperatura y
duracién de extraccion afectaran a la eficiencia de extraccion. La seleccion
del disolvente es crucial para la extraccion de disolventes. La selectividad, la
solubilidad, el costo y la seguridad deben considerarse en la seleccion de
disolventes. Los alcoholes como el etanol y metanol son disolventes
universales en la extraccion de disolventes para la investigacion

fitoquimica.?°

Cuanto mas fino es el tamafio de particula, mejor resultado en la extraccion.
Las altas temperaturas aumentan la solubilidad y difusién. Las temperaturas
demasiado altas, sin embargo, pueden causar la pérdida de disolventes, lo
gue conduce a extractos de impurezas indeseables y a la descomposicion
de componentes termolabiles. La eficiencia de extraccibn aumenta con el
aumento en la duracion de la extraccion en un cierto rango de tiempo. Cuanto
mayor sea la relacion disolvente-solido, mayor sera el rendimiento de
extraccidon; sin embargo, una relacion de disolvente a soélido que es
demasiado alta causara un disolvente de extraccion excesiva y requiere un

largo tiempo para la concentracion.?!: 22

Entre los patdgenos fungicos que afectan al ser humano se describe a la
Candida albicans caracterizada por tratarse de un hongo oportunista que

modula el pH, colonizando muchas veces de manera asintomatica diversas



areas corporales en especial el tracto genitourinario como el gastrointestinal.
Considerado un hongo comensal aerobio, se convierten en oportunistas
patégenos en personas inmunocomprometidas, ocasionando infecciones de
mucosas o0 en todo el sistema. Su reproduccién es asexual por gemacion. El
cambio de levadura hacia hifa es necesario para desarrollar la infeccion; en
el momento que invaden los tejidos se detecta bajo la forma de hifas, en
cambio un bajo pH o ambientes adversos que bloguean su transformacion
se forman las levaduras, si el pH se eleva por encima de 7 crece en modo

de hifa.23. 24

Taxondmicamente la Candida albicans pertenece al Phylum ascomycota,
orden endomycetale, a la que también pertenecen los Saccharomyces
cerevisiae aungque separados por mas de 500 millones de afios de tiempo
evolutivo. La Candida albicans llega a colonizar de forma asintomatica varias
zonas del organismo, especialmente el tracto genitourinario y

gastrointestinal .2 26

El fluconazol es un triazol que llega a inhibir al citocromo P450-3-A de la
estructura celular fungica, mediante su inactivacion de la enzima
denominada C14 alfa di - metilasa, que afecta la elaboracion del compuesto
ergosterol que se produce en la superficie membranosa de la célula. A causa
de la ausencia del ergosterol se acumula esteroles de tipo téxico intermedio
gue aumenta la permeabilidad de estructura membranosa interrumpiéndose

el desarrollo de los hongos.?7: 28

Fluconazol (FLZ) es un farmaco usado en el manejo de infecciones
sistémicas de Candida. Las tasas de curacion de la candidiasis sintoméatica
después de una sola terapia con dosis de FLZ de 150 mg superan el 90% in
vitro, sin embargo, FLZ es fungicida sistémico y hongostatico sélo en un
rango de pH estrecho y no es eficaz en el pH vaginal.?® Tiene actividad
fungicida a concentraciones de 8 g/ml. La mayoria de los cultivos de
Candida albicans que tuvieron resistencia a FLZ en condiciones estandar

fueron eliminadas por la FLZ més acetato.30 3!



Las especies de candidas son los patdégenos fungicos responsables del 80%
de las infecciones fangicas, incluyendo la candidiasis orofaringea y
esofégica, especialmente en inmunocomprometidos, hasta la candidiasis
vulvovaginal, que afecta a un gran niumero de mujeres, donde el 75% de
todas las mujeres experimentaran un episodio de vaginitis de Candida
albicans una vez en su vida, con hasta un 5% mostrando recurrencia. En los
ultimos afios, agentes azoles se han transformado en los farmacos de
eleccion usados en el tratamiento para la candidiasis orofaringea y

vulvovaginal.3? 33



METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacion:

3.2.

3.1.1. Tipo:

Basica.

