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Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de
Minthostachys mollis en comparacion al fluconazol sobre Candida albicans ATCC 10231. Se
recolectaron 10 Kg. de la especie de Minthostachys mollis en la provincia de Tarma del
departamento Junin durante el mes de octubre. A partir de las hojas secas del espécimen se
elabord el aceite esencial por el método de arrastre por vapor y se mantuvo a una temperatura
de 4° C. Para el andlisis de eficacia antifingica se utilizé cultivos de Candida albicans ATCC
10231 en los cuales se realiz6 12 lecturas de halos de inhibicion por cada grupo de evaluacién
y estos fueron registrados a las 24, 48 y 72 horas. Los grupos evaluados fueron el aceite
esencial en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%; se utiliz6 como grupo control
positivo al fluconazol y el grupo control negativo fue el agua destilada. Los resultados
encontrados fueron, a las 24 horas se encontr6 halos de inhibicién promedios de 9.08 mm;
12.33 mm; 14.75 mm; 18.91 mm; 27.91 mm y 0 mm respectivamente. A las 48 horas, 8.33
mm; 12.08 mm; 14.41 mm; 18.16 mm; 27.58 mm y 0 mm respectivamente. Y a las 72 horas
7.33 mm; 9.83 mm; 12.41 mm; 17.00 mm; 23.67 mm y O mm respectivamente. Se concluy6
que el aceite esencial de Minthostachys mollis tiene actividad antifingica sobre los cultivos

de Candida albicans.

Palabras clave: aceite esencial, antifingico, fluconazol, Candida albicans.



Abstract

The objective of the research was to evaluate the antifungal activity of the essential oil of
Minthostachys mollis compared to fluconazole on Candida albicans ATCC 10231. 10 kg of
the Minthostachys mollis species were collected in the Tarma province of the Junin
department during the month of October. From the dry leaves of the specimen, the essential
oil was elaborated by the steam drag method and it was kept at a temperature of 4° C. For the
antifungal efficacy analysis, Candida albicans ATCC 10231 cultures were used in which 12
Inhibition halo readings for each evaluation group and these were recorded at 24, 48 and 72
hours. The groups evaluated were essential oil in concentrations of 25%, 50%, 75% and
100%; Fluconazole was used as a positive control group and distilled water was the negative
control group. The results found were, at 24 hours, average inhibition halos of 9.08 mm were
found; 12.33 mm; 14.75 mm; 18.91 mm; 27.91 mm and 0 mm respectively. At 48 hours, 8.33
mm; 12.08 mm; 14.41 mm; 18.16 mm; 27.58 mm and 0 mm respectively. And at 72 hours
7.33 mm; 9.83 mm; 12.41 mm; 17.00 mm; 23.67 mm and 0 mm respectively. It was
concluded that the essential oil of Minthostachys mollis has antifungal activity on Candida

albicans cultures.

Key words: essential oil, antifungal, fluconazol, Candida albicans.



. Introduccion

En los ultimos afios las infecciones flngicas han aumentado en frecuencia e importancia, y
muchas veces van relacionadas a una alta mortalidad y generalmente estdn ocasionadas por
infecciones del torrente sanguineo que en su mayoria son causadas por especies del género
Candida (Lortholary, Renaudat, Sitbon, Madec y Denoeud, 2014).

A nivel mundial se han reportado prevalencias de candidiasis oral de 32.5 %, 83% y 88%
que afectan a pacientes con dafio cerebral, portadores de prétesis dentales, nifios portadores
del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) respectivamente (Gaitan, Sanchez y Castillo,
2015; Ibafiez, Robles y Lecona, 2017; Odgaard y Kothari, 2017).

Ademas, los pocos farmacos disponibles actualmente tienen una toxicidad importante que
puede empeorar la situacion sistémica de un paciente. Sumado a que en los ultimos afos se
evidencian reportes de una resistencia antifungica, por lo cual resulta importante conocer
alternativas terapéuticas como la fitoterapia (Gémez, 2010; Tobar, Silva, Olivares, Gaete y

Luppi, 2011).

Debido a que en la actualidad la tendencia de los pacientes se inclina hacia el consumo de
fitoterapéuticos, libres de sintesis y aditivos quimicos, recomendados de manera empirica y
no basada en evidencia cientifica, resulta necesario demostrar los efectos terapéuticos de
estos fitoterapelticos para el uso con moderacion por el bienestar y seguridad del paciente
(Torrenegra et al., 2016).

La Muda o cientificamente conocido como Minthostachys mollis es un arbusto aromatico
restringido a América del Sur, de gran interés farmacoldgico, debido a sus aceites esenciales.
En los andes, su uso no solo se limita como condimento o té, sino que es una de las plantas
mas importantes en la medicina popular de la zona; es por esto que recibe una atencion

creciente de la farmacologia y la medicina moderna (Schmindt-Lebuhn, 2008).



Sin embargo, existe poca evidencia cientifica sobre la actividad antifungica de
Minthostachys mollis, por lo cual el presente estudio pretende demostrar la efectividad
antifungica del frente Minthostachys mollis comparado con el fluconazol sobre la Candida

Albicans ATCC 10231.



1.1 Descripcion y formulacion del problema

La candidiasis oral es una enfermedad fungica comin causada generalmente por un
crecimiento excesivo de Candida albicans en la boca. Dentro de los tratamientos
recomendados se incluyen la higiene oral adecuada, el uso de agentes topicos y
medicamentos sistémicos (Millsop y Fazel, 2016).

El uso masivo de antifingicos tanto en forma preventiva como terapéutica, ha originado la
aparicion de resistencias secundarias y probablemente el desplazamiento de cepas sensibles
por otras mas resistentes. En el estudio de vigilancia de resistencia ARTEMIS (1997-2005),
que incluyé aislados provenientes de la region del Pacifico/Asia, Latinoamérica, Europa,
Oriente Medio/Africa y Norteamérica, por un periodo de 8,5 afios, se observo el incremento
de resistencia de Candida albicans al fluconazol (Tobar et al., 2011).

Nuestro pais al tener una abundante diversidad vegetal cuenta con plantas medicinales que
han demostrado sus capacidades antibacterianas y antiflngicas, una de estas plantas con

potencial antifingico es la Minthostachys mollis “Muifia” (Aranibar, 2019; Herndndez, 2018).

