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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar in vitro el grado de inhibicion del
crecimiento de Candida albicans por parte de tres extractos: acuoso frio, acuoso caliente y extracto
seco obtenidos a partir de tres variedades criolla paraguaya, criolla de San Ignacio y mejorada
EIRETE de Stevia rebaudiana Bertoni (estevia), adaptadas agrondmicamente en la provincia de San
Ignacio del Departamento de Cajamarca. Para tal finalidad se aplicd un disefio experimental con
grupo control post test con tres repeticiones a través del cual 30 cepas de Candida albicans obtenidas
a partir de pacientes mujeres con candidiasis vaginal que acudieron al servicio del Laboratorio del
Hospital Regional de Cajamarca fueron sometidas al efecto de los extractos. Los resultados
mostraron diferencias significativas (p < 0.01), en los efectos de los extractos probados,
encontrandose que los extractos acuosos frios (extractos crudos), de las tres variedades evaluadas,
mostraron el mayor efecto inhibidor y los extractos secos produjeron el menor efecto, los extractos
acuosos calientes mostraron efectos intermedios. En relacion al efecto por variedad, la criolla
paraguaya mostré el menor efecto respecto a las variedades criolla San Ignacio y EIRETE y de éstas
altimas la variedad EIRETE mostro, a través del extracto acuoso frio, el mayor efecto inhibidor del
crecimiento de las cepas patogenas de Candida albicans, en algunos casos los efectos inhibitorios
fueron semejantes o mayores que los efectos producidos por los antimicéticos control. Se concluye
que el extracto acuoso frio de la variedad EIRETE de Stevia rebaudiana Bertoni posee el mejor
efecto inhibitorio del crecimiento de Candida albicans causante de la candidiasis vaginal de las

pacientes que acudieron al servicio del laboratorio del Hospital Regional de Cajamarca.

Palabras clave: Stevia rebaudiana Bertoni, Candida albicans, efecto antimicotico, extracto crudo,

extracto acuoso, extracto seco

Xiii



ABSTRACT

he objective of the present investigation was to determine in vitro the degree of growth inhibition of
Candida albicans by three extracts: cold aqueous, hot aqueous and dry extract obtained from three
Criolla Paraguaya, Criolla de San Ignacio and improved EIRETE of Stevia rebaudiana Bertoni
(stevia) varietes, adapted agronomically in the province of San Ignacio, Department of Cajamarca.
For this purpose, an experimental design with a post-test control group with three repetitions was
applied, through which 30 strains of Candida albicans obtained from female patients with vaginal
candidiasis who attended the laboratory service of the Regional Hospital of Cajamarca were
subjected to the effect of the extracts. The results showed significant differences (p <0.01) in the
effects of the tested extracts, finding that the cold aqueous extracts (crude extracts), of the three
varieties evaluated, showed the greatest inhibitory effect and the dry extracts produced the least
effect, the hot aqueous extracts showed intermediate effects. In relation to the effect by variety, the
Criolla Paraguaya showed the least effect with respect to the Criolla San Ignacio and EIRETE
varieties, and of the latter, the EIRETE variety showed, through the cold aqueous extract, the highest
inhibitory effect of the growth of the pathogenic strains of Candida albicans, in some cases the
inhibitory effects were similar or greater than the effects produced by the control antifungals. It is
concluded that the cold aqueous extract of the EIRETE variety of Stevia rebaudiana Bertoni has the
best growth inhibitory effect of Candida albicans, which causes vaginal candidiasis in the patients

who attended the laboratory service of the Regional Hospital of Cajamarca.

Key words: Stevia rebaudiana Bertoni, Candida albicans, antifungal effect, raw extract, aqueous

extract, dry extract
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En el Gltimo decenio se ha incrementado la incidencia de infecciones micéticas y el mecanismo
patogénico de los hongos aun es poco entendido. La mayor parte de las micosis y entre ellas la
candidiasis vaginal, son dificiles de tratar. Por fortuna, hay un creciente interés en los hongos de
importancia médica, asi como en la bisqueda de los factores de virulencia y de los posibles

blancos terapéuticos®.

