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RESUMEN

El objetivo es comparar la actividad antifingica “In vitro”, de aceite esencial y extracto
alcoholico de Mentha piperita (Hierba buena), mediante un estudio microbiolédgico
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231. La metodologia se realiz6 una
investigacion de tipo experimental, comparativa, in vitro, de aceite esencial y extracto
alcohdlico de Mentha piperita (Hierba buena) a diferentes concentraciones, aplicado
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231 cultivadas en cajas Petri, realizando una
siembra de aceite esencial y extracto alcoholico de Mentha piperita a través de la
técnica de barrido con la ayuda de un hisopo, colocando las cajas Petri en incubadora
por 48 horas a 37° C para la posterior lectura del halo de inhibicion. Los resultados son
la escala de aceites esenciales segun Duraffourd se identifico que la Candida albicans
frente a mayores concentraciones de aceite esencial de Mentha piperita presentd una
actividad nula. En cuanto al extracto alcohdlico de la Mentha piperita el promedio del
halo de inhibicion fue menor a 3 mm. La comparacion de la actividad antifangica
derivada del extracto alcohdlico y el aceite esencial de la Mentha piperita, sobre cepas
de Candida albicans, demostro que el efecto antifungico del aceite es mejor que el
obtenido con el extracto alcohdlico, esto en funcion del didmetro del halo de inhibicién

reportado.

Palabras claves: Candida albicans / Biofilm / Mentha piperita / Aceite esencial /

Extracto alcoholico
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ABSTRACT

To compare the antifungal activity "In vitro", of essential oil and alcoholic extract of
Mentha piperita (Good grass), by means of a microbiological study on strains of Candida
albicans ATCC 10231. The methodology was carried out an experimental, comparative,
in vitro, of essential oil and alcoholic extract of Mentha piperita (Good grass) at different
concentrations, it was applied on strains of Candida albicans ATCC 10231 grown in Petri
dishes, making a sowing of essential oil and alcoholic extract of Mentha piperita through
the scan technique with the help of a swab, placing the Petri dishes in an incubator for 48
hours at 37° C for the subsequent reading of the inhibition halo. The results are the scale
of essential oils according to Duraffourd it was identified that the Candida albicans
against higher concentrations of essential oil of Mentha piperita presented a null activity.
As for the alcoholic extract of Mentha piperita, the average inhibition halo was less than
3 mm. The comparison of the antifungal activity derived from the alcoholic extract and
the essential oil of Mentha piperita, on strains of Candida albicans, it showed that the
antifungal effect of the oil is better than the one obtained with the alcoholic extract, this

depending on the diameter of the reported inhibition halo.

Keywords: Candida albicans / Biofilm / Mentha piperita / Essential oil / Alcoholic extract

Réviewed by: Romero, Hugo
Language Center Teacher
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1. INTRODUCCION

Los miembros de las especies de Candida causan problemas de salud significativos,
induciendo varios tipos de micosis superficiales y profundas en humanos. Con el fin de
prevenir de Candida albicans, en la actualidad la comunidad cientifica esta
desarrollando aceites esenciales, debido a las propiedades antifungica, de baja toxicidad
si se usan adecuadamente y biodegradabilidad. Ademas, las especies de Candida son
actualmente la causa més comun de infecciones por hongos en todo el mundo, siendo el
patégeno fangico méas frecuente. Entre los factores que contribuyen al potencial
patogénico de Candida albicans esta la produccién de adhesinas e invasinas, que
median la adhesion e invasion de células huésped, la secrecion de enzimas hidroliticas,
la transicion de levadura a hifa, la deteccién de contacto y el tigmotropismo, la
formacion de biofilm, conmutacion fenotipica y adaptacion metabolica. Debido al
aumento de la resistencia y la resistencia cruzada a los antibiéticos de Candida albicans
aislados y el 25-60% de mortalidad de los pacientes con candidemia, existe un interés
creciente en el uso de productos naturales derivados de plantas medicinales como

agentes antifangicos.

Estos han demostrado ser una fuente abundante de compuestos bioldgicamente activos,
muchos de los cuales han sido la base para el desarrollo de nuevos productos quimicos
para productos farmacéuticos. Debido a que hay aproximadamente 500 000 especies de
plantas en todo el mundo, de las cuales sé6lo el 1% ha sido investigado
fitoguimicamente, existe un gran potencial para descubrir nuevos compuestos
bioactivos. En particular, los extractos de plantas medicinales tradicionales o
fitoquimicos que han demostrado inhibir el crecimiento de patdgenos orales, reducir el
desarrollo de la placa dental, influir en la adhesion de las bacterias a las superficies y

reducir los sintomas de las enfermedades bucales seran discutidos posteriormente. ?

Entre estos extractos esta el aceite esencial de Mentha piperita, para el cual han
encontrado una gama considerable de aplicaciones debido al amplio espectro de
actividades, menos efectos secundarios, menor toxicidad si se usan apropiadamente y

biodegradabilidad superior en comparacion con los productos quimicos.



Sin embargo, el uso en terapia puede estar limitado debido a reacciones de alergia
irritantes y de contacto. La toxicidad de este depende claramente de la concentracion,
composicion y via de administracion, y las reacciones adversas pueden evitarse

mediante el uso de concentraciones mas bajas. ¥

Es por ello que se plantea la presente investigacion con el aceite esencial y extracto
alcohdlico del Mentha piperita (Hierba buena), mediante un estudio microbiologico
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, mediante un estudio in vitro,
experimental, usando aceite esencial y extracto alcohodlico de Mentha piperita,
sustancias obtenidas directamente de la planta, recolectada en la provincia de
Chimborazo, canton Riobamba del Ecuador, la cual fue procesada por el método de
arrastre por corriente de vapor. Los productos obtenidos de la Mentha piperita en
distintas concentraciones, conjuntamente con el control positivo (fluconazol) y el
control negativo (agua destilada), fue procesado en incubadora por 48 horas a una

temperatura de 37°C para su posterior lectura.

En base a esto surge la necesidad en esta investigacion de evaluar el efecto antifingico
que poseen plantas medicinales como Hierba buena sobre cepas de Candida albicans,
para de esta manera crear nuevos medicamentos que permitan controlar las diversas
patologias, eliminar los agentes causales y mejorar las propiedades ofrecidas por los

agentes antimicoticos tradicionales.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los trastornos de sistema inmune y en patologias graves, las infecciones causadas por
hongos son un factor importante en las tasas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial, siendo las variadas especies de Candida, los hongos mas representativos y
comunes, particularmente en el caso de micosis y aunque formen parte de la flora
microbiana normal, incluyendo la microflora bucal, pertenecen al grupo de 10 especies

causantes de enfermedades en los seres humanos. ©

En investigaciones realizadas a nivel latinoamericano con el objetivo de determinar la
frecuencia y distribucion de especies de Candida detectadas en muestras clinicas, tanto
a nivel de salud general como estomatoldgico, asi como analizar las caracteristicas
clinicas de la poblacién involucrada y determinar los factores de riesgo para esta
especie, se ha obtenido como resultado que en los ultimos afios, la cual se ha
transformado en un microorganismo emergente hospitalario y la causa mas comun de
infecciones fungicas invasivas, alcanzando entre el 70% y 90% de todas las micosis

invasivas.

En el caso de la Candida albicans el Ministerio de Salud Publica del Ecuador, public
en el 2007 estadisticas que indicaban un total de 15.277 casos de trastornos no
inflamatorios en todo el pais, siendo significativo el nimero de patologias marcandose
en los cuadros de morbilidad, ademas de representar una alta cifra de las patologias que
se presentan en las consultas médicas diarias, atacando principalmente y en mayor
medida a las mujeres, presentando con mayor énfasis micosis Vvaginales,
determindndose que de la totalidad del género femenino, el 75% son afectadas en alguna
ocasion por infeccion causada por este hongo microscopico. Evidenciandose también
presencia de muguet o candidiasis oral, que representa una infeccién causada por
hongos de la especie candida que causa manchas blancuzcas en la boca, afectando
también los labios, la lengua y el paladar. ©



Por otra parte, a nivel mundial la produccion de aceites esenciales se ha mantenido
como una tendencia creciente, existiendo en el Ecuador investigaciones sobre el tema,
con el fin de aprovechar la ubicacion geografica del pais, para obtener esta materia
prima y darle uso en lo medicinal, casera o con las industrias farmacéutica, alimenticia y
cosmética. A nivel de provincias, la ubicacion de algunas con el clima que poseen,

favorece el cultivo y desarrollo de muchas especies vegetales. ©

La incorporacion en el area odontologica de aceites esenciales se fundamenta en la
existencia de investigaciones que establecen la actividad antibacteriana que poseen, lo
que plantea la importancia de implementarlos en la prevencion de caries dental,
enfermedades periodontales y otras patologias orales causadas por hongos, tal como la

candidiasis bucal.

En la presente investigacion, se pretende evaluar la actividad antifungica del aceite
esencial y extracto alcohdlico de Mentha piperita, por medio de un estudio
microbioldgico aplicado en cepas de Candida albicans, debido a ser esta una microflora
comun en humanos y una infeccion flngica oportunista, que a menudo aparece en los
sistemas inmunoldgicos comprometidos y el crecimiento excesivo de esta levadura
causa la candidiasis. El tratamiento de hongos patdgenos implica medicamentos
antifangicos, que incluyen varios grupos. Sin embargo, las células humanas son
similares a nivel molecular y por lo tanto es dificil identificar medicamentos que sean
dirigidos a hongos sin que afecten las células humanas. En consecuencia, los efectos de
estos medicamentos incluyen reacciones alérgicas, dafio hepatico y niveles alterados de
estrdgeno. Varios estudios han investigado productos naturales y aceites esenciales con
efectos antifungicos con el objetivo de determinar la actividad antimicrobiana in-vitro
de algunas plantas medicinales sobre ciertos microorganismos patdgenos, obteniendo
como resultado un alto crecimiento inhibitorio de estos después del tratamiento con

aceites de plantas, incluyendo la Candida albicans. ®



También se conoce que muchos aceites son volatiles y poseen propiedades antifingicas
potencialmente aplicables como agentes antimicoticos, siendo la Mentha piperita
(Hierba buena) tradicionalmente utilizada como antiséptico, estimulante, carminativo y
adicionalmente como agente aromatizante en agentes cosméticos y las industrias
farmacéuticas en todo el mundo. Por tanto, al estudiar la eficacia del aceite esencial de
Mentha piperita frente a Candida albicans cepa ATCC 10231, se busca hallar la

actividad inhibidora in vitro y los principales constituyentes contra esta cepa. 419



3. JUSTIFICACION

Desde las ultimas tres décadas, las infecciones por hongos especificamente las especies
de Candida albicans han surgido como una causa importante de la enfermedad,
principalmente  en  pacientes  inmunocomprometidos 'y han  contribuido
significativamente a la morbilidad y la mortalidad relacionada con los hongos. El
aumento de la resistencia a los farmacos antimicéticos debido al uso excesivo de
antibidticos, junto con la toxicidad y los efectos secundarios desfavorables de los
farmacos ya disponibles, ha causado serios problemas. Los polienos causan grave
toxicidad para el huésped, mientras que los azoles son fungistaticos y el uso prolongado
contribuye al desarrollo de resistencia a los farmacos en la Candida albicans. Esto ha
fomentado la basqueda de moléculas nuevas y menos toxicas que pueden desarrollarse
como antiflngicos. La patogenicidad de las especies se atribuye a ciertos factores de
virulencia, tales como: la capacidad de evadir las defensas del huésped, la adherencia, la
formacion de hifas y la secrecion de las enzimas hidroliticas que dafian los tejidos como
las proteasas y las fosfolipasas. El efecto antifingico de los aceites esenciales de
muchas plantas aromaticas ha sido descrito en varios estudios. La actividad anti-
candidal especifica para varios de estos aceites y las moléculas componentes también
estd bien establecida para la Mentha piperita, esta planta es una hierba perenne
aromatica cultivada en la mayor parte del mundo, tradicionalmente se ha utilizado en la
medicina popular. Las hojas de hierba buena se utilizan con frecuencia en el té de

hierbas y con fines culinarios para agregar sabor y aroma. 9

El aceite esencial de hierba buena también contiene mentona y ésteres de mentilo, en
particular menthilo acetato. La menta seca tipicamente tiene 0.3-0.4% de aceite volatil
que contiene mentol (7-48%), mentona (20-46%), acetato de mentilo (3-10%),
mentofurano (1-17%), y 1,8-cineol (3-6%). El aceite de Mentha piperita también
contiene cantidades de muchos compuestos adicionales incluyendo limoneno, pulegona,
eucaliptol, cariofilina y pineno. Este aceite esencial tiene una alta concentracion de

pesticidas, principalmente polygone y menthone, en estudios se ha demostrado que la



Mentha piperita posee actividad antimicotica, incluso en comparacion con los
fungicidas. *?