3.1.2. Disefio:

Disefio, Experimental de estimulo creciente con pos prueba.3*

RG1 O1 X1 Os
RG2 02 X2 Oz
RGs Oz X3 Os
RGa4 Os4 -- Op

X1: extracto hidroetandlico de corteza de Juglans neotropica solucion 50%
X2: extracto hidroetandlico de corteza de Juglans neotropica solucion 75%
Xs: extracto hidroetandlico de corteza de Juglans neotropica solucién al
100%

Xa:.Fluconazol 25ug

O= Medicion

G= Grupo de experimentacion

R= Obtenido al azar

Variable y Operacionalizacién
Variable independiente:

Tratamiento antifingico

a. Tratamiento con extracto hidroetandlico de la corteza de Juglans

neotropica

b. Tratamiento con fluconazol

Variable dependiente:
Eficacia antifungica

(Ver Anexo 3. Operacionalizacion de las variables)

10



3.3.

3.4.
3.4.1.

3.5.

Poblacion, muestra, muestreo, unidad de anélisis.

La poblacion estudiada esta constituida por la Candida albicans en forma de
cultivos tratados y la Juglans neotropica (Nogal), de la cual se extrajo
extracto hidroetandlico de la corteza de la mismas, que se acondiciond y
estabilizé en laboratorio para obtener soluciones en concentracion de 50%,
75% y 100%; asi mismo, se empled fluconazol.

Se tom6 una muestra de 10 pruebas por cada grupo de estudio®® (Ver Anexo
4), aplicAandose muestreo aleatorio, tomando como unidad de andlisis cada
uno de los cultivos con Candida albicans tratados con extracto hidroetanolico
de la corteza de Juglans neotropica en concentracion de 50%, 75% y 100%

y con fluconazol.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica

Se aplicé la técnica experimental para estimar la susceptibilidad anti fingica,
eligiendose en esta oportunidad la técnica denominada difusion en agar de

Kirby-Bauer.

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos (Anexo 5) como instrumento de
recoleccion de datos, la cual consta de cuatro tablas una para el tratamiento
como es el fluconazol y las otras tres para las diversas concentraciones del
extracto hidroetanolico de Juglans neotropica. Cada tratamiento incluye diez
placas Petri y cada placa cuatro discos, es decir cada tratamiento incluye 40
pruebas, las cuales serdn medidas a las 24, 48 y 72 horas.

Procedimientos

Se procedié a reconocer la corteza de la Juglans neotropica Diels con el
apoyo de un bidlogo de la Universidad César Vallejo.

Se obtuvo la materia prima que es la corteza del Juglans neotropica Diels,
recolectada en la Provincia de Cajamarca, Distrito de Cajamarca (Anexo 7).
El procedimiento para la obtencion del extracto como también el cultivo y

medicion de halo inhibitorio se describe en el anexo 6.

11



3.6.

3.7.

Método de analisis de datos

Estadistica descriptiva.- En este acapite se llevo a cabo la presentacion de
los resultados como frecuencias relativas porcentuales, asi como las de
medida de tendencia central denominada media aritmética con su desviacion

estandar.

Estadistica analitica.- Se emple6 pruebas estadisticas tales como analisis
factorial y andlisis de varianza (ANOVA) por tratarse de variable cuantitativa
para comparar los promedios. Finalmente se aplicé la prueba Tukey y
Duncan, que permitié establecer cual de las diluciones expresoé el tamafio
mayor del halo inhibitorio. Es el SPSS para llevar a cabo la determinacion
dicha efectividad.36 37

Estadigrafo del Estudio.
TRATAMIENTO EHE JN | EHE JN | EHE JN | Fluconazol
50% 75% 100% 25 ug

EHE JN 50%
EHE JN 75%
EHE JN 100%

Fluconazol 25ug

EHE-JN = Extracto Hidroetandlico de corteza de Junglans neotropica

Aspectos éticos

Para éste estudio consider6 la aplicacion del reglamento destinado para la
ejecucion de ensayos clinicos para investigaciones de tipo experimental in
vitro. Por otro lado se dio cumplimiento a la normatividad de bioseguridad
gue establece pautas para el manejo de muestras bioldgicas en el personal
de laboratorio.®® Asi mismo, se dio cumplimiento a la Ley N° 29763, Ley
Forestal y de la Fauna Silvestre, Art. 2439
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IV. RESULTADOS

4.1. Efectos del extracto hidroetandlico de corteza de Juglans
neotropica sobre cepas de la Candida albicans segun su

concentracion in vitro de 50%, 75% y 100%.