Uno de los agentes relacionados con infecciones vaginales es Candida albicans, un organismo
muy extendido. Normalmente se encuentra en pequefias cantidades en la vagina, boca, tracto
digestivo y en la piel, sin causar enfermedad ni sintomas (aproximadamente el 25% de las
mujeres tienen este organismo presente en la cavidad vaginal sin manifestar sintomatologia
alguna). Los sintomas aparecen cuando crece el nimero de hongos y se altera el balance respecto
a otros microorganismos que normalmente se encuentran en la vagina®. Candida albicans
generalmente aparece después de algun tratamiento con antibioticos que se ha prescrito para otra
afeccion, porque los antibioticos cambian el balance normal de la microflora de la vagina.
Igualmente la candidiasis puede aparecer en asociacion con otras enfermedades como la
diabetes, el embarazo, la toma de pildoras anticonceptivas o problemas que afectan al sistema
inmune (infeccidn por virus VIH o en cuadros de SIDA). En la vagina se produce una descarga
vaginal blanquecina exagerada y anormal con caracteristicas muy particulares, ademas de

vulvovaginitis, caracterizada por irritacion y prurito®.

El método mas comin para tratar la candidiasis vaginal es usar medicamentos en crema o
dispositivos de insercion como los supositorios que se colocan dentro de la vagina, pero en la

mayoria de los casos, los medicamentos mas comunes para la candidiasis vaginal se compran sin



receta médica y se consiguen en muchos de los establecimientos farmacéuticos con bastante
facilidad. La mayoria de las cremas y supositorios pueden debilitar el material de que estan
hechos los condones y los diafragmas anticonceptivos, lo cual aumenta el riesgo de embarazo y
transmision del VIH®. A pesar de estos inconvenientes se sugieren como antimicoticos: nistatina,

cotrimazol, anfotericina B, fluconazol, entre otros®.

Ante las desventajas o inconvenientes que se presentan en relacion a la efectividad de los
medicamentos antimicoticos vaginales se viene investigando alternativas de nuevos productos
con capacidad antibidtica sobre todo que no produzcan los inconvenientes relacionados con
reacciones adversas y de generacion de resistencias indeseables. Entre estos productos se han
hecho estudios sobre medicamentos naturales dentro de la fitoterapia, ya sea bajo la forma de
probidticos o de fitoantibioticos, de los cuales muchos ya se comercializan con bastante
aceptacion y comprobacion de bajo riesgo de su uso respecto a los problemas antes

mencionados®.

De otra parte, uno de los recursos vegetales que viene siendo estudiado con bastante interés es
Stevia rebaudiana Bertoni (estevia), de la cual se puede obtener un edulcorante no calérico muy
beneficioso y con propiedades muy favorables para la salud y desde hace poco ha sido reportada
su capacidad antibiotica. En algunas investigaciones®® se afirma también que dicha capacidad no
solo esta limitada a controlar el crecimiento de bacterias sino también el de hongos y virus y en
relacion a su efecto antimicotico también vienen realizandose estudios® sobre los principios
activos que tienen capacidad de inhibir el crecimiento de hongos que afectan la salud humana,

entre ellos Candida albicans vaginal.

Teniendo en cuenta lo afirmado anteriormente y en razon a que ha sido reportado® de que en
nuestro pais, sobre todo en regiones de ceja de selva del departamento de Cajamarca se ha

adaptado agronémicamente el cultivo de estevia, ya se viene cultivando dicho recurso vegetal de



manera creciente, con la finalidad de ser usada para diferentes usos terapéuticos y preventivos en
relacion a la salud humana®®, pero sin tener atn identificada la variedad mas adecuada para
determinado tratamiento medicinal y considerando la necesidad de investigar mas sobre el
aspecto poco aclarado en relacion al efecto anti candidiésico de Stevia rebaudiana Bertoni, es
que a través del presente trabajo se planted la realizacion de un estudio comparativo del efecto
antimicético de extractos seco y acuosos de tres variedades de Stevia rebaudiana Bertoni,
adaptadas en la provincia de San Ignacio del departamento de Cajamarca®, sobre el crecimiento
in vitro de Candida albicans causante de candidiasis vaginal, proponiéndose como hipétesis que
existen diferencias en el efecto antimicotico inhibitorio del crecimiento de Candida albicans
vaginal entre los tres tipos de extractos y también entre las tres variedades de Stevia rebaudiana
Bertoni, adaptadas agronomicamente en la provincia de San Ignacio del departamento de

Cajamarca. Peru.