En relacion a todas estas caracteristicas el aceite esencial de hierba buena es un
compuesto natural que por la diversidad que posee se hace relevante estudiar la
actividad antifungica “In vitro”, de aceite esencial y extracto alcohdlico del Mentha
piperita, “Hierba buena”, mediante un estudio microbioldgico sobre cepas de Candida

albicans. 43

Esta investigacion es factible principalmente porque la Universidad Nacional de
Chimborazo facilitd la cepa a través del laboratorio de biologia molecular-genética
investigacion, las instalaciones de laboratorio, los recursos humanos y econémicos.
Ademas, tiene importancia tedrica y social, por el aporte cientifico de la existencia de
plantas medicinales que poseen propiedades antibacterianas y antifngicas, que son
alternativas de prevencion y tratamiento de las enfermedades mas usuales a nivel bucal,
como la caries dental y candidiasis oral. Facilitando la elaboracion de medicamentos,
con variedad de productos de origen natural y dando acceso a la poblacién de bajos

recursos a tratamientos con menor costo.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antifingica “In vitro”, de aceite esencial y extracto alcoholico de
Mentha piperita (Hierba buena), mediante un estudio microbiol6gico sobre cepas de
Candida albicans ATCC 10231.

4.2. Objetivos Especificos

e Det el efecto antifungico del aceite esencial a diferentes concentraciones (2500,
4500, 6500, 8500, 10500 y 12500 ppm) de Mentha piperita “Hierba buena”,
sobre cepas de Candida albicans.

e Evaluar el efecto antifingico del extracto alcohdlico de la Mentha piperita
“Hierba buena” a las diferentes concentraciones (50000, 40000, 30000, 20000,
10000, 5000 ppm), sobre cepas de Candida albicans.

o ldentificar estadisticamente qué produce mayor efecto antifingico sobre cepas

de Candida albicans entre el extracto y el aceite esencial de la Mentha piperita.



5. MARCO TEORICO

5.1. Micologia

Se define la micologia como el area de la ciencia que se encarga de conocer y estudiar
los hongos y todo lo concerniente a estos, tal como las formas que presentan y los
modos de aparicion y desarrollo, debido a que estos son considerados factores
parasitarios, que se originan fundamentalmente en ambientes poco saludables. Los
hongos son organismos Vvivos vitales para el equilibrio dentro de la naturaleza, debido a
la capacidad que poseen de secar y absorber los quimicos producidos por el material
orgénico de desecho, convirtiéndolos en minerales o proteinas para ser consumidos por
otros animales sin causar dafio en la salud o el sistema digestivo. En el area médica la
micologia es la rama de la microbiologia, que se interrelaciona con todas las
especialidades médicas que tiene como finalidad el estudio de las patologias

ocasionadas por hongos y las variedades de hongos que las causan. 4

5.1.1. Micosis

Las infecciones originadas por hongos son las patologias de la piel que se presentan con
mas frecuencia a nivel médico, siendo mayormente leves, sin embargo, en ocasiones
pueden convertirse en infecciones graves de caracter invasor que se pueden extender a
tejidos profundos. En el caso de micosis que afecta el area bucal, la mas comin es la
candidiasis, la cual es producida por un hongo unicelular conocido como Candida
albicans, que se detectan en forma de placas sobre las membranas mucosas que

conforman la cavidad bucal. (®

5.1.2. Tipos de micosis

Los tipos de micosis que se presentan en la piel son del tipo: superficial, subcutaneas y

profundas. 6)



e Micosis Superficial

Este tipo de micosis es muy comun en personas de todas las edades, presentandose de
manera superficial en: el cuero cabelludo, la piel, las ufias y otras mucosas, siendo estas
zonas parasitadas por los dermatofitos. La micosis superficial se clasifica en: tifias,

pitiriasis versicolor y candidiasis o candidosis.
Estas tinea son producidas por tres causas distintas ¢7:

a. Contacto directo del suelo

b. Por transmisién por especies animales (perro, ganado vacuno, gato, etc.)

c. Por contacto de un ser humano a otro (antropofilicas).
e Micosis Subcutanea
Este tipo de infecciones son ocasionadas por hongos que se introducen directamente en
la dermis a través de un dafio intenso como la punzada de una espina. Estas se dividen
en: esporotricosis, micetomas, cromoblastomicosis, lobomicosis y rinosporidiosis. ¢
e Micosis Profunda
Son generadas por una diversidad de especies de hongos que no solamente dafian la
capa clrnea de la piel, la hipodermis, 6rganos internos y osamenta. En el caso de estas

patologias ocurren con mayor incidencia de los paises de América Latina y algunas

zonas de Africa. 1®
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5.2. Candidiasis

Conocido como la infeccion mas frecuente del area bucal, a excepcion de las caries y las
patologias periodontales, producidas por un hongo de género Candida, perteneciente a
la familia Cryptococcaceae, de la cual la especie albicans es la considerada altamente
patégena por ocasionar enfermedades. ‘®

5.2.1. Definicion

Se conoce como candidiasis o candidosis oral a la patologia infecciosa producida por el
desarrollo y crecimiento de las colonias de Candida, las cuales penetran en los tejidos
orales en aquellos casos en que las barreras inmunologicas del huésped se encuentran
alteradas o debilitadas, constituyendo la infecciobn micotica bucal con mayor
prevalencia. Por ser la especie Candida albicans la que generalmente ocasiona esta
patologia, de acuerdo a los estudios clinicos, es considerado que la candidiasis es

sinénimo de infeccion por Candida albicans. 9

5.2.2. Tipos de candidiasis bucal

Puede ser ocasionada por factores sistémicos como los son: alteraciones nutricionales,
hormonales e inmunoldgicas. De igual manera, por factores locales tales como:
alteraciones en la saliva, la barrera de la mucosa y transformaciones en el epitelio oral.
En relacion a estos factores los tipos de candidiasis bucal son los siguientes: agudas

(pseudomembranosa y atrofica) y cronicas (estomatitis subprotésica e hiperplésica). @

5.2.3. Candida albicans

Se conoce como Candida albicans al hongo unicelular, contaminante, el cual se puede
detectar con forma de células ovaladas o redondeadas y de levaduras, con un tamafio
que oscila entre 2 y 4 micras, cuando se encuentra en estado sapréfito. En forma de
levadura tiene aspecto de celulas ovaladas o redondas, agrupadas en grupos pequefios,

mientras que en forma de hongo filamentoso, se representa por células alargadas que se
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diversifican con apariencia de filamentos pseudo-micelio o pseudo-hifas. También
presenta paredes muy delgadas y se reproduce de manera asexual, por medio de
blastoporas que se forman por gemacion simple o por brotes. ElI dimorfismo que
presenta le otorga la capacidad de evitar los mecanismos de defensa de la inmunidad
celular del huésped, resultando que en forma de levadura se comporta como saprofita,
en simbiosis con el huésped, por el contrario, en forma de hongo filamentoso, se
comporta como parasito patogeno ocasionando sintomas en el huésped. ¢

La infeccién que causa la Candida albicans no es transmisible, debido a que este
elemento fangico se encuentra en los individuos en circunstancias normales, siendo las
zonas més frecuentes de contaminacion las zonas cutaneas himedas de pliegues
submamarios e inguinales, area anogenital, zona entre los dedos de pies y manos, donde
aparecen lesiones eccematosas, asi como mucosas humedas de la vagina, boca y tubo

digestivo. 1®

Tabla 1. Taxonomia de Candida albicans

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum Ascomycotina

Clase Ascomicetes

Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Fuente: Cooprende Ecuador ©
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

e Clinica

Dentro de los aspectos clinicos de la candidiasis se puede mencionar ¢2):

- Generalmente no produce molestias.

- Utilizar antibioticos causa modificaciones en el ecosistema que conforma la mucosa

oral y, por lo tanto, ocasiona que el individuo presente mayor susceptibilidad a la
paricion y desarrollo de candidas.
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- Lavirulencia que presentan las cepas de candida no es igual en todas las especies.
- Se ha determinado una relacion frecuente entre la xerostomia o sequedad bucal y la

candida. @@

e Sintomas

Los sintomas de la candidiasis dependeran de la zona donde se localice la infeccion.
Dermatologicamente los tipos de candidiasis mas predominante son las de mucosas y
las cutaneas, para el primer caso, la candidiasis de las mucosas se presenta en forma de
placas cremosas y blanguecinas que se acumulan en el dorso de la lengua, velo del
paladar, mucosa gingival y genital, las cuales al desprenderse queda la mucosa roja y
congestiva al descubierto. En otros casos se presentan como una lengua roja, brillante y
dolorosa, afectando las comisuras bucales a manera de placas triangulares, fisuradas en
el centro y escamosas, asi como también los labios, que aparecen con escamas adheridas

en la zona inferior, erosionados y de color grisaceo. ?®

e Patogenia

La candida, principal causante de la candidiasis posee una alta cantidad de moléculas
superficiales que son las responsables de la adherencia a los tejidos del organismo

huésped, entre estas moléculas se tiene: %)

- Un receptor homdlogo de la integrina humana CR 3, que se complementa con los
grupos argininaglicina-acido aspartico (RGD) de CsBi, laminina, fibronectina y
fibrindgeno.

- Un tipo de lectina que se combina con los azucares presentes en las células
epiteliales.