Es por eso que este estudio tiene como objetivo evaluar la actividad de esta Minthostachys
mollis “Muna” como alternativa al uso del fluconazol, por lo cual nos planteamos la siguiente

problematica:

¢ Cudl serd la actividad antifungica del aceite esencial de Minthostachys mollis comparado

con el fluconazol sobre Candida albicans ATCC 102317

1.2 Antecedentes

Aranibar (2019) en Peru realiz6 una investigacion titulada “Eficacia antimicdtica del
aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas de Candida albicans aisladas,
Arequipa 2018” con el objetivo de determinar la eficacia antimicdtica del aceite esencial de

Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas de Candida albicans aisladas. Fue un estudio
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experimental, longitudinal, prospectivo y comparativo. La muestra estuvo conformada por 20
halos de inhibicion distribuidas en 4 grupos. El primer grupo con aceite esencial de mufa al
25%, el segundo al 50%, el tercero al 100% y un control positivo con clorhexidina al 2%. Las
cepas Candida albicans ATCC 10231 fueron sembradas en un medio Saborauad y
esterilizado en autoclave. La actividad antifungica fue evaluada a las 24, 48 y 72 horas.
Como resultados se obtuvieron que el aceite esencial de Minthostachys mollis presentd halos
de inhibicion mayores que la clorhexidina a las 24 y 48 horas; mientras que a las 72 horas la
clorhexidina fue la que presentaba més halos de inhibicion. Llegando a la conclusion de que

el aceite esencial de Minthostachys mollis tiene actividad antifungica.

Hernandez (2018) en Pert realizé una investigacion titulada “Efecto antifungico del aceite
esencial del aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre las cepas de Candida
albicans ATCC 10231. Estudio in vitro” con el objetivo de determinar el efecto antifingico
del aceite esencial de Minthostachys mollis en las concentraciones del 75% y 100% sobre las
cepas de Candida albicans ATCC 10231 a las 24 y 72 horas de incubacién. Fue un estudio in
vitro, experimental y comparativo, en donde se realiz6 una comparacion entre 160 muestras
distribuidas en 4 segmentos en 40 placas Petri. Las cepas de Candida albicans ATCC 10231
fueron sembradas en placas con agar Dextrosa Sabouraud a 37° C durante 24 y 72 horas. La
actividad antifungica fue evaluada con cuatro grupos; el primero era aceite esencial en la
concentracion de 100% y el segundo al 75%, el tercero era un control positivo con
clorhexidina y el cuarto un control negativo con agua destilada. Los resultados a las 24 horas
fueron halos de inhibicion de 12.98 mm, 11.10 mm, 18.08 mm y 0 mm respectivamente;
mientras que a las 72 horas los resultados fueron 12.93 mm, 10.85 mm, 18.55 mm y 0 mm
respectivamente. Concluyendo que el aceite esencial de Minthostachys mollis tiene actividad

antifangica sobre la Candida albicans ATCC 10231.
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Neyra y Armas (2018) en Per0 realizaron una investigacion titulada “Evaluacion in vitro
de la actividad antifungica y fungiestatica del extracto metandlico de la Minthostachys mollis
(muna) sobre cepa de Candida albicans ATCC 10231 con el objetivo de evaluar in vitro la
actividad fungiestatica y fungicida del extracto metandlico de Minthostachys mollis (Mufia)
sobre cepas de Candida albicans. La muestra establecida fue de 25 pocillos por grupo. La
actividad fungiestéatica fue evaluada por medio de la técnica difusion en agar. Los resultados
que se obtuvieron para los extractos de hojas, tallos y raices fueron halos de inhibicion de
47.72 £ 6.67 mm, 46.58 £ 6.42 mm y 26.18 + 7.03mm respectivamente; y para el grupo
control (clotrimazol) se observo un halo de 52 mm. Concluyendo que el extracto de
Minthostachys mollis presenta actividad antiflngica, aunque el clotrimazol tiene mayor
eficacia antifungica.

Alcald, Alvarado, Alejandro y Huayané (2011) en Peru realizaron una investigacion
titulada “Actividad antimicética del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis
(Mufia) comparado con el fluconazol en cultivo de Candida albicans” con el objetivo de
demostrar el efecto antimicético del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis
(mufia) en comparacion con el fluconazol en cultivo de Candida albicans. El estudio fue
experimental y el efecto antimicético se estudié midiendo 80 halos de inhibicion distribuidos
en 5 grupos mediante el método Kirby-Bauer. Se utiliz6 una cepa clinica de Candida
albicans, estos grupos fueron tres grupos con el aceite esencial de mufia al 25%, 50% y
100%, un grupo control positivo con fluconazol y otro grupo control negativo con aceite
mineral. Como resultado se obtuvo medianas de los halos de inhibicion para el aceite esencial
de mufia entre 32 mm y 46,8 mm, del grupo fluconazol se obtuvo un halo de inhibicion de 39
mm Yy del control negativo no se obtuvo halos de inhibicion. Llegando a la conclusion de que

el aceite esencial de mufia tuvo mayor efecto contra la Candida albicans que el fluconazol.
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Cano, Bonilla, Roque y Ruiz (2006) en Peru realizaron una investigacion titulada
“Actividad antimicotica in vitro y metabolitos del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis (Mufia)” con el objetivo de demostrar la actividad antimicotica in vitro
y la elucidacion de algunos de los metabolitos del aceite esencial de hojas de Minthostachys
mollis (Mufia). La determinacion de la actividad antifungica se realiz6 mediante el método de
difusion en agar saboraud. Los resultados encontrados fueron un halo de inhibicién de 30 mm
con el aceite esencial de mufia al 100% y de 35 mm al 50%, en el grupo control con alcohol
no se observo halo de inhibicion. Concluyendo que el aceite esencial de mufia tiene actividad

antifangica.

1.3 Objetivos

- Objetivo General
Evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de Minthostachys mollis comparado

con el fluconazol sobre Candida albicans ATCC 10231.

- Obijetivos Especificos

= Determinar los valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de
24h.

= Determinar los valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de

48h.
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= Determinar los valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de
72h.

= Comparar los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de
24 horas.

= Comparar los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de
48 horas.

e Comparar los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys
mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de

72 horas.

1.4 Justificacion

Debido a que existen pocos estudios que se han enfocado en la efectividad antimicriobiana
de un aceite esencial de Minthostachys mollis, los resultados del presente trabajo de
investigacion permitieron aumentar la evidencia cientifica sobre la efectividad antifingica del
aceite esencial de Minthostachys mollis como alternativa al uso del Fluconazol frente a
Candida albicans. Ya que un producto farmacéutico de origen natural posee menor toxicidad
sistémica. Esta alternativa es de importancia en el tratamiento de pacientes cuyo sistema
inmunoldgico estd comprometido ya sea por trasplantes de 6rganos, patologias infecciosas y
otras enfermedades que los vuelven propensos a enfermedades oportunistas como la
candidiasis. Los cuales han sido tratados con una medicacién antifungica profilactica,
generado con el pasar de los afios una resistencia antifangica. Obligando asi a una busqueda y

uso de medicinas alternativas para su tratamiento.
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1.5 Hipotesis
El aceite esencial de Minthostachys mollis presenta mayor efectividad antifingica que el

fluconazol, sobre Candida Albicans ATCC 10231.
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1. Marco Tedrico

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1 Muda.