TABLA 1
Andlisis descriptivo de los halos de inhibicion medido en milimetros, de la

Eficacia fungicida del extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica

Desv.
Concentracion L L Media Me D.E. Min Max
Inferior Superior Error

50% 21.57 23.84 0.219 22.7 23 095 21 24
75% 24.61 27.09 0.156 25.8 26 155 23 28
100% 26.70 2951 0.251 28.1 285 185 24 31

Fuente: Reporte SPSS en base a Ficha de recoleccién de datos.

Se evidencia que la eficacia fungicida del extracto hidroetandlico de
corteza Juglans neotropica en la concentracion del 100% es la mas
efectiva, presentando un valor medio de 28.1 y una desviacién estandar de

1.85.



4.2. Efecto que ocasiona el fluconazol sobre las cepas de la Candida

albicans in vitro.

TABLA 2:
Andlisis descriptivo de los halos de inhibicién, de la Eficacia del

fluconazol en cepa de Candida albicans (en mm)

95% IC Media Desv.
L L Error Media Me D.E. Min. Méax.
Inferior Superior

Fluconazol  30.12 3329 0275 317 32 183 28 34

Fuente: Reporte SPSS en base a Ficha de recolecciéon de datos.

Se evidencia que el fluconazol presenta una eficacia media de 31.7 con

una desviacion estandar de 1.83 sobre la Candida albicans.
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4.3. Comparacion in vitro del efecto del compuesto extracto
hidroetandélico obtenido de la corteza de Juglans neotropica segun
su concentracion de 50%, 75% y 100% con fluconazol en las cepas

de la Candida albicans

TABLA 3
Andlisis factorial de los halos de inhibicién de la Eficacia fungicida del
extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica comparado con

fluconazol en cepa de Candida albicans (en mm)

ANOVA

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 89,535 3 29,625 39,008 ,000
Dentro de 29,845 36 ,819
grupos
Total 119,380 39

Fuente: Reporte SPSS en base a Ficha de recoleccién de datos.

Como p=0.000<0.05, se concluye que existen diferencias entre los grupos

evaluados y fluconazol.
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TABLA 4

Analisis Post ANOVA de los halos de inhibicién medida en milimetros, de la
Eficacia fungicida del extracto hidroetanélico de corteza Juglans neotropica
comparado con fluconazol en cepa de Candida albicans.

HSD Tukey
alfa =0.05

Proporcién N 1 2
EHE JN 50% 10 22.70
EHE JN 75% 10 25.80
EHE JN 100% 10 28.10
Fluconazol 10 31.70
Sig. ,401 ,269

Fuente: Reporte SPSS en base a Ficha de recoleccién de datos.

El extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica en una concentracion
al 100% tiene una eficacia fungicida similar al Fluconazol en cepa de Candida
albicans in vitro.

Diametro de halos (mm)

50% 5% 100% FLU

Concentraciones

Figura 1: Distribucion de la Mediana de los halos de inhibicion, de la Eficacia fungicida del extracto

hidroetanolico de corteza Juglans neotropica comparado con fluconazol en cepa de Candida albicans
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V. DISCUSION
La Juglans neotropica, es usada ya desde hace mucho tiempo, como planta de
uso medicinal, siendo asi que su corteza y hojas son utilizadas como extractos,
decoctios e infusiones, la cual tiene diversos beneficios tanto en la terapia
hipoglucemiante de diabetes mellitus; como en el tratamiento de infecciones
bacterianas, y algunas antimicoéticas, entre otros efectos, por tal motivo la
presente investigacion se realiz6 para conocer la eficacia antifungicida del

extracto hidroetandlico de corteza Juglans neotropica sobre Candida albicans?.