- Proteinas con manosa que se combinan con las moléculas semejantes a ala lectina

presente en las células epiteliales.
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Existen otros elementos de virulencia como la aspartilproteinasa, la cual interviene en la
invasion tisular al causar la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular, asi
como una adenosina secretada que impide la produccion de radicales de Oz en los
neutrofilos y la degranulacién. Ademas, la transicion de formas levaduriformes a hifas
es fundamental para el nivel de virulencia del hongo, debido a que se ha evidenciado
que las hifas brotan fuera de las células, siendo absorbidas por estas. %

Asi como, también se reconoce como un patdégeno sagaz. La situacion fisioldgica del
anfitrion es el principal factor manda la etiologia de la candidiasis, las levaduras
presentes se transforman en patdgenos, ocasionando infecciones cuando existe cambios
en el estado de la candidiasis. Por otra parte, la Candida albicans, tiene la capacidad de
sobrevivir como huésped en las diferentes situaciones, sometiéndose a una diversidad
de presiones ambientales. Por esta destreza incrementa la gama de enfermedades
ocasionadas por Céandida albicans y otros géneros de Candida, teniendo mayor

ocurrencia que la de otros microorganismos presentes. 4

e Virulencia

La candida tiene la capacidad de producir diversos factores de virulencia que favorecen
la accion invasora al organismo. Entre los principales factores se pueden mencionar las
proteinasas asparticas secretadas (PAS), que tienen la capacidad de producir lesiones en
el tejido de las mucosas y favorecen la invasion y proliferacion del hongo. Existen
diversos genes gue pueden codificar hasta 10 tipos deferentes de estas proteinasas que
se expresan en mayor o menor medida que dependera de las caracteristicas del medio,
especialmente el pH. Estas proteinasas son vitales para la patogenia de la Candida
albicans, ademas de ser claves en la activacion de los diversos elementos receptores de

respuesta inmunitaria del huésped. 5

Ademas, la Candida albicans, expresa varios factores de virulencia que contribuyen a la
patogénesis. Estos factores incluyen biomoléculas de reconocimiento de huéspedes
(adhesinas), morfogénesis (la transicidn reversible entre células de levadura unicelulares
y formas de crecimiento filamentosas), aspartil proteasas secretadas y fosfolipasas.

Ademas, la «conmutacion fenotipica» se acompafia de cambios en la expresion de
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antigenos, morfologia de colonias y afinidades de tejidos en Candida albicans y otras

especies de la misma. ¢4

Las adesinas constituyen un factor importante entre los elementos de virulencia por
poseer alta capacidad de adaptacién y favorecer la unidn del hongo con los epitelios,
favoreciendo la virulencia de Candida albicans la capacidad de formar biofilms en
algunas superficies, de modificar la morfologia o las propiedades de la superficie celular
0 bioquimicas, existiendo dudas acerca de la influencia que tiene sobre la virulencia de

la candida la capacidad de modificar la morfologia de levadura a pseudohifa. ?®

e Tipos de candidiasis

Generalmente la candidiasis se clasifica en profundas y superficiales. La candidiasis
bucal es una de las formas superficiales que se presenta distintas formas clinicas siendo
la mas frecuente la pseudomembranosa o muguet, afectando la mucosa de la boca y la
faringe, normalmente se presenta en neonatos y adultos mayores. En relacion a la
candidiasis profunda crean lesiones crénicas afectando a uno o mas érganos que pueden

terminar en una septicemia, llaméandose candidosis sistémica. ?%

e Diagnostico

Basicamente el diagndstico de la candidiasis se fundamenta en los signos y sintomas
clinicos que presentan las diversas etapas de manifestacion de la patologia. Siendo un
método muy aplicado el de la citologia exfoliativa, el cual identifica hasta en un 95% la
presencia de seudohifas de la infeccion por candida, diagnostico que usualmente es
confirmado por medio de cultivos en cualquiera de las modalidades. Ademas, se puede
preparar frotis por raspado de piel, de vagina, de ufias y de la mucosa bucal, que son
confirmados por procedimientos de intradermorreaccion e inmunofluorescencia a la

candidina. ??

15



e Tratamientos

Generalmente cuando la candidiasis se presenta en forma leve no es necesario
tratamiento alguno, debido a que esta patologia se resuelve por si sola en un lapso de
dos semanas. Sin embargo, para el tratamiento de la candidiasis bucal hay que

considerar los siguientes aspectos: ??

- Si posterior al tratamiento con antibioticos se desarrolla algun caso leve de
candidiasis, es recomendable el consumo de yogur o la toma de capsulas de
acidofilos.

- Emplear un cepillo de dientes suave.

- Enjuagar la boca con solucion diluida al 3% con agua oxigenada varias veces al dia.

- En los casos de pacientes diabéticos es suficiente regular y controlar el nivel de
glucemia para combatir la infeccion ocasionada por candidiasis bucal.

- En los casos de candidiasis bucal severo con presencia de un sistema inmunitario
debilitado es recomendable utilizar enjuague bucal antimicético por unos 5 o 10
dias.

- En el caso de pacientes inmunodeprimidos se recomienda aplicar tratamiento

sistémico previo. ??

El tratamiento exitoso de pacientes con candidosis oral requiere identificacion y cuando
sea posible la correccion de factores de predisposicion subyacente especifica en cada
paciente. Sin este reconocimiento, el tratamiento posterior con antifingicos sélo puede
dar como resultado el alivio temporal de infeccion, con inevitables recaidas si no se
siguen instrucciones sobre la practica de higiene oral adecuada. El uso de inhaladores de
esteroides debe ser acoplado con el enjuague de la boca con agua después de la
administracion. Todos los pacientes deben ser informados sobre la importancia de
reduccion o cese de cualquier habito de fumar como las practicas de higiene bucal son
también esencial en la eliminacion de biofilms candida en el huésped superficies y
prétesis orales. Cualquier deficiencia nutricional identificada debe ser corregido y
asesoramiento sobre habitos alimenticios tales como segln sea necesario, la ingesta de

carbohidratos. Sin embargo, a pesar de estas intervenciones, se presentan situaciones en
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las que causa subyacente no puede resolverse, como el VIH una infeccion o una terapia
inmunosupresora organo o trasplante de médula dsea. En estas circunstancias,

Tratamiento de la candidosis oral se basa en el uso de terapia antiftingica. %

e Tratamiento farmacologico

Los farmacos antiflngicos tipicos y los regimenes de tratamiento utilizado
especificamente para la candidosis oral. El fluconazol es el agente de primera eleccién
para candidosis oral aparte de eritematosis crénica por la eficacia clinica de los agentes
que sélo se pueden administrar topicamente, como anfotericina o nistatina, es limitada
debido a problemas en mantener suficientes niveles de farmaco en el lugar de la
infeccion. El sabor de los agentes topicos estimula la secrecién salival, que diluyen y
eliminan rapidamente el agente antifingico agente de la boca. En vista de ello, el uso es
limitado. El fluconazol tiene un buen perfil de seguridad cuando se administra
sistematicamente, con pocas contraindicaciones o efectos secundarios. Interacciones
importantes ocurren con anticoagulantes cumarinicos y sulfonilureas antidiabéticas
agentes. Resistencia adquirida a los antifingicos azoles ha surgido en los Ultimos afios y

cierta Candida también son inherentemente resistentes a estos agentes. ¢4

5.3. Plantas medicinales

Desde los origenes de la humanidad se ha planteado como objetivo establecer las
condiciones més favorables para vivir mejor, minimizar enfermedades y mejorar la
calidad de vida, usandose desde la antigiiedad las plantas como métodos terapéuticos
que apoyan la medicina tradicional. Estos métodos incluyen terapias con medicacion
fundamentadas con hierbas por la posibilidad que ofrecen de ser aplicadas y usadas en
la atencion primaria de salud. Es por ello, que la Organizacion Mundial de la Salud ha
declarado que el 80% de la poblacién mundial utiliza plantas medicinales como
principal remedio medicinal. Po lo tanto, el empleo de las plantas medicinales es una
tendencia comdn en la poblacién mundial, a pesar que la mayoria de las veces se
desconocen total o parcialmente las propiedades que poseen, asi como las formas y

modos de aplicacion. De tal manera que para obtener avances en el conocimiento de la
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gestion tradicional de los recurso naturales de origen vegetal y de las relaciones entre las
sociedades de individuos y las plantas, se han realizado estudios etnobotanicos, asi
como en fitoterapia y fitoquimica, que han hecho grandes aportes en las Ultimas
décadas, tanto en la practica como en lo académico, para el tratamiento y obtencion de
farmacos de origen vegetal Utiles en el tratamiento de las patologias que mas afectan a

las comunidades. ¢®

Ademas, los productos naturales derivados de plantas medicinales han demostrado ser
una fuente abundante de compuestos bioldgicamente activos, muchos de los cuales han
sido la base para el desarrollo de nuevos productos quimicos de plomo para productos
farmacéuticos. Con respecto a las enfermedades causadas por microorganismos, la
creciente resistencia en muchos patégenos comunes a agentes terapéuticos actualmente
utilizados, tales como antibidticos y agentes antivirales, ha llevado a un interés
renovado en el descubrimiento de nuevos compuestos antiinfecciosos. Debido a que hay
aproximadamente 500 000 especies de plantas en todo el mundo, de las cuales solo el
1% ha sido investigado fitoguimicamente, existe un gran potencial para descubrir
nuevos compuestos bioactivos. En particular, los extractos de plantas medicinales
tradicionales o fitoquimicos que han demostrado inhibir el crecimiento de patégenos
orales, reducir el desarrollo de la placa dental, influir en la adhesién de las bacterias a
las superficies y reducir los sintomas de las enfermedades bucales seran discutidos

posteriormente. ?

5.3.1. Definicién

Se definen como plantas medicinales a todas aquellas que contienen en alguna de las
partes, principios activos que, al ser administrados en dosis suficientes, producen
efectos curativos en las enfermedades humanas. Se ha determinado que, de la totalidad
de plantas existentes, el 10% son consideradas medicinales, cifra que es susceptible de
variar por el desconocimiento de la totalidad real de la flora, por lo tanto, se encuentran
mencionados dentro de los tratados médicos del area fitoterapeutica, tanto moderna
como ancestrales, por poseer algun uso terapéutico. El estudio de los componentes de

las plantas medicinales se concentra en las sustancias que producen un efecto
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farmacoldgico sobre los individuos, conocidos como principios activos, los cuales
generalmente son sustancias simples, tales como los alcaloides, o sustancias complejas,
tales como resinas y aceites esenciales, siendo los componentes mas comunes los
azlcares y heterosidos, que constituye un azUcar mas un compuesto sin azucar, que
puede ser galactosidos y glucésidos. Otros componentes activos de estas plantas son los
alcaloides, gomas, lipidos, mucilagos, taninos, principios amargos, oleorresinas, acidos

orgénicos, balsamos, enzimas y vitaminas. ¢")

5.3.2. Historia de las plantas medicinales

Estas han formado parte fundamental en la historia y cultura de las civilizaciones,
especialmente los pueblos indigenas. EI empleo y aplicacién de las plantas medicinales
para combatir las enfermedades se encuentra constituido por conocimientos que son
transmitidos de forma verbal de generacion en generacion y que se propagé mas alla de
las fronteras por el proceso historico de colonizacion. Estas curaciones realizadas con
hierbas y plantas, variaban en cuanto a la preparacion y forma de aplicacion, asi como
del tipo de dolencia atendida y muchas veces eran acompafiadas por un componente
mitico religioso, por lo cual aquellos individuos que poseian estos conocimientos eran
Ilamados médicos verdaderos, por conocer la medicina que sanaba. En la actualidad, el
estudio cientifico de las plantas medicinales se ha convertido en motivo de
investigacion para varias ramas de la salud, considerando la herbolaria como una
alternativa til para resolver algunos problemas de salud. Determinando ventajas entre

la cuales se puede mencionar: @7

e Accesibilidad para el uso y recoleccion.

e Amplia variedad a nivel mundial.

e Relacionado con el medio cultural, mediante la concepcién del mundo y de los
individuos que existen en cada region.

e No requiere mucha inversion de tiempo y de dinero para la preparacion.