La Mufia pertenece al género Minthostachys, género de 17 especies de arbustos
aromaticos restringidos a Ameérica del Sur, de gran interés etnobotanico, farmacologico y
comercial debido a sus aceites esenciales. En los andes, su uso no solo se limita como
condimento o té, sino que es una de las plantas mas importantes en la medicina popular de la
zona; es por esto que recibe una atencion creciente de la farmacologia y la medicina moderna
(Schmindt-Lebuhn, 2008).

En Argentina y Peru el aceite esencial se extrae a escala comercial. Desafortunadamente,
el género es taxondmicamente complicado y exhibe una alta variabilidad morfolégica que ha
obstaculizado severamente la comprension de su diversidad. El tratamiento taxondmico
pasado mas completo fue el de Epling en 1936 que reconocio 12 especies, pero el mismo
investigador en el afio 1963 luego cambio su opinidn y sugirio tratar a Minthostachys como
monotipico. En consecuencia, en muchos casos, todas las especies de Minthostachys se
incluyen bajo el nombre general de Minthostachys mollis, independientemente de su

procedencia (Schmindt-Lebuhn, 2008).

2.1.1.1 Clasificacion de Mintostachys mollis (mufia).
Condori y Vilca (1995) describen su clasificacion taxondmica de la siguiente forma:
Dominio: Eukarya
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

16



Orden: Tubiflorae
Familia: Lamiaceae
Género: Minthostachys
Especie: Minthostachys mollis

Nombre vulgar: “Muna”, “Chancua”.

2.1.1.2 Caracteristicas botanicas y distribucion geogréfica.

La mufia es una planta lefiosa, aromatica, hemicriptofita y arbustiva, puede medir entre
0,80 a 1,20 metros. Presenta tallos semilefiosos, de aspecto prismatico y cuadrilatero, glauco
y pubescente. Las hojas que presenta son tupidas, de aspecto aovado, agudo, de borde
aserrado cubierto por pilosidades y un color verde pélido (Condori y Vilca, 1995).

Sus flores estan ubicadas en la zona superior de las ramas reunidas por verticilos, estas son
pequefias y de color blanco, irregular o zigomorfo que se encuentran unidas en seudo
verticilos axilares, y forman cuatro cimas pequefias, con pedunculos cortos (Cano, 2007).

Su crecimiento natural se da en un plano altitudinal entre los 2500 y 3900 msnm. En el
Per se han reconocido 6 especies desde Cajamarca hasta Cuzco, cuyas especies son:

- Minthostachys glabrescens
- Minthostachys salicifolia
- Minthostachys cetosa
- Minthostachys spicata
- Minthostachys tomentosa
- Minthostachys mollis (HKB) Griseb
Existiendo un total de 12 especies distribuidos en los paises de Colombia, Venezuela,

Brasil, Ecuador, Per(, Bolivia y Argentina (Azafia, 2010).
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2.1.1.3 Composicion.

El aceite esencial de la mufia tiene en su composicién 89.9% de una fraccidn terpenicay el
resto de 10.2% de una fraccion no terpenica. Los monoterpenos principales son la pulegona,
mentona y carvona; también presenta el limoneno, isomentona, a-pineno, B-pineno, acido
piperinico, mentol y eucaliptol. Los compuestos volatiles presentes en proporciones
significativas son el carvacrol, acetato de carvacrilo y trans-p-cariofileno (Cano, 2007).

Torrenegra-Alarcon et al. (2016) identifica los siguientes componentes mayoritarios
destacados en el Aceite Esencial de Minthostachys mollis, identificados con espectro de
masas: 1.73% de a-pineno, 0.56 % de Limoneno, 21.24% de Carvacrol, 10.04% de
Eucaliptol, 13.11% de Timol, 9.84% de Pulegona, 11.85% de Germacreno-D, 1.83% de
Biciclogermacreno, 1.83% de Acetato de cariofileno, 1.77% de Longifolol, 11.32% de
Acetato de a-Eudesmol, 10.94% de Acetato de (-)-Isolongifolol y 3.94% de Acetato de exo-
Norbornanol.

Carvacrol, es un componente dominante, también se encuentra en varias hierbas
conocidos como el orégano (Origanium vulgare), la ajedrea de jardin (Satureja hortensis) o
tomillo del monte serpolio (Thymus serpyflum). Y el Timol, es un componente bien conocido
de los aceites esenciales de distintas especies de tomillo. Actia como antiséptico y contra el
dolor de garganta y tos. A veces se encuentra como un componente menor en el aceite de

Minthostachys mollis (Mora, 2009).

2.1.1.4 Mecanismo de accion.
No se conoce cdmo actua el aceite esencial de mufia, pero se sabe que el monoterpeno
carvacrol, el componente principal de los aceites de orégano y tomillo, ejerce una potente
actividad antifungica contra la levadura patdégena Candida albicans. Este monoterpeno ha

sido objeto de numerosas investigaciones que descubrieron amplias propiedades
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farmacoldgicas, incluidos los efectos antifingicos y antibacterianos. Iméagenes de células
vivas de fluorescencia confocal revelaron que el carvacrol afecta la morfologia y la integridad

del reticulo endoplasmico (Chaillot et al., 2015).

2.1.1.5 Propiedades y usos.

El uso de la mufia antiguamente debe haber sido descubierta facilmente por la gente de los
Andes debido a sus propiedades aromaticas. Los etnoboténicos han documentado una
sorprendente variedad de usos tradicionales para las plantas Minthostachys, estos incluyen el
uso como carminativo, digestivo, antiespasmadico, con fines antimicoticos y antiparasitarios,
como vermifugo o sedante y contra la diarrea, los colicos y las enfermedades respiratorias
(especificamente la bronquitis y el asma). También se describe el uso de esta planta para
condimentar las comidas, infusiones, conservacion de las papas almacenadas de las plagas,
contra infestaciones de pulgas, excelente contra la halitosis y para combatir jaquecas y

soroche (Mora, 2009; Schmindt-Lebuhn, 2008).

2.1.2 Antifungicos.
Los agentes antifungicos o antimicticos son sustancias que producen alteraciones en las
estructuras de las células fungicas de tal manera que consiguen una inhibicion de su
desarrollo, que altera su capacidad de sobrevivencia directa o indirectamente, facilitando al

funcionamiento del sistema de defensa del huésped (Gregori, 2005).

2.1.2.1 Clasificacion de los antifungicos.
Los antifungicos estan compuestos por una variedad de sustancias quimicas y mecanismos
de accion. Por ello, se realiza una clasificacion siguiendo las estructuras de estos, de acuerdo

al origen natural o por sintesis quimica. Tenemos a los polienos que incluyen a la nistatina,
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natamicina, amfotericina B; a los azoles como imidazol (miconazol y clotrimazol), triazoles
(fluconazol e itraconazol), ketoconazol y triazoles de segunda generacion (voriconazol ,
ravuconazol y posaconazol); a las alilaminas como la terbinafina y naftifina; a los lipopétidos
como papulacandinas, triterpenos glicosilados y equinocandinas (caspofungina,
anidulofungina y micafungina);a las pirimidinas fluoradas como la flucitosina; y entre otros
como el yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato y griseofulvin (Gregori, 2005).