La investigacion se realizo en el Laboratorio del Centro de Investigacion y Control de
Enfermedades Transmisibles de la Universidad Nacional de Cajamarca (CICET-BIOTEC), Area
de Biotecnologia, donde se obtuvieron extractos acuosos crudo y caliente, ademas extracto seco,
a partir de muestras de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, obtenidas de plantas adaptadas
agronémicamente en la provincia de San Ignacio del departamento de Cajamarca, como
resultado de la ejecucion de un proyecto de desarrollo®, llevado a cabo por el Equipo de
Desarrollo Agropecuario — Cajamarca (EDAC), la Asociacion Regional de Productores
Ecoldgicos — Cajamarca (ARPEC) y la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad

Nacional de Cajamarca.

Los objetivos propuestos fueron los siguientes:



OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro las diferencias en el grado de inhibicidn del crecimiento de Candida albicans
por accion de los extractos acuoso frio, acuoso caliente y extracto seco de las variedades criolla
paraguaya, criolla de San Ignacio y mejorada EIRETE de Stevia rebaudiana Bertoni adaptadas

agronomicamente en la provincia de San Ignacio del Departamento de Cajamarca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Determinar el grado de inhibicion del crecimiento de Candida albicans de cada variedad
de Stevia rebaudiana Bertoni probada.
» Comparar los grados de inhibicién entre las variedades probadas para establecer

similitudes o diferencias en el efecto antimicético.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Aspectos relevantes de la candidiasis

Segun Arenas'!, la candidiasis es una infeccion causada por un hongo comdn denominado
Candida albicans. Este hongo se encuentra en el cuerpo de casi todas las personas. Un sistema
inmunitario sano lo mantiene bajo control. La candidiasis generalmente aparece como una
infeccion oportunista en la boca, la garganta o la vagina. Puede desarrollarse meses y hasta afios
antes que otras enfermedades oportunistas mas graves como el sindrome de la inmunodeficiencia
humana (VIH). En la boca la infeccion se llama candidiasis bucal o aftas. Cuando la infeccion se
disemina hacia el interior de la garganta se llama esofagitis. Tiene el aspecto de parches blancos,
similares al queso cottage, o aparece como manchas rojas. Puede causar dolores de garganta, dolor
al tragar, nauseas y perdida de apetito. En la vagina, la infeccion se llama vaginitis. La candidiasis
vaginal es una infeccidn comun. Los sintomas incluyen picazon, quemazon y flujo blanquecino y
espeso a nivel vaginal. Aun no ha sido establecida alguna manera de prevenir la exposicion a la
candida, dado que en organismos que tienen funcionamiento normal su presencia es banal.
Generalmente no se usan medicamentos para prevenir la candidiasis vaginal, debido a los

siguientes motivos:

= No es una condicién muy peligrosa.
= Existen medicamentos efectivos para tratarla.

= El hongo podria desarrollar resistencia a los medicamentos.

2.2. Implicancias del tratamiento de la candidiasis vaginal

Young y Jewell'? sostienen que un sistema inmunitario sano mantiene un buen balance. Las

bacterias normales de la cavidad vaginal también sirven para mantener al hongo bajo control. En

5



situaciones en que algunos antibidticos eliminan este tipo de bacterias beneficiosas, puede
propiciar el desarrollo de candidiasis. El tratamiento de la candidiasis vaginal no elimina al hongo
pero lo mantiene bajo control. Dicho tratamiento puede ser localizado o sistémico. El tratamiento
localizado se aplica sobre la zona infectada. El tratamiento sistémico afecta a todo el cuerpo.
Muchos proveedores de servicios de salud prefieren durante el embarazo usar primero el
tratamiento local. Este permite que el medicamento actle directamente en la zona infectada. Causa

menos efectos secundarios que el tratamiento sistémico.

Adicionalmente Arenas'! sostiene que existe menos riesgo de que la candida desarrolle
resistencia a los medicamentos. Los medicamentos que se usan para combatir la candidiasis son

anti-hongos incluyen a clotrimazol, nistatina, fluconazol, itraconazol, anfotericina B.