e No es necesario poseer conocimientos o habilidades especiales para ser aplicadas.
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e Crea independencia en las personas, debido a que las plantas son adquiridas a bajo
COSt0o Y CON recursos propios.
e Alta efectividad, comprobandose que han logrado resolver problemas de salud en

las comunidades. @7

5.3.3. Tipos de plantas medicinales

Las plantas medicinales pueden clasificarse segun los principios activos en relacion a
las propiedades terapéuticas, las formas de preparacion y caracteristicas morfoldgicas
que estas posean, entre las plantas medicinales mas comunes se encuentran las
siguientes: Acedera Silvestre (Rumex acetosa), Ajedrea de jardin (satureja hortenesis),
Albahaca (ocimum bacilicum), Alcaparra (capparis spinsa), Anis Dulce (pimpinela
anisum), Artemisa (artemisa vulgaris), Berro de Jardin (Lepidium sativum), Berro de
Agua (nasturtium officinalis), Borraja (Borrago officinalis), Mejorana (Majorana
hortensis), Melisa (Melissa officinalis), Menta (Mentha piperita), Mostaza Blanca
(Sinapis alba), Orégano (Origanum vulgare), Periflio (Anthriscus cerefolium), Poleo
(Mentha puleghium), Comino (Cuminum syminum), Eneldo (Enethum graveolens),
Estragdn (Artemisa dracunculus), Genciana (Gentiana lutea), Hierba de los candnigos
(Valerianella locusta), Hierba Buena (Mentha piperita), Hinojo de Florencia

(Foeniculum vulgare), entre otras. ?®

5.3.4. Extraccion de aceites esenciales

Se definen como extractos que poseen fragancias, volatiles, integrados por mezclas de
liquidas halladas en cualquier parte de la planta. La extraccion de aceites esenciales
puede ser realizada por distintos procedimientos como lo son: ¢

a. Enfleurage. - en este procedimiento son utilizadas grasas naturales con puntos de

reblandimiento de aproximadamente de 40 °C, por lo general es usada la manteca
de porcino refinada, blanqueada, desodorizada. ?°
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b. Extraccion por el uso de solventes. - para iniciar el proceso la planta debe ser
molida, picada, para que exista un mayor contacto entre el solvente y los trozos del
material, es realizada a temperatura y presion ambiente. Entre los solventes mas
comunmente utilizados se tiene: metanol, isopropano, hexano, tolueno, etanol, entre

otros. @9

c. Extraccién por el método del prensado. - la planta se somete a presion, en prensa

del tipo batch o de manera constante. ?°)

d. Extraccion con fluidos supercriticos. - se refiere al punto critico cuando se
relaciona las condiciones de presion y temperatura, en un vapor por medio de las

cuales las sustancias no pueden ser licuadas por el aumento en la presion. ¢%

e. Hidrodestilacion. - para este procedimiento se coloca agua en el inferior del tanque

extractor, colocando encima una rejilla para el soporte del producto extraido. ?%

f.  Extraccidn por arrastre con vapor. - es un tipo de destilacion en cual se utiliza la
planta seca con el fin de obtener una mejor calidad de producto, ademas para
mantener el principio aromatico se utilizan calderas de acero inoxidable, cobre,

alambique de hierro o vidrio. ®®

5.4. Hierba buena (Mentha piperita)

Las plantas del género Mentha pertenecen a la familia Lamiaceae, siendo ampliamente
conocidas por la capacidad de producir un aceite esencial que se encuentra presente en
las glandulas ubicadas bajo la epidermis de las hojas, sintetizando diversas esencias de
acuerdo a cada especie, siendo la esencia de la Mentha piperita la mas apreciada por

producir aceites de mayor calidad. ¢%
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5.4.1. Etimologia

Mentha es un nombre genérico que se deriva de la ninfa griega Mintha, que representa
la enamorada de Zeus, a la cual la Diosa Perséfone, por celos, convirtio en planta. El
sabor picante de la esencia de la planta es la que le otorga el nombre de origen latino

piper, que significa pimienta. G

5.4.2. Taxonomia

La clasificacion botéanica de esta planta se define de la siguiente manera ©9:

e Reino: Plantae.

e Clado: Angiosperme.
e Clado: Eudicotiledoni.
e Clado: Asteride.

e Orden: Lamiales.

e Familia: Lamiaceae.
e Género: Mentha.

e Especies: piperita. 9

5.4.3. Descripcién

La Mentha piperita se caracteriza por ser una planta herbacea perenne estolonifera de
raices rizomatosas que se desarrollan de manera intensa en el terreno, ademas, es un

género de aspecto muy variable o polimorfo, de acuerdo a la especie. 9

e Tallo: De longitud que varia entre 30 cm y un metro, con innumerables ramas de

seccion cuadrangular y de coloracion oscilante entre el verde y el violeta. %

e Hojas: La mayor parte de las especies contienen glandulas ricas en aceites

esenciales que le aportan el aroma que las caracteriza, son de forma simple, de
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color verde que varia de intensidad, opuestas, lanceoladas y cubiertas por una
pelusa ligera. €9

e Flores: Estas poseen inflorescencia, integradas en la axila de las hojas y dispuestas
en forma de corona sobre los nudos, semejantes a una espiga por la cercania entre

una y otra, de flores bilabiadas tipicas de la familia a la que pertenecen. ©9

Ademaés, toda la planta posee un aroma caracteristico, agradable y fuerte de sabor

canforéceo, el cual al inicio se percibe picante y posteriormente refrescante. 9

5.4.4. Composicion quimica

Las hojas contienen entre el 10% y 12% de elementos minerales como los flavonoides,
especialmente los heterdsidos derivados de la luteolina y apigenina, acidos fendlicos,
cafeico, clorogénico, ursélico, taninos y un principio amargo, hasta 3% de aceite

esencial. GV

El aceite esencial de la Mentha piperina se observa como un liquido incoloro, con olor
fuerte y sabor picante, que se encuentra en glandulas minimas ubicadas en las
superficies inferior y superior de las hojas, los tallos contienen aceite en menor
proporcion. El principal componente de la esencia es el mentol, que se halla en una
proporcion entre el 45% y el 70 %, parte de el en estado libre y parte combinado con
ésteres, también se han identificado, mentona, acetato de metilo, mentofurano, alfa-
pineno, felandreno, cadineno, &cido iso-valeridnico, iso-valerianato de mentilo,

pulegona, timol, carvacrol, alcohol amilico, terpineno, alcohol iso-amilico, y cincol.
(31,32)
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Tabla 2. Componentes quimicos (%) de los aceites esenciales destilados de Mentha piperita.

Compuesto Indices de Retencion % en Aceite
a- Pineno 939 0,32
Sabinene 975 0,26
B- pineno 979 0,58
1,8 Cineole 1031 6,69
Cis - Sabineno hidrato 1070 0,50
Menthone 1152 2,45
Menthofuran 1164 11,18
Neomenthol 1165 2,79
Mentol 1171 53,28
Acetato de neomentilo 1273 0,65
Acetato de mentilo 1295 15,10
Acetato de isomentitilo 1305 0,61
- Bourboneno 1388 0,37
(2) -Carolileno 1408 2,06
E-B-farneseno 1456 0,30
Germacrene D 1485 2,01
Bicyclogermacrene 1500 0,22

Fuente: Saharkhiz et al.®?
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

5.4.5. Propiedades

La infusion de hojas secas y la esencia de la Mentha piperita poseen propiedades
antiespasmddicas, coleréticas, estomaquicas, carminativas, eupépticas, antiflngicas,
antivirales. En uso externo, en forma de infusion, alcoholatura y jarabe, en los trastornos
estomacales, espasmos digestivos y abdominales, asi como contra insuficiencia biliar y
el meteorismo. La esencia es empleada frecuentemente como aromatizante y
saborizante, en farmacia, en alimentacion y licoreria, reposteria y culinaria. En uso
externo se aplica la esencia, en forma de disolucion alcoholica o linimentos, en

fricciones estimulantes, contra el reuma y las reumalgias, asi como en inhalaciones
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contra el resfriado y en laringologia. La esencia generalmente es usada para perfumeria
y cosmética, en gargarismos, pasta dentifrica y elixires por la accion germicida y

aromatizante. ¢

Otras propiedades del aceite de hierbabuena (Mentha piperita) es la de antibacteriano,
antimicoticas, formacion de antibioticos, radioprotector, antioedema, analgésico, y las
actividades antioxidantes del aceite esencial y extractos metanolicos de partes de
hierbas y cultivos de callos de Mentha piperita. Ademas, el aceite esencial de Mentha
piperita ha demostrado que causa efectos inhibitorios contra el crecimiento de los
hongos radiales. ¢

5.4.6. Uso en odontologia

En la odontologia la Menta piperita, previene la formacion de la placa bacteriana dental.
En estudios realizados de manera in vitro, afectan algunos microorganismos como la
Candida albicans y otras similares tales como Escherichia coli, Micrococcus flavus y
Staphylococcus aureus, entre otros. De igual manera, posee un efecto antifingico de

mayor competencia en relacion al bifonazol. ¢4

5.4.7. Factores que limitan la produccion de Hierba buena

La produccion de la hierba buena se ve limitada por los siguientes factores: el clima, el
suelo, el agua, las plagas y las enfermedades. GV

En el caso del clima, algunas especies se producen en ambientes frios con temperaturas
variables entre 10°C y 18°C, no obstantes otras clases de hierba buena pueden darse en
temperaturas entre 25°C y 35°C, con presencia de alta humedad o en areas que se
caracterizan por la sequedad del suelo. Respecto al suelo, aunque puede producirse en
una gran diversidad de suelos, se obtiene mayor provecho en los de caracteristicas
ligeras del tipo areno-arcilloso, aluvion, francos y principalmente los calcareos, ya que
son fértiles, profundos y con buen drenaje. El agua es vital para la produccion efectiva

de la hierba buena, por lo tanto, es necesario que el cultivo tenga un buen sistema de
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riego (requiere de presencia constante de agua), con una frecuencia semanal
aproximadamente. Las principales plagas que afectan la produccién de la hierba buena
son: Myzus persicae provocando un pequefio enrollamiento en las hojas y es
neutralizado de manera eficaz mediante pulverizaciones de Neem X. Por otra parte, esta
el Epitrix sp, representan gran peligro al iniciar la vegetacion ocasionando perforaciones
en las hojas. GV

5.3.8. Extraccion del aceite esencial de Mentha piperita

Para la extraccion del aceite esencial de Mentha piperita es necesario considerar el
tratamiento de las sustancias bruta con el disolvente indicado, con el fin de solo disolver
el constituyente deseado sin disolver las otras sustancias. EI método para la extraccién
del aceite esencial mas utilizado es: Extraccion por arrastre de vapor. La extraccion por
arrastre de vapor es un método higiénico que garantiza la calidad del producto,

obteniendo un aceite sin ningln tipo de solvente y de bajo costo de produccién.