El otro tipo de clasificacion es de acuerdo al sitio de accion o blanco del farmaco, siendo
los lipopéptidos que acttan en la pared celular, los polienos, azoles y alilaminas en la

membrana celular, y las pirimidinas fluoradas en el nicleo (Gregori, 2005).

2.1.2.2 Mecanismo de accidn de los azoles.

Estos farmacos inactivan la enzima C-14-a-dimetilasa, creando de esta manera la
inhibicion del citrocromo P-450-3-A de la célula fungica e interrumpiendo la sintesis del
ergosterol en la membrana celular. La ausencia del ergosterol genera la acumulacion de
esteroles toxicos intermedios, y se incrementa la permebabilidad de la membrana

interrumpiendo asi el crecimiento del hongo (Gregori, 2005).

2.1.2.3 Fluconazol.

Es un derivado bis-triazol con actividad demostrada in vitro sobre Candida, Cryptococcus,
Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, dermatofitos e Histoplasma. Tiene una
excelente actividad contra Candida spp., aunque C. glabrata es solo parcialmente susceptible
y C. krusei es resistente al fluconazol. Se absorbe muy bien por via oral incluso si hay
alimentos. Se distribuye facilmente alcanzando concentraciones similares a las plasmaticas en

el liquido cefalorraquideo, saliva, esputo y vagina, lo que se debe a su escasa union a
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proteinas plasmaticas. En el cuerpo vitreo ocular alcanza concentraciones en torno a un 40%
de las plasmaticas (Florez, Armijo y Mediavilla, 2014).

Su eliminacidn es por via renal, recuperdndose aproximadamente el 70% del fa&rmaco sin
modificar en la orina. La semivida de eliminacion es de 30 horas; aumenta en la insuficiencia
renal, por lo que se requiere reducir la dosis. EI farmaco puede ser eliminado por
hemodidlisis, dialisis peritoneal y hemofiltracion continua. Comparado con otros miembros
del grupo, el escaso metabolismo hepatico del fluconazol explica el menor nimero de
interacciones, de interés clinico, que este farmaco produce. La incidencia de efectos adversos
es escasa, siendo los mas frecuentes las nauseas, cefaleas, exantema cutaneo, dolor
abdominal, vémitos y diarrea. También se ha descrito, con una incidencia mucho més baja, el
aumento de transaminasas; las alteraciones hepaticas y la aparicion de exantema cutaneo
requieren la vigilancia del paciente y, en caso necesario, la suspensién del tratamiento (Flérez

etal., 2014).

2.1.2.4 Indicaciones terapéuticas del fluconazol.

e Candidiasis: se han descrito disminucion en la sensibilidad al fluconazol, sobre todo en C.
albicans. Otras especies de Candida (glabrata krusei, etc.) resistentes al fluconazol
pueden presentar resistencia cruzada a otros azoles. A pesar de esto, el fluconazol continla
siendo de eleccidn en los siguientes tipos de candidiasis si la respuesta es favorable. Del
cual se indica lo siguiente:

En caso de candidiasis orofaringea: dosis de 50-100 mg/dia via oral durante 7-14 dias. Se
puede utilizar una dosis de carga el primer dia de 200 mg. En los pacientes
inmunodeprimidos, en los que esta infeccidn es mas frecuente, se debe prolongar el

tratamiento durante 2 semanas. Si la candidiasis es esofagica, se indica 400 mg el primer
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dia y posteriormente 100 — 400 mg/dia durante 14 a 21 dias. La duracién del tratamiento
sera de 2 semanas tras la desaparicion de los sintomas (Florez et al., 2014).

En candidiasis vulvovaginal se indica una dosis Unica de 150 mg, y en casos recurrentes
150 mg/semana durante 6 meses. En inmunosuprimidos o en casos de inflamacién grave,
150 mg/72h, dos o tres dosis. Si la candidiasis es urinaria la dosis recomendada es 200 mg
durante 14-21 dias (Flérez et al., 2014).

En casos de candidiasis sistémica la clinica demuestra que el fluconazol es eficaz, por via
intravenosa u oral, en el tratamiento de la candidiasis sistémica, constituyendo una
alternativa a la anfotericina B. En pacientes no graves sin focos metastasicos, si la
Candida es sensible al fluconazol, este es de primera eleccion. Esta especialmente
indicado en los pacientes en que la nefrotoxicidad de la anfotericina contraindique su
utilizacion. La dosis recomendad en este caso es de 800mg/12h el primer dia, seguidos de
400 mg/dia, via intravenosa u oral, durante dos semanas 0, al menos, 2 semanas después
de la resolucion de los sintomas o del primer hemocultivo negativo (Florez et al., 2014).
Criptococosis: el fluconazol a dosis de 400 mg/dia es de eleccion si el paciente es
inmunocompetente, no esta grave y la infeccion no es meningea. En caso contrario, el
tratamiento de eleccion es anfotericina B asociada a flucitosina, al menos en las 2 primeras
semanas, completando el tratamiento con fluconazol 400-800 mg/dia hasta completar 6-10
semanas, Yy si existe inmunodepresion, se debe mantener el tratamiento mientras esta
persista (Florez et al., 2014).

Profilaxis de infeccion fangica: en pacientes inmunosuprimidos de alto riesgo, durante la
enfermedad injerto contra huésped asociada al trasplante de médula ésea y durante la

neutropenia asociada a terapia mielosupresora (Florez et al., 2014).
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2.1.2.5 Resistencia antifungica.

La resistencia microbioldgica se refiere a la no susceptibilidad de un hongo a un agente
antifangico mediante pruebas de susceptibilidad in vitro, en las que la concentracion
inhibitoria minima (MIC) del farmaco excede el punto de ruptura de susceptibilidad para ese
organismo. La resistencia microbioldgica puede ser primaria (intrinseca), donde los hongos
son resistentes a un medicamento antes de la exposicion y secundaria (adquirida), que se
desarrolla en respuesta a la exposicién a un agente antimicrobiano (Pai, Ganavalli y Kikkeri,
2018).

Los factores fungicos, los factores del huésped y el factor farmacoldgico desempefian un
papel en la resistencia a los hongos aisladamente o en asociacion con otros. EI mecanismo
molecular fungico puede resultar de la amplificacion génica, la transferencia génica, la
delecion génica, las mutaciones puntuales, la pérdida de elementos reguladores de accion cis
y trans, y la activacion transcripcional. Todos estos efectos podrian estar en genes
directamente involucrados en el combate contra los compuestos citotoxicos y / o podrian
estar en genes involucrados en su regulacion o procesamiento (Martinez, Peres y Rossi,
2008).