En la Tabla 1. Se evidencia que el extracto hidroetandlico de corteza Juglans
neotropica en sus diferentes concentraciones, tiene eficacia antifungicida sobre
Candida albicans. Siendo asi que la concentracion al 100%, (28.10 mm) fue la
gue obtuvo la mayor actividad antifungicida, evidenciandose que a mayor
concentraciéon mayor sera el efecto antifungicida del extracto hidroetandlico de

corteza Juglans neotropica sobre Candida albicans.

Estos resultados se asemejan a los encontrados por Bardales et al (Perq,
2017), quienes evaluaron la utilizacion de las infusiones de la corteza de
Juglans neotropica sobre la Candida albicans, para determinar si tiene efecto
antifingico, para lo cual prepararon concentraciones de 10%, 20% y 30%,
obteniendo como resultado que todas las concentraciones de la infusiones
utilizadas en la investigacion tienen efecto antifungico contra Candida albicans
a partir de los 60 minutos de exposicién?f.

Asi mismo Bustamante L. (Pert, 2016) demostré que la corteza de Juglans
neotropica preparado como extracto etandlico, tiene efecto antifungico contra
Candida albicans. Para lo cual se conformaron dos grupos, uno representado
por el Fluconazol y otro conformado por las concentraciones al 10%, 50% y
100% del extracto etandlico. Obteniendo como resultados que el extracto
etandlico de Juglans neotropica en sus diversas concentraciones presenta
actividad antifungicida, siendo estos: 33mm para el 100%; 27mm para el 50%
y 24mm para el 10%, mientras que el grupo que contiene Fluconazol obtuvo

halos de inhibicion de: 30mm para el 100%; 26mm para el 50% y 16mm para
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el 10%, por lo que se concluye que los extractos etandlicos de la corteza de

Juglans neotropica presentan mayor efecto que Fluconazol. !

El efecto o actividad antifungicida se debe a que la corteza contiene entre sus
componentes compuestos quimicos, tales como taninos (tanino elagico). Asi
mismo la pulpa del fruto contiene acido malico y oxalico, en las hojas contiene
juglandina, juglona y polifenol que es un aceite esencial y alcaloide, asi mismo
contiene juglona, una naftaquinona, la que es obtenida de las raices, y tiene

efecto ictiotoxico y fungistatica.

En la Tabla 2. Se evidencia que el fluconazol presenta una eficacia media de
31.7 con una desviacion estandar de 1.83 sobre la Candida albicans, estos
resultados coinciden con los de Huaracha O, (Peru, 2019), quien evalué los
halos inhibitorios del desarrollo de la Candida albicans tras la aplicacion de
fluconazol, en el cual a una concentracion de 25 microgramos el punto de corte
de la sensibilidad fue > o0 =19, susceptible depende de la dosis 15 a 18 mm y
resistente menor o igual a 14mm. Hallaron que la inhibicion del fluconazol tuvo

un valor minimo de 25.7 mm y maximo de 25.78mm, con media de 26.1 mm.°

Fluconazol (FLZ) es un farmaco usado en el manejo de infecciones sistémicas
de Céandida. Las tasas de curacion de la candidiasis sintomatica después de
una sola terapia con dosis de FLZ de 150 mg superan el 90% in vitro, sin
embargo, FLZ es fungicida sistémico y hongostatico s6lo en un rango de pH
estrecho y no es eficaz en el pH vaginal.?® Tiene actividad fungicida a
concentraciones de 8 g/ml. La mayoria de los cultivos de Candida albicans que
tuvieron resistencia a FLZ en condiciones estandar fueron eliminadas por la

FLZ mas acetato.30 31

En la Tabla 3. realizamos el andlisis de varianza ANOVA, en el cual se obtiene
una significancia de 0.000, por lo que concluimos que existen diferencias entre
los grupos evaluados y fluconazol, por otro lado, en la Tabla 4 realizamos el
analisis post ANOVA mediante el método de Tukey para comparaciones

multiples (HSD Tukey) mediante el cual concluimos que el extracto
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hidroetandlico de corteza Juglans neotropica en una concentracion al 100%
tiene una eficacia fungicida similar al Fluconazol en cepa de Candida albicans

in vitro.