En la extraccion por arrastre de vapor, el material vegetal se destila con vapor generado
fuera del tanque en un generador de vapor o caldera. Como en agua Yy destilaciéon de
vapor, el material vegetal se apoya sobre una rejilla perforada. Como ya se ha indicado,
el vapor de agua en una muestra estd a la atmdsfera y por lo tanto la temperatura
méaxima es de 100°C. Ademas, no hay ninguna limitacion en la generacion de vapor
cuando se utiliza una caldera externa como fuente de vapor. El uso de vapor de alta
presion en modernas unidades de destilacion de vapor permite mas rapida y completa
destilacion de aceites esenciales. La destilacion al vapor se prefiere cuando una gran
cantidad de area esta bajo cultivo y se debe instalar mas de una unidad. Ademas, para la
destilacion de aceites y materiales resistentes como raices y maderas como sandalo,
madera de cedro y nagarmotha, la destilacion de vapor es mas eficiente. La destilacion
de vapor también reduce el tiempo requerido para la extraccion de aceites. Una carga de
citronela de Java, que tarda hasta 5 h en una muestra, se procesa dentro de 2a 3 h en un
vapor Destilacion todavia. En este método de destilacion, el vapor se genera por
separado en una caldera de vapor y se hace pasar a través del tanque de destilacion a

través de una bobina de vapor. EI material vegetal estd apretado sobre la rejilla
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perforada. El vapor, que contiene el vapor de aceite, se condensa en un condensador de
tubo y se separa en el receptor de aceite. Los costos de combustible son generalmente
mas bajos en las modernas unidades de destilacién de vapor debido a una mayor

eficiencia térmica en la que operan la mayoria de las calderas.

e Evaporacion Rotatoria

La evaporacion rotatoria es el proceso de reducir el volumen de un disolvente
distribuyéndolo como una pelicula fina a través del interior de un recipiente a
temperatura elevada y presion reducida. Esto favorece la eliminacion rapida del exceso
de disolvente de muestras menos volatiles. La mayoria de los evaporadores rotativos
tienen cuatro componentes principales: bafio de calor, rotor, condensador y purgador de
disolventes. Ademas, es necesario unir un aspirador o una bomba de vacio, asi como un

colector y un matraz de fondo redondo que contenga la muestra a concentrar. ©6)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de investigacion

6.1.1. Experimental

El estudio es considerado experimental, debido que el Investigador manipula las
condiciones de la investigacion, para determinar la actividad antifungica, de aceite
esencial y extracto alcoholico del Mentha piperita (Hierba buena), mediante un estudio
microbioldgico sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

6.1.2. Comparativo

Porque permite contrastar los resultados del experimento del efecto antifingico del
aceite esencial y del extracto alcohdlico del Mentha piperita (Hierba buena), sobre
cepas de Candida albicans ATCC 10231.

6.1.3. Invitro

La técnica para realizar el experimento se realiza en un ambiente controlado fuera de un

organismo Vivo.

6.2. Tipo de muestreo

Candida albicans cepa ATCC 10231
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6.3. Poblacion del Estudio

6.3.1. Universo

El efecto antifiingico “in vitro” de aceite esencial y extracto alcohdlico de Mentha
piperita, “Hierba buena”, se valord a través de la reaccion que mostraron las cepas de
Candida albicans, hongos oportunistas pertenecientes a la flora bucal normal.

6.3.2. Unidades de Estudio

Se empleo aceite esencial y extracto alcohdlico de Mentha piperita, “Hierba buena” a
las concentraciones de 12.500, 10.500, 8.500, 6.500, 4.500, 2.500 ppm, comparacion y
se trabajo con cepas de Candida albicans ATCC 10231.

6.4. Criterios de Inclusion y Exclusion

6.4.1. Criterios de Inclusion

e Cepas puras de Candida albicans sin contacto con contaminantes ni farmacos.

e Aceite esencial de Mentha piperita, “Hierba Buena” a las concentraciones de
12.500, 10.500, 8.500, 6.500, 4.500, 2.500 ppm.

e Extracto alcohdlico de Mentha piperita, “Hierba Buena” a las concentraciones de
5000, 10000, 20000, 30000, 40000 y 50000 ppm.

6.4.2. Criterios de Exclusion

e Cepas de hongos no pertenecientes a Candida albicans ATCC 10231.
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e Otro derivado del aceite esencial y extracto alcohdlico de Mentha piperita,

“Hierba buena”, a concentraciones diferentes que las planteadas en la

investigacion.

6.5. Variables

VARIABLE INDEPENDIENTES: Actividad antifngica “in vitro” del aceite esencial

y extracto alcoholico de la Mentha piperita “Hierba buena”.

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables independientes

hongo

Extracto
alcohélico de
la Mentha
piperita
“Hierba buena”

Experimentacion

Conceptualizacion | Categoria— | Indicador Técnica Instrumento
Dimensién

Actividad Medicién

antifungica “in | de halos

vitro” inhibitorios

: mm
Es la capacidad (mm)
antifngica que
gitnrzgtloagleclct)?\%/l ieclo Aceite de la Nada Observacion Bitacora de
extraido de la Mentha Poco laboratorio y
. piperita Medio ficha de
Mentha piperita @y » 0
e , Hierba buena” | Alto recoleccion
Hierba buena” de de
evitar el ) .
crecimiento del T informacion
Diluciones

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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VARIABLE DEPENDIENTE: Candida albicans

Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente

Conceptualizacion | Categoria— | Indicador Técnica Instrumento
Dimensién

Es un hongo de Hongo Nivel de Experimentacién | Bitacora de

caracteristica crecimiento laboratorio

filamentosa y se del hongo

reproduce de

manera asexual, Sl Observacion

forma levaduraen | Produce NO

condiciones Candidiasis

normales al oral,

huésped bucofaringea

6.6. Recursos

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.6.1. Recursos Ambientales

Apoyo en la preparacion del extracto alcohdlico de Mentha piperita, “Hierba Buena”.

6.6.2. Recursos Hu

e Microbidlogo

e Odontdlogos

6.7. Materiales

manos

6.7.1. Materiales y equipos para extraer el extracto alcohdlico

e Hierba Buena
e Balanza

e Botellas &mbar
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e Refrigerador
e Alcohol de 70°
e Papel filtro

e Vaso de precipitado

6.7.2. Materiales y equipos para la preparacion de medios de cultivo

e Medios de cultivo enriquecidos Agar
e Agua destilada

e Probetas

e Matraz de Erlenmeyer

e Placas Petri

e Pipetas Pasteur

e Tubos a prueba

e Guantes

e Hisopo

e Rotavapor marca Buchi

6.7.3. Materiales para la activacion del Hongo

e Placas Petri

e Agar Sabouraud

e Caldo de cultivo

e Asa

e Candida albicans (cepa ATCC 10231)

6.7.4. Materiales para antibiograma

e 6 cajas Petri

e 8 tubos de ensayo

e 2 Matraces
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e Hisopos

e Puntas

e Pipetas

e Agar Sabouraud

e Caldo de cultivo Sabouraud brot

6.8. Procedimientos y Técnicas

6.8.1. Obtencion del extracto alcoholico de Mentha piperita “Hierba Buena”

La planta en estudio, Mentha piperita “Hierba Buena”, se recolecto en la provincia
Chimborazo, canton Riobamba — Ecuador. Se trasladado a las instalaciones de del
Laboratorio de Biologia Molecular—Genética Investigacion en la Universidad Nacional

de Chimborazo.

Se retiraron las hojas de la hierba buena y fueron pesadas en una balanza la cantidad de
5 kg, secando a la sombra durante 3 semanas y pulverizando las hojas en un molino de
mano, colocandola luego en un frasco de vidrio de color &mbar, agregando 1 L de
alcohol de 96°, dejandole macerar por 15 dias en un lugar oscuro, de acuerdo a la

metodologia aplicada por Quirds et al. 7).

Fue filtrado 3 veces, primero con papel filtro Whatmann N ° 41, utilizando una bomba
de vacio para agilizar el filtrado, obteniéndose extracto purificado libre de gérmenes, y
se llevd a una maquina térmica de agua, a bafio Maria se calenté 60 °C durante 3 horas
hasta que el alcohol se evapore por completo, quedando solo el extracto alcoholico de
Mentha piperita “Hierba buena”. Luego fue colocado en un frasco de vidrio, de color

ambar para la conservacion.
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Figura 1. Proceso de Filtrado

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 2. Proceso de calentamiento en Bafio de Maria

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.2. Obtencion de aceite esencial de Mentha piperita “Hierba Buena”

Empleando el método de arrastre por corriente de vapor, se utilizaron 10 kg de hierba
buena sin deshidratar. La hoja se introduce en un recipiente de gran capacidad, segin el
peso de la materia prima a utilizar, haciéndole pasar vapor de agua proveniente de una
caldera, calentado hasta el punto de evaporacion de cada uno de los componentes del
aceite esencial. Este aceite es arrastrado por el vapor de agua a través del refrigerante
que, al enfriarse con el agua a temperatura ambiental, permite recolectarlo en una
trampa de vidrio donde se deposita el aceite extraido, y se recolectara en un frasco

ambar.
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Figura 3. Método de arrastre por corriente de vapor

4 N4
A
S A
KA

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.3. Cepa Bacteriana

esta manera que el hongo crezca y se pueda formar colonias.

Figura 4. Muestra de Candida albicans

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue adquirida en el laboratorio de la
UNACH, que se encontraba en refrigeracion en un tubo eppendorf, mediante un asa se

inoculd las cajas Petri las cuales fueron incubadas a 37 °C por 24 horas, logrando de
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6.8.4. Obtencién de muestra de Candida albicans en un medio liquido

Para la preparacion se coloco 10 ml suero fisioldgico en un tubo de ensayo, con el asa se
raspa la superficie del medio de cultivo de la Candida albicans y se coloc6 en otro tubo
y se llevo a un vortex, para que sea una mezcla homogénea. En otro tubo de ensayo se
coloco 10 ml de agua y se utiliz6 5 pl | de leche de magnesia y se ubicé en el vortex, y
se compard la turbidez entre los 2 tubos hasta que haya una igualdad, segun la escala de

Mc. Farland y fue llevado a la incubadora por 24 horas a 37 °C.

Figura 5. Se retir6 la superficie Candida albicans para colocarlo en un tubo esterilizado

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

e sea una mezcla homogénea
Al

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Figura 7. Inoculacion de la Candida albicans en la Placa Petri
i 4 4 -

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 8. Incubadora 37 °C por 24 horas

Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.5. Preparacién medios de cultivo

El medio de cultivo agar Dextrosa Sabouraud fue preparado segun las instrucciones del
fabricante en este caso fue 2,7 gramos para 500 ml de agua, la preparacion se realiz6 en
un Matraz Erlenmeyer que fue llevada a la estufa hasta obtener una mezcla homogénea
que posteriormente fue llevado al proceso de esterilizacion. Luego de este proceso el
preparado fue distribuido de manera equilibrada en las “18” placas Petri, a razéon de un

espesor de 4 mm por placa aproximadamente.
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Figura 9. 2,4 g de agar Saboraud

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 10. 500 ml Agua + 2,4 agar

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Figura 11. Hervir para una mezcla homogénea

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 12. Llevar al esterilizador

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Figura 13. Preparacion medios de cultivo

A
Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.6. Siembra

La siembra fue realizada a través de la técnica de barrido con la ayuda de un hisopo. En
forma horizontal rotando la caja Petri en 3 direcciones. Para asi obtener una siembra

uniforme.

Figura 14. Proceso de Siembra

AT

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Técnica de susceptibilidad en el caldo de difusion

Tabla 5. Concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita (hierba buena) en DMSO vy caldo

Saboroud both

N° Tratamiento

Volumen pl + Solvente DMSO

MIX (DMSO + Ac)

T1

300 pl Ac + 300 pl DMSO

600 ppm mix (DMSO + Ac)

T2

250 pl Ac + 250 pl DMSO

500 ppm mix (DMSO + Ac)

T3

200 pl Ac + 200 pl DMSO

400 ppm mix (DMSO + Ac)

T4

150 pl Ac + 150 pl DMSO

300 ppm mix (DMSO + Ac)

T5

100 pl Ac + 100 pl DMSO

200 ppm mix (DMSO + Ac)

T6

75 pul Ac +75 ul DMSO

150 ppm mix (DMSO + Ac)

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha

Autor: Ing. Félix Falconi

Tabla 6. Preparacion del MIX + Caldo saboraund + Candida albicans

Tratamiento Mix + Cs+ Ca Ppm

T1 100mix+900 cs +10 C.a ppm 5.000 ppm
T2 80mix + 920 cs +10 C.a ppm 10.000 ppm
T3 60mix + 940 cs+10 C.a ppm 20.000 ppm
T4 40mix + 960 cs+10 C.a ppm 30.000 ppm
T5 20mix + 980 cs+10 C.a ppm 40.000 ppm
T6 10mix + 990 cs+10 C.a ppm 50.000 ppm

Autor: Ing. Félix Falconi

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha

Se procede a poner con una pipeta 100 ul del mix + C. Saboraund + C. Albicans en las

cajas Petri y se coloca en la incubadora por 24 hrs a 37 °C.
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Figura 15. Resultados de la Placas Petri en la Incubadora

R1 R?2 R3

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.7. Difusién de Discos

Se realizd una dilucion del aceite esencial de hierba buena con DMSO
(Dimetilsulfoxido) en los discos y colocando en las 6 cajas Petri de agar saboraund,

previamente inoculadas con Candida albicans 10 ml.

e Preparacion del fluconazol para el control positivo.