Los mecanismos de resistencia no se intercambian entre Candida; por lo tanto,
la resistencia adquirida emerge en respuesta a una presion de seleccion antimicética en el
paciente individual o, mas raramente, ocurre debido a la transmision horizontal
de cepas resistentes entre pacientes. Aunque resistencia a multiples farmacos es poco
frecuente, se han producido informes crecientes de resistencia a multiples farmacos a los
azoles, equinocandinas y polienos en varias especies de Candida,
especialmente Candida glabrata y mas recientemente Candida Auris (Arendrup y Patterson,

2017).
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Dentro del arsenal antimicético limitado, los antifingicos azélicos son la clase méas
frecuente utilizada para tratar las infecciones por Candida. Los antiflngicos azdlicos, como
el fluconazol, a menudo son el tratamiento preferido para muchas infecciones por Candida,
ya que son econdémicos, exhiben una toxicidad limitada y estan disponibles para
administracion oral. Sin embargo, existe una extensa documentacion de resistencia intrinseca
y desarrollada a los antifungicos azélicos entre varias especies de Candida. A medida que
aumenta la frecuencia de los aislados de Candida resistentes a los azoles en el entorno
clinico, es esencial dilucidar los mecanismos de dicha resistencia. para preservar y mejorar la

clase de antifungicos azélicos para el tratamiento de infecciones por Candida (Whaley et al.,

2017).

Los productos naturales microbianos, fuente de antifungicos, tienen su mecanismo
antifangico bien descrito en la literatura: interaccion con ergosterol (polienos), inhibicién de
la 1,3-p-d-glucano sintasa (equinocandinas), inhibicion de la sintesis de componentes de la
pared celular (quitina y manoproteinas), inhibicién de la sintesis de esfingolipidos (serina
palmitoiltransferasa, ceramida sintasa, inositol fosfoceramida sintasa) e inhibicién de la
sintesis de proteinas (sordarinas). Los productos naturales de las plantas ejercen
principalmente sus efectos antifingicos mediante un mecanismo activo de membrana (Zida,

Bamba, Yacouba, Quedraogo y Guiguemdé, 2017).

2.1.3 Candida albicans.

Candida albicans se identifico en el siglo XX, pero mas investigaciones sobre su biologia
se hicieron a partir de la segunda mitad del siglo XX. La infeccion en humanos fue descrita
por primera vez como la candidiasis oral por Hipdcrates en el siglo V antes de Cristo. En
1853, Charles Robin observé microscopicamente células y filamentos en los raspados
epiteliales, y lo llamo Oidium albicans. Posteriormente, mas de 160 sindnimos se utilizaron
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antes de que Candida albicans se convirtiera en el nombre aceptado para esta especie

(Barnett, 2008).

Es el principal hongo patdgeno de los seres humanos el cual, causa enfermedades en
huéspedes comprometidos con procesos patologicos locales o sistémicos. Es un hongo
comensal y que con frecuencia pertenece a la flora benigna de la piel y mucosas (Sudbery,
2011; Vyas, Barrasa y Fink, 2015).

Candida albicans es el agente causal mas comun en infecciones intrahospitalarias, ya que
el 40% de los pacientes se han contaminado con cepas de Candida a traves de catéteres
produciendo fungemia con alta mortalidad siendo el responsable de aproximadamente el 60%
de los casos de candidemia. En los tltimos 30 afios se ha visto un notable incremento en la
incidencia de candidiasis invasiva. Aunque globalmente C. albicans sigue siendo la especie
mas importante (Cornistein, Mora, Orellana, Capparelli y Del Castillo, 2013; Merino,
Cedillo, Silva, Mufioz y Castafieda, 2014).

Puede causar dos tipos principales de las infecciones en los seres humanos: infecciones
superficiales, como la candidiasis oral o vaginal e infecciones sistémicas potencialmente

mortales (Mayer, Wilson y Hube, 2013).

2.1.3.1 Patogenia.

La habilidad de C. albicans para crecer sobre superficies y formar biopeliculas esta
asociada con su virulencia, porque es un comensal de mucosas y de la superficie intestinal
que puede servir como fuente para infecciones invasivas. Candida albicans en su fase de
comensal se presenta como levadura; pero en su fase patogena se divide por gemacion
produciendo pseudohifas y micelio verdadero (Kim y Sudbery, 2011).

El equilibrio entre la infeccion, la colonizacién y la eliminacion depende de la capacidad

de las cepas de Candida para modular la expresion de factores de virulencia en la respuesta a
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los cambios del medio ambiente, combinado con la competencia del sistema inmune del
huésped. Para permitir la invasion a los tejidos del huésped, las cepas de Candida poseen
constitutivamente enzimas hidroliticas que destruyen o alteran los constituyentes de las
membranas. Las enzimas secretadas por C. albicans, reflejan su grado de patogenicidad,
siendo las principales enzimas las proteasas y fosfolipasas (Canton, Garcia, Martin, Peméan y

Guinea, 2014).

2.1.3.2 Diagnostico y tratamiento.

El diagnostico microbioldgico de las infecciones por Candida albicans fundamentalmente
se basa en el cultivo microbiologico. Sin embargo, se han desarrollado técnicas alternativas
como la deteccion de biomarcadores circulantes o ADN fungico. El diagndstico temprano
permite realizar un tratamiento empirico adecuado en etapas tempranas de la enfermedad y
esto genera una mayor posibilidad de afectar la alta mortalidad de esta patologia. Para el
tratamiento farmacoldgico de la candidiasis existen tres grandes grupos de agentes
antimicoticos: polienos (nistatina y anfotericina), imidazoles (clotrimazol, miconazol y
ketoconazol) y triazoles (fluconazol) (Casnati et al., 2011).

Los farmacos sintéticos presentan muchas ventajas, sin embargo, se debe tener en cuenta
que en oportunidades puede ser perjudicial para la salud al interactuar con otras sustancias

quimicas (Pemberton, Oliver y Theaker, 2004).

26



1. Método

3.1 Tipo de investigacion

El estudio fue de tipo experimental in vitro, longitudinal, comparativo y prospectivo.

3.2 Ambito temporal y espacial

Los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos se realizaron en el Centro de Control

Analitico (CCA) de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos, en el afio 2019.

3.3 Variables

Variable dependiente.

e Efecto antifingico

Variable independiente.
e Minthostachys mollis

e Fluconazol
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Variables Definicion Indicador Escala Valores
Efecto Capacidad que Halo de Razon 0-X'mm
antifungico presenta una inhibicion en

sustancia o cultivos de

farmaco para Candida

inhibir o producir | Albicans ATCC

la muerte en un 10231

hongo
Aceite esencial | Sustancia Concentracion | Nominal 25%
de experimental de 50%
Minthostachys origen natural. 75%
mollis 100%
Fluconazol Sustancia Concentracion | Nominal 100mg/50mL

experimental de

origen sintético.