Estos resultados se asemejan a los encontrados por Ruiz J. (Peru, 2015), quien
evaluo el accionar contra Candida albicans de ciertos extractos compuesto por
metanol, etanol e hidroalcohol de la corteza de la Juglans neotropica, utilizando
como controles ketoconazol y fluconazol, en el cual obtuvo como resultados
gue el extracto etandlico de la Juglans neotropica demostrdé tener mayor
actividad antifungico, con concentracion minima inhibitoria (CMIs) de 15.6

ug/mL, que va de 6-195 pg/mL%,

Entre las especies de plantas medicinales se encuentra la Juglans neotropica,
la cual posee compuestos mayormente en la corteza que son los taninos, los
gue son parte de un grupo de compuestos polifenélicos que se caracteriza por
tener propiedades antifingicas y antimicrobianas, incluso afectan muchas
enzimas de los hongos afectando su actividad patégena, aqui se incluye los
flavonoides, que conjuntamente con los taninos son toxinas que llegan a
acoplarse con proteinas que interactian inhibiendo la accién de las enzimas
por medio de la oxidacién, las cuales son parte de los procesos de transcripcion
y reparacion del ADN, conllevando a la destruccion de la célula, en este caso

de la Candida albicans. 1718
Por lo descrito, podemos afirmar que la corteza de Juglans neotropica posee

efecto fungicida sobre Candida albicans, siendo tan eficaz como el fluconazol,

lo cual debe tenerse en cuenta como alternativa terapéutica.
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VI. CONCLUSIONES

1. El extracto hidroetandlico de corteza de Juglans neotropica tiene eficacia
fungicida en cepas de la Candida albicans, a las concentraciones de 50%,
75% y 100%, siendo a la concentracion del 100% donde se obtiene mayor

actividad fungicida.

2. El fluconazol evaluado in vitro presenta eficacia fungicida sobre la Candida
albicans.

3. El extracto hidroetandlico de corteza de Juglans neotropica al 100% tiene
una eficacia fungicida similar al fluconazol contra Candida albicans in vitro,
por lo que, debe tenerse en cuenta para posteriores estudios de

investigacioén cientifica.

20



VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones posteriores, donde se realicen ajustes en la
concentracion de dosis y se determine la concentracion exacta a la que se
produce la actividad fungicida.

2. Realizar estudios para determinar la seguridad del extracto hidroetandlico de

corteza Juglans neotropica.
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ANEXOS

ANEXO 1

Operacionalizacién de las variables

- Sensibles>19mm

A A ESCALA
DEFINICION DEFINICION
VARIABLE INDICADORES DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Se considerara la
solucion de 100
Es un compuesto | mg/ml del compuesto
gue se obtiene a | denominado extracto
traveés del hidroetandlico de G1
extractos corteza Juglans Cualitativo
hidroetandlicos neotropica G2 nominal
de la corteza de | separdandose segun Gs
la Juglans sus diluciones
Variable neotropica correspondientes:.
Indenendiente Diels.16. 17 RG 1 dilucién 50%
Tratapmiemo RG 2 Dilucion 75%
ANtifiNgico RG 3 Dilucién 100%
gico. Fluconazol.
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ANEXO 2
CALCULO DE LA MUESTRA

Se llevara a cabo la seleccion de la muestra mediante la siguiente formula.

nN= (Za+ Zp)? 282
(X1 — X2)2

Teniendo en cuenta:

Zq = valor del nivel de significancia 1.96
Zg =valor de la potencia es de 0.84

&%= Valor de la varianza 1,3 mm

X1= valor del halo inhibitorio 19 mm?2,

X2= valor del halo inhibitorio 17 mm?12.

Remplazando:

n= (1.96 + 0.84)2 x 2(1.3)
(19 — 17)?

n= 8

Se utilizaran 10 muestras para cada uno de los tratamientos totalizando 40 pruebas.