Pesar 100 mg de fluconazol = 0,1000 g.
Afadir 900 ul alcohol.
Poner en el vortex para que haya una mezcla homogénea.

Colocar 25 pl de la solucion de fluconazol con alcohol.

o ~ w N E

Dejar secar al ambiente.
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Figura 16. Preparacion del fluconazol para el control positivo y negativo

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

e Preparacion medios de cultivo

El medio de cultivo agar Sabouraud Dextrosa con chloramphenicol fue preparado segun
las instrucciones del fabricante en este caso fue 22 gramos de agar para 300 ml de agua,
la preparacion se realizé en un Matraz Erlenmeyer que fue llevado a la estufa hasta
obtener una mezcla homogénea, que posteriormente se llevé al proceso de
esterilizacion. Luego de este proceso el preparado fue distribuido de manera equilibrada
en las 6 placas Petri y 2 adicional para el control positivo y negativo, a razén de un

espesor de 4 mm por placa aproximadamente en cada caja Petri.

Colocando en el esterilizador los tubos eppendorf, agua destilada, discos de papel filtro,

puntas, asa, tubos de ensayo, hisopos.
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Con la ayuda de la micropipeta se extrajeron “10 pl” de la Candida albicans cuyo
contenido se deposito en las respectivas placas con agar gelificado, 3 cajas para los
discos embebidos del extracto alcohdlico y el aceite de “Hierba buena” y en la caja de

control positivo.

Figura 17. Medio de cultivo agar Sabouraud chloramphenicol + AGUA

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 18. Medio de cultivo y cajas en el esterilizador

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Figura 19. Placas con agar Saboraud

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.8. Aceite de Hierba Buena

Tabla 7. Célculos de la preparacién de los discos con aceite de Hierba Buena

Formula Operacion Resultados
C1xV1 12.500 ppm x 100 pl 100 ul R=0 pl DMSOy 100 pl de
- C2xV2 12.500 pl B " aceite Hb
C1xV1 10.500 ppm x 100 pl — 84l R=16 pl DMSOy 84 pl de
= C2XV2 12.500 pl aceite Hb
1xV1 8.500 ppm x 100 pl _ 68 R=32 ul DMSO'y 68 pl de
= C2%xV2 12.500 ul aceite Hb
C1xV1 6.500 ppm x 100 pl 52 R=48 ul DMSO y 52 pl de
= C2%xV2 12.500 ul aceite Hb
C1xV1 4.500 ppm x 100 pl 36 R=74 ul DMSOy 36 pl de
= C2XV2 12.500 pl aceite Hb
C1xV1 2.500 ppm x 100 pl — 20l R=80 pl DMSOy 20 pl de
= C2XV2 12.500 p! aceite Hb

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha

Autor: Ing. Felix Falconi
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e Meétodo para la aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Con la ayuda de pinzas estériles se procedio a colocar en cada placa los respectivos
discos (6 discos por placa) embebidos cada uno con 25 pl del aceite hierba buena en
concentraciones de (12500, 10500, 8500, 6500, 4500, 2500 ppm).

Figura 20. Discos embebidos con aceite y extracto alcohdlico Hierba buena

LU - — ~

Fuente: Karina FernandaFIores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Para el control positivo se colocara un disco blank impregnado con un antimicético

fluconazol 100mg el cual serviré para la experimentacion.

Figura 21. Control positivo con fluconazol

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Para el control negativo solo se colocara agar.

Figura 22. Control negativo con agua destilada

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Una vez terminado la colocacion de los discos en las cajas Petri se procedio a poner en

la incubadora en el lapso de 48 hrs a una temperatura 37 °C para su posterior lectura.

Figura 23. Resultados difusion de los discos del aceite de Hierba Buena

'

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

6.8.9. Extracto alcohodlico de Hierba Buena
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Tabla 8. Extracto alcohdlico de Hierba Buena

Tratamiento Ea+ Alcohol Ppm

T 1(ppm) 50 ul Ea +950ul alcohol 50.000 ppm
T 2(ppm) 40 ul Ea + 960ul alcohol 40.000 ppm
T 3(ppm) 30ul Ea + 970 cs alcohol 30.000 ppm
T 4(ppm) 20ul Ea + 980 cs alcohol 20.000 ppm
T 5(ppm) 10ul Ea + 990 cs alcohol 10.000 ppm
T 6(ppm) 5 ul Ea + 995 cs alcohol 5.000 ppm

Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Ing Felix Falconi

El extracto alcohdlico de hierba buena se puso en las proporciones de 50.000 ppm,
40.000, 30.000 ppm, 20.000 ppm, 10.000 ppm, 5.000 ppm, las cuales fueron ubicadas

en los discos blank, y se colocé en las cajas Petri previamente inoculadas con 0,10 ul de

Candida albicans.

Figura 24. Resultados del extracto alcoholico de Hierba Buena

Fuente: Karina Fernand Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Figura 25. Control positivo y negativo del extracto alcohdlico de Hierba buena.
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Fuente: Karina Fernanda Flores Colcha
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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7. RESULTADOS

7.1. Susceptibilidad en el caldo de difusion con el aceite esencial de Mentha

piperitay Candida albicans.

Tabla 9. Nivel de crecimiento
Nivel Crecimiento R1

Ninguno Crecimiento Alto
5000,00 - +
10000,00 - +
20000,00
30000,00
40000,00

50000,00 + -

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Concentracion (ppm)

+|+ |+
1

Descripcion: La concentracion de 5000 y 10000 ppm del aceite esencial de Mentha
piperita mostraron un nivel de crecimiento alto del microrganismo Candida albicans.
En cambio desde 20000 hasta 50000 ppm del aceite esencial de Mentha piperita no
exhibié ningun crecimiento de la Candida albicans, en la primera repeticion durante el
procedimiento de la susceptibilidad en el caldo de difusion.

Analisis e interpretacion: Al comparar el nivel de crecimiento de la Candida albicans
en el caldo compuesto por el aceite esencial de Mentha piperita, se evidencia que a

menor concentracion del aceite existe crecimiento del microorganismo.

7.2. Resultados del halo de inhibicién del aceite esencial de Mentha piperita

sobre la Candida albicans

Tabla 10. Nivel Halo R1 del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida albicans
Nivel Halo R1

Ninguno Crecimiento Alto
2500 + -

4500 + -

6500 -
8500 -
10500 -
12500 -

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Concentracion (ppm)

+ |+ |+ ]+
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Descripcion: En la primera repeticion se demuestra que desde la concentracion de 2500
y 4500 ppm del aceite esencial de Mentha piperita no se evidencidé ninguna accion
antifangica del producto natural sobre el microorganismo Candida albicans. Mientras
que desde 6500 hasta 12500 ppm del aceite esencial de Mentha piperita exhibid un
crecimiento alto del halo.

Analisis e interpretacion: Con los resultados se evidencia que a mayores
concentraciones, mayor es el crecimiento del halo de inhibicion, por lo tanto se deduce
una mayor efecto antifingico al aumentar las concentraciones desde 6500 hasta 12500
ppm de aceite esencial de Mentha piperita.

Gréfico 1. Nivel Halo R1 del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida albicans

14,00+

12,007

Media de CreciRep1mm

10,00

8,00

T T T T T T
2500 4500 6500 8500 10500 12500

ConcentracionKB

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: En el grafico 1 se demuestra que a las concentraciones de 2500 y 4500
ppm del aceite esencial de Mentha piperita, el halo de inhibicion fue de 8 mm, a las
6500 ppm aumenta hasta el halo a 9 mm, a la proporcion de 8500 ppm el halo es de 11
mm, a 10500 ppm del producto natural el halo de inhibicion es de 12 mm, por ultimo a

la concentracion de 12500 ppm el halo fue de 15 mm.
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Anélisis e interpretacion: Se evidencia que a las concentraciones de 2500 y 4500 ppm
de aceite esencial de Mentha piperita muestra un efecto antifingico sobre la Candida
albicans constante (8 mm). Luego a mayores concentraciones, mayor es el crecimiento
del halo de inhibicion, por tal razon mayor accion antifungico sobre la Cepa de Candida
albicans ATCC 10231 al aumentar las concentraciones desde 6500 hasta 12500 ppm de
aceite esencial de Mentha piperita.

Tabla 11. Nivel Halo R2 del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida albicans
Nivel Halo R2
Ninguno Crecimiento Alto
2500 - +
4500 + -
6500 -
8500 -
10500 -

12500 -

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Concentracion (ppm)

+ |+ |+ ]+

Descripcion: En la segunda repeticion se evidencia que en la concentracion de 2500
ppm del aceite esencial de Mentha piperita se mostré crecimiento del halo de
inhibicidn, en cambio en 4500 ppm no presentd ninguna accion antifungica del producto
natural sobre el microorganismo Candida albicans. Mientras que desde 6500 hasta

12500 ppm del aceite esencial de Mentha piperita exhibid un alto crecimiento del halo.

Anélisis e interpretacion: De acuerdo a los resultados se evidencia que a mayores
concentraciones, aumenta el crecimiento del halo de inhibicion, es por esto que se
establece que un mayor efecto antifangico al incrementa las concentraciones desde 6500

hasta 12500 ppm de aceite esencial de Mentha piperita.
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Gréfico 2. Nivel Halo R2 del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida albicans
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: En el grafico se muestra que en la concentracién de 2500 ppm del aceite
esencial de Mentha piperita presenté un halo de inhibicién sobre el microorganismo
Candida albicans de 9 mm, a 4500 ppm exhibi6é una disminucion a 8 mm, luego fue
aumentando el halo de inhibicién a 6500 ppm a 10 mm y se mantuvo constante el halo
hasta la concentracion de 8500 ppm. A 10500 ppm del producto natural sobre el
microorganismo Candida albicans se evidencié un aumento del halo hasta 13 mm y a
12500 ppm el halo fue de 14 mm.

Analisis e interpretacion: Al comparar los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita, se demuestra que a mayores
concentraciones de 6500 ppm, existe un aumento del efecto antifingico del producto
natural sobre la Candida albicans, mejorando la accion antifangica del aceite esencial

de Mentha piperita.
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Tabla 12. Nivel Halo

R3 del aceite esencial de Mentha piperita en la Candida albicans

Concentracion (ppm)

Nivel Halo R3
Ninguno Crecimiento Alto

2500

+ -

4500

6500

8500

10500

12500

++ [+ + ]+

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: En la tercera repeticion se observa que en la concentracion de 2500 ppm

del aceite esencial de Mentha piperita no fue posible identificar crecimiento del halo de

inhibicion, en cambio desde la proporcion de 4500 hasta 12500 ppm exhibié un alto

crecimiento del halo sobre la cepa de Candida albicans

Analisis e interpretacion: De acuerdo a los resultados se evidencia que a mayores

concentraciones, aumenta el crecimiento del halo de inhibicion, es por esto que se

establece que un mayor efecto antifngico al incrementa las concentraciones desde 4500

hasta 12500 ppm de aceite esencial de Mentha piperita.