3.4 Poblacién y muestra

El tamafio muestral se calcul6 a partir de una formula de comparacion de medias, en
donde se considero un nivel de confianza del 95% y una potencia del 80%. Los parametros de
media y desviacion estandar fueron tomados de un estudio previo (Alcala et al., 2011). Por lo
cual se determino 12 lecturas por grupo de prueba. Como se evaluaron seis grupos,

obtenemos como resultado un total de 72 lecturas.
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3.5 Instrumentos
El instrumento de recoleccion de datos para el estudio consta de una ficha para registrar

los datos obtenidos de manera visual

= Ficha de recoleccion de datos (Anexo 01)

= Vernier digital Stainless Hardened

3.6 Procedimientos

3.6.1 Recoleccion del espécimen.

Se recolectd 10 Kg de la planta de Mufia en la ciudad de Tarma en el Departamento de

Junin durante el mes de octubre del 2019.

3.6.2 Preparacion del aceite esencial.

A partir de 10 Kg de especimenes de planta, estas se desecaron bajo sombra a
temperatura ambiente (21°C), en los ambientes de la Unidad de Procesos fisico-quimicos del
CCA de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por siete
dias, hasta obtener la muestra seca y fueron conservadas en bolsas de papel kraft hasta su
utilizacion. Luego se seleccionaron las hojas secas que luego fueron sometidas a destilacion
por el método de arrastre a vapor de agua en un sistema de destilacion que consta de una
caldera de 8 litros de capacidad, una tolva, un refrigerante y las mangueras de conexion;
después de 3 horas de destilacién, se obtuvo agua mas aceite. El destilado se separé tomando
en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial, utilizando un embudo de decantacion de vidrio. Finalmente se obtuvo 10 mL
de aceite esencial de Minthostachys mollis y se guardd en un frasco de vidrio color ambar
manteniéndolo en refrigeracién a una temperatura de 4°C (Alzamora, Morales, Armas y

Fernandez, 2001). (Anexo 02)
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3.6.3 Andlisis antimicrobiano.

3.6.3.1 Fase preanalitica: preparacion de materiales.
Las placas Petri se envolvieron en papel craft y se esterilizaron por calor seco en una
estufa a 180°C por 2 horas. De la misma manera las puntas para las micropipetas, los viales
de vidrio y los tubos con tapa rosca se esterilizaron con calor himedo en autoclave a 121°C y

15 Ib/pg? durante 15 minutos.

3.6.3.2 Fase preanalitica: preparacion de los medios cultivo.

Se prepar6 10mL de caldo Sabouraud segun las instrucciones del fabricante (30 gramos
para 1 litro de agua destilada) en un tubo de ensayo y se esterilizo en autoclave.

Se prepar6é 50mL de agar Sabouraud para la fase de activacion segun las instrucciones del
fabricante (52 gramos para 1 litro de agua destilada) en un frasco de vidrio y se esteriliz6 en
autoclave. El agar ya esterilizado se enfrio en bafio Maria a 45-50°C y se verti6 en placas
Petri estériles.

Se prepar6 900 mL de agar Mueller Hinton para la fase analitica en un frasco de vidrio de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (34 gramos para 1 litro de agua destilada). Se
autoclavo el agar a 121°C y 15 Ib/pg? durante 15 minutos. Inmediatamente después de
autoclavar se llevé a Bafio Maria a 45 - 50°C. Una vez temperado se verti6 el preparado
fresco y tibio a placas Petri de vidrio estériles, para dar un fondo uniforme de
aproximadamente 4 mm, esto corresponde a 25- 30 ml para placas de 90 mm de diametro. El
agar ya plaqueado se dejo solidificar a temperatura ambiente. El pH de cada lote de agar
Mueller Hinton debe tener un pH entre 7,0-7,6. Esta medicion se pudo realizar sumergiendo

el bulbo del electrodo del potenciometro en el agar antes de autoclavar.
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Se prepar6 10mL de suero fisioldgico estéril, para ello se pes6 900 mg de cloruro de sodio
grado bacteriol6gico y se complet6 con agua destilada hasta un volumen de 10mL, se

esterilizé en autoclave.

3.6.3.3 Fase preanalitica: activacion de la cepa.

La cepa se encontraba refrigerada entre 4-8°C en una placa con agar Sabouraud. Se tomé
una colonia con el asa bacterioldgica y se sembré en un tubo con caldo Sabouraud estéril y se
llevo a la incubadora a 35°C por 24 horas. La turbidez demostro el crecimiento de las cepas.
Se sembro del caldo Sabouraud a placas con agar Sabouraud. Se llevé a la incubadora a 35°C

por 24 horas.

3.6.3.4 Fase preanalitica: preparacion de las muestras.
El aceite se trabajo a 4 concentraciones: 100%, 75%, 50% y 25%
Para realizar las diluciones a partir del aceite se usé dimetilsulfoxido y dichas diluciones se
realizaron de la siguiente forma:
100%: se colocd 2mL del aceite en un vial de vidrio.
75%: se colocd 1.5mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadié 0.5 mL de DMSO.
50%: se colocd 1mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadié 1 mL de DMSO.

25%: se colocd 0.5mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadié 1.5mL de DMSO

3.6.3.5 Fase analitica: preparacion del indculo.

A partir de colonias puras del microorganismo Candida albicans ATCC 10231 se tomo una
cierta cantidad de colonias y se diluyo en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL de suero
fisiologico estéril (cloruro de sodio 0.9%) de tal manera que la solucion resultante tuvo una
turbidez correspondiente al tubo N°1 de la escala de MacFarland (escala turbidimétrica que

consiste en una serie de tubos con turbidez creciente que permite hallar la concentracion
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aproximada de una solucion bacteriana) el cual corresponde a una concentracion de 3x108
ufc/mL.

Luego, a partir de estas, la tltima solucion se realiz6 una dilucion de 1 en 3, para ello de
esta solucidn preparada se tomo6 3 mL y se diluyé a un volumen total de 9 mL con suero
fisioldgico en un tubo con tapa rosca, todos los materiales usados fueron estériles y también

el area de trabajo. La solucion resultante tuvo una concentracion de 1x108 ufc/mL.

3.6.3.6 Fase analitica: inoculacion de las placas.

Se agregd 100 pL del indculo bacteriano preparado (1x108 ufc/mL) a 24 placas con agar
Mueller Hinton y con la ayuda de una espatula de Drigalsky se esparcio el indculo por todas
las placas de tal manera que se obtenga un crecimiento homogéneo, para lo cual se deslizo el
asa en la placa en forma paralela y bien compacta abarcando toda la superficie de la misma.
Luego se repitid el procedimiento rotando la placa 60° en dos oportunidades mas.

Con mucho cuidado se sembrd las placas de borde a borde, porque de lo contrario puede
haber problemas en la realizacion de las lecturas. Y se dejé secar 3 a 5 minutos antes de hacer

los pocillos.

3.6.3.7 Fase analitica: formacion de pocillos.
Se esterilizo el sacabocados con alcohol y se flame6 en el mechero, luego con mucho
cuidado se hizo los pocillos, se hizo tres por cada placa. Los pocillos deben estar a mas de 15
mm del borde de la placa y deben distribuirse de tal manera que no haya superposicion de los

halos de inhibicion.