ANEXO 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Eficacia fungicida in vitro del extracto Junglans neotropica comparado con

fluconazol en cepa de Candida albicans

Zonas de inhibicién (mm)
N°
Repe Extracto hidroetandlico de Juglans Fluconazol DMSO

tic 100% 75% 50%

1 29 28 22 33 0
2 27 24 23 30 0
3 24 23 21 32 0
4 28 27 22 32 0
5 29 27 24 34 0
6 31 26 23 32 0
7 27 26 23 33 0
8 28 25 23 30 0
9 29 27 24 28 0
10 29 25 22 33 0




ANEXO 4

PROCEDIMIIENTO

Seleccion del material vegetal:

Se elimind las muestras de corteza que presentaron dafio en su superficie con
cambios en su coloracion, empleandose grosor en promedio 10 mm. La muestra
de la corteza obtenida se lavo utilizando el método de arrastre con agua a presion
para posteriormente enjuagar los trozos de la corteza con agua destilada para luego

proceder al secado.

Secado de la muestra:

Lo trozos de corteza de 4 cm por 4 cm se secaron a una temperatura
medioambiental utilizando el papel Kraft durante un dia, luego se colocé la muestra
en una estufa, envueltas en papel Kraft con agujeros a una temperatura de 40° C
por dia. Tras secar la muestra se realiz6 la molienda utilizando un pulverizador de
cuchilla'y luego un mortero de porcelana, separando mediante un tamiz N° 18 para
lograr particulas uniformes las mismas que se almacenaron en envases de vidrio

cubiertas con papel aluminio.4°

Obtencidn del Extracto Hidroetandélico de Juglans neotropica Diels:

Se separo 10 g del polvo de la corteza de Juglans neotropica Diels que se combind
con arena lavada y tratada, aplicandose 200 ml de alcohol etilico de 96° GL,
mediante el método Soxhlet, para obtener el extracto hidroetandlico considerando
el método de evaporacion en bafio Maria a una temperatura de 50° C,
posteriormente se obtuvo un volumen de 100ml, del cual se extrajo 10 ml para

colocarlo en una placa Petri para su secado usando estufa a temperatura de 50°C*2,

Preparacion de dilucion de extracto hidroetan6lico de Juglans neotropica

Diels:
Se tomd en cuenta la concentracion de 100 mg/ml del extracto hidroetandlico

preparandose diluciones al 100%, 75%, y 50%.



Concentracion

(mg/ml)
100 | 100
75 75
50 |50

Preparaciéon del in6culo:

Al cultivo de la candida se coloco 20 cc de solucion fisioldgica al 0.9%, tras
20 minutos se retird la colonia completa introduciéndose en un recipiente matraz
estéril, agitdndose fuertemente para lograr el desprendimiento de esporas.

Se decanté en un balén esterilizado de 100ml, realizandose el conteo de
esporas mediante el uso de la cAmara de Neubauer visualizdndose mediante la
microscopia a un zoom de aumento de 40x, obteniéndose un promedio de 2500
levaduras por mililitro de solucion. Se considero la concentracion de levaduras por
cada placa de 0,5x10° hasta 2,5x108. 4

Sembrado de placas con Agar Sabouraud:

Usando micropipetas se obtuvo 100 ul del in6culo para proceder a su colocacion
en cada placa con agar Sabouraud, la misma que se extendié de manera uniforme
en la superficie del medio de cultivo contandose con el apoyo del asa de Drigalsky.
Para el proceso de inoculacion se obtuvo de cada dilucion de extracto
hidroetanodlico de la corteza la cantidad de 5 uL, mediante micropipetas, para

colocarlo en su respectivo disco.

Preparacion del antifungico:

Se utilizé una tableta de 150mg de fluconazol, la que se pulverizé y combiné con
una solucion de cloruro de sodio al 0.9%, formando una concentracion de 25ug/ml.
Tras un periodo de incubacién de 48 horas considerando una temperatura cercana
25°C se estimé el didmetro del halo inhibitorio haciendo uso de la regla de vernier.
Para proceder a establecer el diametro del halo inhibitorio de la Candida Albicans
se us6 el método estandar M51-S1 del Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSl) en E.U.A. %2



ANEXO 5
FIGURA 2: VALIDACION DE LA PLANTA Juglans neotropica.