Gréfico 3. Nivel Halo

R3 del aceite esencial de Mentha piperita en la Candida albicans
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Descripcion: En el grafico 3 se observa que en la concentracion de 2500 ppm del aceite
esencial de Mentha piperita present6 un halo de inhibicion sobre la Candida albicans de
8 mm, a 4500 ppm exhibié un aumento a 9 mm, luego fue aumentando el halo de
inhibicién a 6500 ppm a 10 mm y se mantuvo constante el halo hasta la concentracién
de 8500 ppm. A 10500 ppm del producto natural sobre el microorganismo Candida
albicans se evidencio un aumento del halo hasta 12 mm y a 12500 ppm el halo fue de

14 mm.

Andlisis e interpretacion: Al contrastar los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita, se evidencia que a mayores
concentraciones, presentdé un aumento del efecto antifangico del producto natural sobre

la Candida albicans.

Tabla 13. Medias y desviacion del halo de inhibicidn del aceite esencial de Mentha piperita en la
Candida albicans

Concentracion KB Repetl Repet2 Repet3 Media Desv.
(ppm) (mm) (mm) (mm) (mm) Estand

2500 8 9 8 8,33 0,58

4500 8 8 9 8,33 0,58

6500 9 10 10 9,67 0,58

8500 11 10 10 10,33 0,58

10500 12 13 12 12,33 0,58

12500 15 14 14 14,33 0,58

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: Con las repeticiones se determind una media y desviacion estandar para
cada una de las concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita, donde la media
del halo de inhibicion a 2500 y 4500 ppm del producto natural sobre la Candida
albicans fue de 8,33+ 0,58 mm, luego aumento6 a 9,67+ 0,58 mm a la concentracion de
6500 ppm. A 8500 ppm reporté una media del halo de 10,33 + 0,58 mm, a 10500 ppm
fue de 12,33+ 0,58 mm y a 12500 ppm se identificé una media del halo de inhibicion de
14,33+ 0,58 mm.

Analisis e interpretacion: Comparando las medias del halo de inhibicién de las

diferentes concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida

albicans, se evidencia que se mantiene constante el efecto antifingico en las primeras
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concentraciones (2500 y 4500 ppm), luego aumento la accion antifingica del producto
natural sobre la Candida albicans, presentando una mejor eficiencia del aceite esencial

de Mentha piperita.

Tabla 14. Actividad de los aceites esenciales segiin Duraffourd
Actividad de los aceites esenciales:

Nula (-) si fue inferior o es igual a 8 mm

Sensibilidad limite (Sensible = +) de 9 a 14 mm

Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15a 19 mm

Sumamente sensible (S.S. = +++) si fue igual o superior a 20 mm

Elaboracién: Duraffourd y Lapraz 1983

Tabla 15. Comportamiento del halo de inhibicién del aceite esencial de Mentha piperita en la Candida
albicans segun la escala de Duraffourd

Concentracion (ppm) Repetl Repet2 Repet3 Media
2500 - + - -
4500 - - + -
6500 + + + +
8500 + + + +
10500 - + + +
12500 ++ + + +

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: Con las repeticiones, las medias y desviacion estandar del halo de
inhibicion de cada una de las concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita, se
utiliz6 la escala de aceites esenciales segun Duraffourd y se identifico que a la
concentracion de 2500 y 4500 ppm la actividad del aceite esencial es nula (-). Mientras
que a partir de 6500 hasta 12500 ppm presenta una sensibilidad limite (+) de la accién

del producto natural sobre la Candida albicans.

Analisis e interpretacion: Considerando las medias del halo de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de Mentha piperita sobre la Candida
albicans y la escala de aceites esenciales segun Duraffourd, se demostré que a mayor
concentracion existe un efecto antifingico de sensibilidad limite del aceite esencial de

Mentha piperita, ante la presencia de la cepa de Candida albicans.
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Tabla 16. Tabla comparativa entre el control positivo, negativo y los diferentes tratamiento

Control Control
Descripcion ”(‘ff;’fct)"f (F?Sgétr']‘;‘gol TL | T2 | 13| T4 | T5 | T6
DMSO) 150 mQ)
Halo de
inhibicion 0 60 8,33 | 8,33 | 9,67 | 10,33 | 12,33 | 14,53
(mm)
Actividad
seguin - +++ - - + + + +
Duraffourd

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: Mediante la técnica Kirby Bauer (difusion del disco) se determin6 que el
control negativo (H2O + DMSO) presentd un halo de inhibicion de 0 mm y una
actividad segun Duraffourd nula, mientras el control positivo (Fluconazol 150 mg) el
didmetro de inhibicion fue de 60 mm y una actividad sumamente sensible (+++). En
cuanto a los tratamientos T1 (2500 ppm) y T2 (4500 ppm) exhibieron una media del
halo de inhibicion de 8,33, considerado un crecimiento nulo segin Duraffourd, T3
(6500 ppm) la media del halo fue de 9,67 mm, T4 (8500 ppm) fue de 10,33 mm, T5
(10500 ppm) fue de 12,33 mm y el T6 presentd un diametro del halo fue de 14,53 mm,
los tratamientos desde T3 hasta T6 presenta una sensibilidad limite (+) de la accion del

producto natural sobre la Candida albicans.

Interpretacion: Con los resultados de la media de halo de inhibicion de los seis
tratamientos y se compara con el diametro del halo del control positivo y negativo, se
evidencia que a partir del T3 presentd mayor actividad antifungica fue de sensibilidad
limite (+) en contraste con el control negativo que fue nula el crecimiento del halo de
inhibicidn, sin embargo al comparar con el control positivo ninguno de los tratamientos
demostr6 una actividad sumamente sensible (+++), como fue determinado con el

fluconazol 150 mg.
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7.3. Resultados del halo de inhibicion del extracto alcoholico de Mentha piperita
sobre la Candida albicans

Tabla 17. Halo de inhibicion R1 del extracto alcohélico de Mentha piperita sobre la Candida albicans

. Halo de inhibicion R1 (mm)
Concentracion (ppm) 1 > 25 3
5000 + - - -
10000 + - - -
20000 - + - -
30000 - - + -
40000 - + - -
50000 - - - +

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Gréfico 4. Halo de inhibicién R1 del extracto alcohdlico de Mentha piperita sobre la Candida albicans
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: Con los resultados de la primera repeticion, se identifican los halos de
inhibicion del extracto alcoholico de la Mentha piperita sobre la Candida albicans,
evidenciando para una concentracion de 5000 y 10000 ppm unas longitud del diametro
del halo constante de 1 mm, luego aumenta a la proporcién de 20000 ppm con 2 mm, a

30000 ppm mide 2,5 mm, posteriormente disminuye el halo a 2 mm y vuelve a
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aumentar el didmetro del halo a 3 mm a 50000 ppm del extracto alcohdlico de la
Mentha piperita.

Analisis e interpretacion: Evaluando el comportamiento del halo de inhibicion del
extracto alcoholico de la Mentha piperita sobre la Candida albicans se demuestra una
tendencia irregular, donde los valores del didmetro del halo no superan los 3 mm,
considerando una baja accion antifungica en contraste con el aceite de la Mentha

piperita.

Tabla 18. Halo de inhibicion R2 del extracto alcohélico de Mentha piperita en la Candida albicans
Concentracion Halo de inhibicion R2 (mm)
(ppm) ,50 1,50 2,00 2,50 3,00
5000 + - - -
10000 - + - - -
20000 - - + - -
30000 - - +
40000 - - - - +
50000 - - - + -

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Gréfico 5. Halo de inhibicidn R2 del extracto alcohdlico de Mentha piperita en la Candida albicans
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha
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Descripcion: En cuanto a lo reportado en la segunda repeticion, se evidencia que el
didmetro del halo de inhibicion de la concentracion de 5000 ppm extracto alcohodlico de
la Mentha piperita sobre la Candida albicans fue de 0,5 mm, a 10000 ppm la longitud
del halo fue de 1,50 mm, a 20000 y 30000 ppm el diametro del halo se mantuvo
constante a 2 mm, aumentando el halo a 3 mm en la concentracion de 40000 ppm y
luego disminuyé el halo hasta 2,50 mm a 50000 ppm del extracto alcohdlico de la

Mentha piperita.

Anélisis e interpretacion: Comparando los didmetros de los halos de inhibicién del
extracto alcohdlico de la Mentha piperita sobre la Candida albicans se evidencia una
tendencia de aumento del efecto antifugico al elevar las concentraciones del producto

natural hasta 40000 ppm, luego el comportamiento del halo disminuye a la 50000 ppm.

Tabla 19. Halo de inhibicion R3 del extracto alcoholico de Mentha piperita en la Candida albicans
Concentracion Halo de inhibicion R3 (mm)

(ppm) 1,00 1,50 2,00 3,00
5000 + - - -
10000 - -
20000 - +
30000 - -
40000 - -

50000 - - - +
Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

+
1

+ |+
1
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Grafico 6. Halo de inhibicion R3 del extracto alcohélico de Mentha piperita en la Candida albicans
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: En la tercera repeticiobn se demuestra que el didmetro del halo de
inhibicion de la concentracién de 5000 ppm es de 1 mm, a 10000 ppm aumenta la
longitud del halo hasta 2 mm, luego disminuye a 1,5 mm a la concentracion de 20000
ppm del extracto alcohdlico de la Mentha piperita. Mientras que a 30000 y 40000 ppm
se mantiene constante la longitud del halo a 2 mm y a 50000 ppm alcanza el diametro

de 3 mm.

Analisis e interpretacién: Contrastando la longitud de los halos de inhibicion del
extracto alcohdlico de la Mentha piperita sobre la Candida albicans se observa una
tendencia no definida, reportando el mayor valor del efecto antifingico del producto
natural a 50000 ppm.
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Tabla 20. Media y desviacion estandar del halo de inhibicidn del extracto alcohdlico de Mentha piperita
en la Candida albicans

CO”%SB:;?C'OH R1 (mm) [ R2 (mm) | R3 (mm) lz/lrﬁ?r:;i E[;s;\r/la
5000 1 0,5 1 0,83 0,29
10000 1 1,5 2 1,50 0,50
20000 2 2 1,5 1,83 0,29
30000 2,5 2 2 2,17 0,29
40000 2 3 2 2,33 0,58
50000 3 2,5 3 2,83 0,29

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: Para una concentracion de 5000 ppm del extracto alcohdlico de la Mentha
piperita sobre la Candida albicans, se presentd una media del didmetro del halo de
inhibicion de 0,83 + 0,29 mm, a 10000 ppm el promedio fue de 1,50 + 0,50 mm, en
cuanto a 20000 ppm la media reportada fue de 1,83 £ 0,29 mm, a 30000 ppm fue de
2,17 £ 0,29 mm, en el caso de 40000 ppm la media de la longitud del halo fue de 2,33 +
0,58 mm y a 50000 ppm de 2,83 = 0,29 mm.