3.6.3.8 Fase analitica: sembrado de las muestras y controles.
Cada concentracion, control positivo y blanco se sembrd 12 veces afiadiendo

aproximadamente 40 pL en cada pocillo. Como control negativo o0 muestra blanco se usé
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dimetilsulfoxido. Como control positivo se uso fluconazol 2mg/mL.

3.6.3.9 Fase analitica: incubacion.
Las 24 placas de las muestras y los controles se llevaron a una incubadora a 35°C durante

24,48y 72 horas.

3.6.3.10 Fase postanalitica.

Después de 24, 48 y 72 horas de incubacion, cada placa fue examinada. Las zonas de
inhibicidn resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa homogénea de
crecimiento bacteriano. Los diametros de la zona de inhibicion completa se midieron en
milimetros pasando por el centro de cada pocillo. La medicion se realizo por triplicado para
cada pocillo con un vernier digital que mide hasta centésima de milimetro. Los valores de las
mediciones por triplicado se promediaron y se redondearon para reportarlo como un nimero

natural.

3.7 Andlisis de datos
Se realizé un analisis descriptivo de los datos, presentando medidas de resumen (media,
desviacién estandar, mediana, minimo y maximo) para cada grupo de trabajo y se elaboro
gréaficas de barras con sus respectivas barras de utilizando la media como medida adecuada.
Se evalu6 la normalidad de los datos por cada grupo. Y se analizé con un nivel de
significancia para cada prueba de 0.05.
Se comparo los grupos a traves de la técnica de andlisis de varianza y la prueba F ya que se

determind que existia una distribucion normal.
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V. Resultados

Tabla 1
Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al 25%, 50%,

75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 24h

Variable N°  Media D.S. Mediana Minimo Maximo
Fluconazol 12 27.917 0.515 28 27 29
Aceite 25% 12 9.083 0.515 9 8 10
Aceite 50% 12 12.333 0.651 12 11 13
Aceite 75% 12 14.750 0.452 15 14 15
Aceite 100% 12 18.917 0.669 19 18 20
Agua destilada 12 0.000 0.000 0 0 0

Halo de inhibicion a las 24 horas del aceite esencial al 25%,
50%, 75%, 100%, fluconazol y agua destilada a las 24 horas

30.000
25.000
20.000

15.000

10.000
5.000 .
0.000

Fluconazol  aceite 25%  aceite 50%  aceite 75% aceite 100% agua destilada

media = D.S

sustancia

Figura 1. Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al

25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 24h
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Después de 24 horas se observd la formacion del halo inhibitorio en milimetros sobre

Candida albicans ATCC 1023, para el aceite esencial del Minthostachys mollis al 25%, 50%,

75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol. Se encontré que el mas efectivo fue el

fluconazol, encontrandose un promedio de 27.917 mm y una desviacién estandar de 0.515

mm; en segundo lugar el aceite al 100% mostro un halo promedio de 18.917 mm y una

desviacion estandar de 0.669 mm; en ultimo lugar se encuentra el aceite al 25% con un

promedio de 9.083 mm y una desviacion estandar de 0.515 mm y el agua destilada que no

muestra formacién del halo.

Tabla 2.

Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al 25%, 50%,

75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 48h

Variable N° Media D.S. Mediana Minimo Maximo
Fluconazol 12 27.583 0.515 28 27 28
aceite 25% 12 8.333 0.492 8 8 9
aceite 50% 12 12.083 0.515 12 11 13
aceite 75% 12 14.417 0.515 14 14 15
aceite 100% 12 18.167 0.718 18 17 19
agua destilada 12 0.000 0.000 0 0 0
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Halo de inhibicion a las 24 horas del aceite esencial al 25%,
50%, 75%, 100%, fluconazol y agua destilada a las 48 horas
30.000
25.000
v 20.000
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5.000 .
0.000
Fluconazol aceite 25%  aceite 50%  aceite 75% aceite 100% agua destilada
sustancia

Figura 2. Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al

25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 48h

A las 48 horas se observa que al igual que a las 24 horas, los que mostraron un mayor
promedio del halo inhibitorio fueron el fluconazol y el aceite al 100%, manteniéndose la
diferencia de 5 mm entre uno y otro. También se observa que, a menor concentracion del aceite,

menor promedio del halo inhibitorio.
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Tabla 3.
Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al 25%, 50%,

75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 72h

Variable N° Media D.S. Mediana Minimo Maximo
Fluconazol 12 23.667 0.651 24 23 25
aceite 25% 12 7.333 0.492 7 7 8
aceite 50% 12 9.833 0.389 10 9 10
aceite 75% 12 12.417 0.669 12.5 11 13
aceite 100% 12 17.000 0.426 17 16 18
agua destilada 12 0.000 0.000 0 0 0

Halo de inhibicion a las 24 horas del aceite esencial al 25%,
50%, 75%, 100%, fluconazol y agua destilada a las 72 horas

Fluconazol aceite 25% aceite 50% aceite 75%  aceite 100% agua destilada

30.000

25.000

20.000

15.000
10.000

media + D.S.

5.000

0.000

sustancia

Figura 3. Valores del halo inhibitorio en mm del aceite esencial del Minthostachys mollis al

25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 72h
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A las 72 horas se observa que, si bien el promedio del halo inhibitorio del fluconazol

disminuye a 23.667 mm con una desviacion estdndar de 0.651, continGa siendo el mejor;

seguido por el aceite al 100% que no varia mucho el promedio con respecto a las 24 y 48 horas,

mostrando un promedio de 17 mm y una desviacion estandar de 0.426 mm. Ademas, se observa

que el aceite al 75%, 50% y 25 % disminuyen su potencial inhibitorio con respecto a las 24 y

48 horas.

Tabla 4

Comparacion de los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys

mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 24h

Grupo N° Media D.S. F P
Fluconazol 12 27.917 0.515

aceite 25% 12 9.083 0.515 3955.77 0.000
aceite 50% 12 12.333 0.651

aceite 75% 12 14.750 0.452

aceite 100% 12 18.917 0.669

agua destilada 12 0.000 0.000

Al evaluar las diferencias entre la efectividad antifungica a las 24 horas del fluconazol,

agua destilada y el aceite esencial de Minthostachys mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, se

encontro que estas fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
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Tabla 5

Comparacion de los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys

mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 48h

Grupo N° Media D.S. F

Fluconazol 12 27.583 0.515 4004.48 0.000
aceite 25% 12 8.333 0.492

aceite 50% 12 12.083 0.515

aceite 75% 12 14.417 0.515

aceite 100% 12 18.167 0.718

agua destilada 12 0.000 0.000

Al evaluar la efectividad antiflngica a las 48 horas del fluconazol, agua destilada y el

aceite esencial de Minthostachys mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, se encontr6 que las

diferencias entre el promedio de los halos de inhibicion fueron estadisticamente significativas

(p<0.05).
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Tabla 6.