Analisis e interpretacion: Al comparar la longitud del diametro del halo de inhibicién
de las diferentes concentraciones utilizadas en el estudio se evidencia que a mayor
concentracion de extracto alcoholico de la Mentha piperita sobre la Candida albicans
mejor es el efecto antifingico. No obstante, al contratar con el comportamiento del
aceite de la Mentha piperita se identifica que la accion antifungica del extracto
alcohdlico sobre la Candida albicans es menor que del aceite esencial de la hierba

buena.
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Tabla 21. Comparacion de las medias del halo de inhibicién de los tratamientos con el control positivo y

negativo
Control Control
Descripcion ”(ilgfct)"f (Fﬁ’l‘j;';r']‘;‘;ol TL | T2 | T3 | T4 | T5 | Te
DMSO) 150 mg)
Halo de
inhibicion 0 60 0,83 | 1,50 | 1,83 2,17 2,33 2,83
(mm)

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Karina Fernanda Flores Colcha

Descripcion: El control negativo tuvo un halo de inhibicion de 0 mm, en cambio con el
control positivo el halo de inhibicion fue de 60 mm, los tratamientos presentaron un

diametro del halo que no superé los 3 mm.

Interpretacion: Al comparar el efecto antifingico que produjo el control negativo con
los tratamientos se evidencia que si existié crecimiento del halo de inhibicion, sin
embargo al contratarlos con el fluconazol 150 mg, los tratamientos no superaron la

actividad antifangica del control positivo.

Resultados estadisticos del programa Anova

El estudio requiere comparar la actividad anti fingica “In vitro”, de aceite esencial y
extracto alcoholico del Mentha piperita (Hierba buena), mediante un estudio
microbioldgico sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

En base al objetivo planteado en la investigacion se analizard si los valores de
crecimiento del halo de inhibicidn tanto del aceite esencial como del extracto alcohdlico
es significativo respecto a la actividad antifungica.mediante la escala de crecimiento.
Variable 1 (Cuantitiva) Dependiente: Valores de Crecimiento del Halo de Inhibicién
(CrecRepmm)

Variable 2 (Cualitativa) Factor: Escala de Crecimiento

Consideraciones:

= Significacion: si es menor de 0,05 es que las dos variables estan relacionadas y por

tanto que hay diferencias significativas entre los grupos
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= Valor de F: cuanto més alto sea F, mas estan relacionadas las variables, lo que
significa que las medias de la variable dependiente difieren o varian mucho entre los

grupos de la variable independiente.

Hipdtesis 1.

HO: No existe una relacion entre los valores del halo de inhibicion del aceite esencial
del Mentha piperita (Hierba buena) y la escala de crecimiento.

Hi: Existe una relacion entre los valores del halo de inhibicion del aceite esencial del
Mentha piperita (Hierba buena) y la escala de crecimiento.

Criterio de Decision:

Si p < 0,05 existe una relacién entre los valores del halo de inhibicion y la escala de

crecimiento; por lo que se rechaza HO.
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8. DISCUSION

La presente investigacion se fundamenté en determinar y comparar la actividad
antifingica “In vitro”, de aceite esencial y extracto alcohdlico del Mentha piperita
(Hierba buena), mediante un estudio microbiolégico sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231, evidenciando que el efecto antifingico del aceite esencial del Mentha
piperita fue mayor que del extracto alcohdlico, donde las concentraciones del aceite
natural desde 6500 hasta 12500 ppm fueron aumentando la media del diametro del halo
de inhibicién, manteniendo en una Sensibilidad limite segun la escala de Duraffourd.
No obstante, las longitudes del halo de inhibicion de las diferentes concentraciones de

los extractos alcoholicos no superaron el valor de 3 mm.

Tyagi & Malik ©®, realizaron un estudio sobre las actividades antimicéticas en fase
liquida y en fase de vapor de aceites esenciales (Cymbopogon citratus, Mentha piperita
y Eucalyptus globulus) seleccionados contra Candida albicans. Utilizaron el método de
dilucion de caldo y dilucidn de placa de agar, para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima fungicida (MFC). Evidenciando que los
aceites esenciales mostraron una inhibicion del crecimiento dependiente de la
concentracion, el segundo aceite que presento mejor efecto antifingico sobre el
crecimiento de Candida albicans fue el de Mentha piperita, a las concentraciones de 20
uL el diametro del halo de inhibicion fue de 18 mm, a 40 pL el halo fue de 32 mm hasta
los 60 pL que exhibié la mayor zona de inhibicion con 54 mm. La eficacia
antimicrobiana relativa de los vapores de aceites esenciales (medida como zona de
inhibicion) también mostré la misma tendencia que en el ensayo en fase liquida (es
decir, aceite esencial de Cymbopogon citratus <aceite esencial de Mentha piperita <
Eucalyptus globulus), al igual que la CMI IM siguié la siguiente tendencia:
Cymbopogon citratus (100 mg /L) < Mentha piperita (200 mg/L) Eucalyptus globulus <
(500 m/L). También aduce que la actividad antifingica registrada por el aceite esencial
de la Mentha piperita se debe a la composicion quimica, en el caso de la Mentha
piperita es el mentol (35-55% del contenido), en menor proporcidn estereoisbmeroseros

(neomentol, isomentol), mentona y ésteres del mentol, estos compuestos conducen a
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alteraciones superficiales y deformidades importantes también reducen la capacidad de
los hongos para adherirse y, en consecuencia, reducen su virulencia e infecciosidad. Por
tanto, en el presente estudio la concentracion de Mentha piperita que exhibié el mayor
crecimiento del halo inhibitorio fue a 12500 ppm con la media del diametro de 14,33 +
0,58 mm y a medida que se aumentaba las ppm del aceite esencial mayor es el efecto
antifungico con respecto a la Candida albicans.

Sobre esto Duarte et al. ®®, investigaron sobre los aceites esenciales y los extractos
etandlicos de las hojas y/o raices de 35 plantas medicinales de uso comun en Brasil que
seleccionaron para determinar la actividad antifngica de la Candida albicans, para lo
cual usaron la prueba de concentracion inhibitoria minima (MIC). Demostrando que el
extracto etandlico (alcohodlico) de la Mentha piperita no mostrd efecto inhibitorio, es
decir el extracto de etanol no fue efectivo en ninguna de las concentraciones probadas
(MIC mayor a 2,0 mg/mL como la concentracién mas alta y sin efecto inhibitorio). En
cambio, los aceites esenciales de 13 plantas mostraron accién antiflngica sobre la
Candida albicans, incluyendo Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon
martini, Cymbopogon winterianus, Cyperus articulatus, Cyperus rotundus, Lippia alba,
Mentha arvensis, Mikania glomerata, Mentha piperita, Mentha spicata, Stachys
byzantina, y Solidago chilensis. Ademas, identificaron mediante los analisis quimicos la
presencia de compuestos con actividad antimicrobiana conocida, incluidos 1,8-cineol,
geranio, germacreno-d, limoneno, linalool y mentol. Este comportamiento fue similar a
lo estudiado en la presente investigacion, la actividad antifangica del extracto alcohdlico
fue relativamente baja en todas las concentraciones (a la mayor concentracion que fue
de 50000 ppm la media de la longitud del halo no super6 los 3 mm (2,83 = 0,29 mm)).
En cambio, con el aceite esencial desde la concentracion de 6500 hasta 12500 ppm
presentaron un crecimiento del halo de inhibicion dentro de la Sensibilidad limite segin
la escala de Duraffourd. Esto demuestra que el proceso de extraccién alcohdlica no es la

mejor técnica para extraccion del producto natural derivado de la Mentha piperita.
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Ademas, Peredo-Luna et al. %, mencionan que en el proceso de extraccion alcohdlico
se pierde algunas propiedades que se mantiene durante la extraccion del aceite esencial
(método de arrastre por corriente de vapor), especificamente se conserva la composicion
de la resina, pigmentos y ceras.

Marivi ¥, realizaron un estudio donde determinaron el efecto antibacteriano y
antifungico in vitro del aceite esencial de: Menta piperita a las concentraciones del 50%
y 100%, Origanum vulgare y Cymbopogon citratus, utilizando el método de difusion en
agar con disco sobre tres microorganismos, entre el que incluia la Candida albicans
ATCC 90028. Reportando un halo de inhibicion de 39,46 + 0,42 mm a la concentracion
del 100% y al 50% el diametro del halo fue de 12,82 + 0,66 mm. Expresan que la
efectividad antiflngica y antibacteriana depende de la composicion de estos diferentes
aceites esenciales, tales como los grupos alcoholes (linalol), fendlicos (timol y
carvacrol) y cetonas (mentona). Estos resultados concuerdan con la presente
investigacién, donde a mayor concentracién (12500 ppm) mejor efecto antiflngico tiene

el aceite esencial de la Menta piperita.

Saharkhiz et al. ©®, investigaron sobre la composicion quimica, antimicoticos y
antibiograma del aceite esencial de Mentha piperita y la inhibicion de la formacion de
biopeliculas producida por la Candida albicans y Candida dubliniensis. Las
concentraciones inhibitorias minimas del aceite esencial de Mentha piperita contra las
especies estandar y clinicas de los hongos se determinaron mediante el método de
microdilucion en caldo segun lo recomendado por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). El aceite de Menta piperita exhibid fuertes actividades antifingicas
contra los hongos examinados en concentraciones que van desde 0,12 a 8,0 p L/ mL.
Ademas, inhibié la formacién de biopelicula de Candida albicans y Candida
dubliniensis a concentraciones de hasta 2 pL/mL. Teniendo en cuenta la amplia gama
de actividades antifangicas del aceite extracto de Mentha piperita examinado, podria
utilizarse potencialmente en el tratamiento de infecciones fungicas o en la extension de

la vida util de los productos alimenticios.
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9. CONCLUSIONES

La media del halo de inhibicion sobre cepas de Candida albicans a las
concentraciones de 2500 y 4500 permanecieron constantes (8,33+ 0,58 mm) y a
partir de 6500 hasta 12500 ppm aumento la accion antiflngica (9,67+ 0,58 mm
hasta 14,33+ 0,58 mm) y de acuerdo a la escala de aceites esenciales segun
Duraffourd, se determin6 que la concentracion de 2500 y 4500 ppm de aceite
esencial de Mentha piperita, la actividad del aceite esencial es nula (-). En
cambio, a partir de 6500 hasta 12500 ppm presenta una sensibilidad limite (+) de

la accion del producto natural sobre la Candida albicans.

Se determin6 que el efecto extracto alcohdlico de la Mentha piperita “Hierba
buena” a las diferentes concentraciones (50.000, 40.000, 30.000, 20.000, 10.000,

5.000 ppm), sobre cepas de Candida albicans, presento una actividad nula.

Al comparar la actividad antifungica derivada del extracto alcohdlico y el aceite
esencial de la Mentha piperita, sobre cepas de Candida albicans, se demostro
que el efecto antifungico del aceite de la Mentha piperita es mejor apartir de las
concentraciones de 12.500 a 6.500 ppm a diferencia del extracto alcohdlico que

no presento una significancia en halos de inhibicion reportado
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10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda utilizar el proceso de extraccion del aceite esencial de la Mentha
piperita (método de arrastre por corriente de vapor), asi como analizar los
componentes empleados para el proceso de extraccion del extracto alcohdlico en

otras investigaciones realizadas.

e Realizar otros estudios aumentando las concentraciones del extracto del aceite
esencial y diferentes partes de la Mentha piperita, para identificar el efecto

antibacteriano y antifungico del mismo.

e Se recomienda mezclar el extracto del aceite esencial de Mentha piperita a la
concentracion de 12500 ppm con otros productos para verificar la accion

antifungica y antibacteriana.
e Seria de mucha utilidad para las comparaciones de los diferentes métodos de

extraccion de productos naturales y concentraciones el usar el procedimiento de

la concentracion minima inhibidora, conjuntamente con el halo de inhibicion.
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