Comparacion de los promedios del halo inhibitorio entre el aceite esencial de Minthostachys

mollis al 25%, 50%, 75%, 100%, el agua destilada y el fluconazol durante el periodo de 72h

Grupo N° Media D.S. F P
Fluconazol 12 23.667 0.651 3296.51 0.000
aceite 25% 12 7.333 0.492

aceite 50% 12 9.833 0.389

aceite 75% 12 12.417 0.669

aceite 100% 12 17.000 0.426

agua destilada 12 0.000 0.000

A las 72 horas el fluconazol, el agua destilada y el aceite esencial de Minthostachys mollis

al 25%, 50%, 75%, 100%, se encuentra que las diferencias en la actividad antifingica son

significativas, siendo el fluconazol el méas efectivo tanto a las 24, 48 y 72 horas (p<0.05).
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V. Discusion de resultados

Aranibar (2019) evalud la actividad antifungica sobre Candida albicans y obtuvo que el
aceite esencial de mufia presentd halos de inhibicién mayores que la clorhexidina, estos
resultados discrepan con el presente estudio ya que en esta la presente investigacion se uso el
fluconazol como control positivo y este presenté mayor halo de inhibicion que el aceite
esencial de mufia. Se utilizé el fluconazol ya que actualmente es el antifungico de preferencia

para tratar las infecciones flngicas.

Hernandez (2018) también evalud la actividad antifingica de la mufia sobre Candida
albicans, encontrando que el aceite esencial de mufia presenta actividad antifungica pero no
mayor al grupo control positivo, estos resultados coinciden con los encontrados en la presente
investigacion y esto puede deberse a que la recoleccidn de las plantas coincide en la misma

estacion del afio y a una altura sobre el nivel del mar similar.

Alcala, Alvarado, Alejandro y Huayané (2011) utilizaron una cepa clinica de Candida
albicans en grupos fueron tres grupos con el aceite esencial de mufia al 25%, 50% y 100%,
un grupo control positivo con fluconazol y otro grupo control negativo con aceite mineral.
Como resultados obtuvo halos de inhibicion de 46.8 mm para el aceite esencial de mufia y 39
mm para el fluconazol. Los resultados discrepan con los nuestros porque en este estudio
tomaron en cuenta una cepa recolectada clinicamente, esto verifica que en nuestro medio
existe una resistencia a los medicamentos antifingicos y que el fluconazol ya no es tan

efectivo.

Cano et al. (2006) al analizar la actividad antifangica del aceite esencial de mufia
encontraron halos de inhibicion entre 30 mm y 35 mm, mucho mayores a los reportados en

nuestro estudio que fue de 18.92 mm en promedio.la diferencia de estos resultados se puede
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deber a que en se utilizaron diferentes cepas certificadas, debido a que Cano menciona usar

una cepa de Candida albicans ATCC 32148.
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VI. Conclusiones

A las 24 horas, el aceite esencial de Minthostachys mollis en todas sus concentraciones
demostraron actividad antifangica.

A las 48 horas, el aceite esencial de Minthostachys mollis en todas sus concentraciones
demostraron actividad antifingica.

A las 72 horas, el aceite esencial de Minthostachys mollis en todas sus concentraciones
demostraron actividad antifangica.

Al comparar los grupos se encuentra que las diferencias en la actividad antifingica son
significativas, siendo el fluconazol el méas efectivo a las 24 horas, seguido por el aceite
esencial de Minthostachys mollis al 100%.

Al comparar los grupos se encuentra que las diferencias en la actividad antiflngica son
significativas, siendo el fluconazol el mas efectivo tanto a las 48 horas, seguido por el
aceite esencial de Minthostachys mollis al 100%.

Al comparar los grupos se encuentra gque las diferencias en la actividad antifingica son
significativas, siendo el fluconazol el méas efectivo tanto a las 72 horas, seguido por el

aceite esencial de Minthostachys mollis al 100%.
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VII. Recomendaciones

Seguir realizando estudios con plantas recolectadas en estaciones, regiones y alturas
diferentes para conocer sus capacidades antifungicas y verificar si existen diferencias.
Realizar estudios sobre cepas recolectadas clinicamente, para conocer la realidad de la
resistencia antiflngica en nuestro pais.

Realizar estudios con otras presentaciones farmacéuticas como extractos, geles, etc.

Realizar estudios en modelos animales para conocer la eficacia antifingica de este.
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1X. Anexos

Anexo 01

Ficha de recoleccion de datos

Longitud del halo de inhibicion

Muestra | Tiempo
4 |51 6|7 |89 101112
Aceitede | 24h
Mufa al
25 0% 48 h
72 h
Aceitede |24 h
Muhfa al
50 % 48 h
72 h
Aceitede | 24h
Mufa al
75% | 48h
72 h
Aceitede |24 h
Muhfa al
1009% |[48h
72 h
Control - | 24 h
Agua
destilada | 48h
72 h
Control + | 24 h
Fluconazol
48 h
72 h
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Anexo 02

Elaboracion del aceite esencial

Lavado de la Mufa

Secado a temperatura ambiente
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Armado del sistema de destilacion
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Separacidn del aceite en un embudo de decantacion por diferencia de densidades
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Obtencién de 10 mL de aceite esencial de muina
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Anexo 03

Certificacion de la Candida albicans ATCC 10231

Certificate of Quality
Product Name: C. albicans ATCC 10231 PK/5 Product Number: R4601503
Lot Number: 592064 Expiration Date: 2020-08-30
(YYYY-MM-DD)
Thus peoduct hai been factured, p § and packaged in rd with Quality Systems Regulasion, 21 CFRL Past 820,
ltw.nm samples wers tested per Remel Ounli:y Cornml specifications and were found to meet perfarmance critesia fue this product
Purity:
ASmMuodnllqmofﬁer:hydm:d duct are inoculated omo lective modia and d for pure growth followmng the
appeope Selectve and Differential media are 340 tesied where applicable.
Viability And Quantification:

ExhotpmmumovuvdﬁmIhpemvdm-dmlhamummfmmdumumklml Tassage nomiber b stated as
the curreea preserved state.

Macroscopic And Microscopic Nlnrphology

Colony moephology is with d 4 descrip

Traditional suhung s performed.

Biochemical Analysis:

Crgani Sibies ol 1stic bioch | and/or enzynate i A d and/or jonal seating was perfi d 8d resalis
were within established limits. A baal testing perf d where spplicable. Results within expected ranges.

CFUdoop: >10(4) Passags: 3
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Appearsace. Presorved Gel Matnx suspended i inoculating loop
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Anexo 04

Andlisis de eficacia antimicrobiana

Halos de inhibicion del aceite esencial AL 25%, 50% y 75%.

Halo de inhibicion del control negativo (agua destilada), dimetilsulféxido (DMFO),
aceite esencial al 100% y el control positivo (Fluconazol).
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