Los tratamientos locales incluyen:

= Cremas
= Supositorios para la vaginitis
= Liquidos

= Pastillas que se disuelven en la boca

El tratamiento local puede causar irritacion o punzadas. El tratamiento sistémico es necesario si
el local no funciona o si la infeccion se ha diseminado al es6fago (esofagitis) u en otras partes del
cuerpo. Algunos tratamientos sistémicos estan disponibles en pastillas. Los efectos secundarios
mas comunes pueden ser nauseas, vomitos y dolor abdominal. Menos del 20% de las personas
padecen estos efectos secundarios. La candidiasis vaginal puede reaparecer muchas veces.
Algunos proveedores de servicios de salud recetan medicamentos anti-hongos a largo plazo. Esto
puede provocar resistencia. EI hongo puede mutar y el medicamento deja de funcionar. Algunos

casos graves no responden a los medicamentos de eleccion. En esta instancia se recomienda usar



otros medicamentos como anfotericina B. Este se administra en forma oral o intravenosa, es muy
potente, pero tdxico. También ha sido establecido!! que los efectos secundarios principales son
problemas renales y anemia, pero también pueden ocurrir escalofrios, fiebre, nduseas, vémitos y

dolores de cabeza, que generalmente desaparecen después de las primeras dosis.

A pesar del incremento de las micosis, vivimos época de grandes esperanzas terapéuticas, debido
a la aparicion de nuevas formulaciones de farmacos de utilidad comprobada y por la proxima
comercializacion de mas agentes multifingicos. Ademas, es un tiempo de asimilacion de lo
aprendido en el pasado por hechos como la aparicion de candidiasis orales recalcitrantes en
pacientes infectados por el VIH que recibe tratamientos continuos de fluconazol, la aparicion de
especies nuevas productoras de candidiasis (C. dublines) o la emergencia de especies que
anteriormente eran aisladas con frecuencia menor en hemocultivos (como C. krusei o C. glabrata),
han propiciado el incremento del desarrollo de métodos in vitro de la sensibilidad a los antifingicos
y de unas aproximaciones terapéuticas mas racionales™, el mencionado autor resalta que tales
pruebas no estaban consideradas como soporte de las intervenciones terapéuticas de hace algunos

anos atras.

Como ha sido mencionado, los farmacos que actualmente se utilizan para este trastorno son
fluconazol, caspofungina, voriconazol, anfotericina B, entre otros. Este ultimo ha sido el méas
utilizado durante tres décadas, sin embargo la preocupacion por su toxicidad ha limitado su
empleo. Ademas, desde la introduccion en 1990 de los triazoles, como el fluconazol, éstas han
sido las terapias de uso més frecuente en los Gltimos afios. No obstante, estos medicamentos no
estan exentos de riesgos y una administracion inadecuada ha generado resistencias microbianas.
Por este motivo, la industria farmacéutica sigue investigando en nuevas opciones para tratar
incluso la candidiasis invasiva. Sin embargo, para demostrar que un nuevo producto es superior a

otros ya existentes, se precisan ensayos con un gran niamero de participantes, algo que supone



costos elevados. Por este motivo, los estudios que se suelen realizar s6lo van dirigidos a confirmar
que el nuevo farmaco no es inferior a los viejos medicamentos, algo que requiere muchos menos
participantes y supone un gasto bastante inferior para las empresas. Tal estrategia ha sido realizada
en un estudio, publicado en "The New England Journal of Medicine'y realizado por investigadores
de diferentes universidades de Estados Unidos y de Canad4, para evaluar un nuevo farmaco,
anidulafungina. En el ensayo, patrocinado por Vicuron, compafiia productora del nuevo farmaco
y que ha sido comprada por Pfizer, han participado 245 pacientes con candidiasis invasiva. A 127
participantes se les administrd anidulafungina y a 118 fluconazol. Al final de la infusion
intravenosa de estos medicamentos, se observé que la terapia fue un éxito en 75% de los enfermos
que recibieron el nuevo producto frente al 60% de los que habian sido tratados con fluconazol. Los

efectos secundarios fueron similares entre los dos grupos**.

En este sentido, cabe resaltar que en los Ultimos afios se ha acrecentado el interés en estudiar
otras alternativas terapéuticas como el uso de plantas, especialmente las usadas como medicinales,
debido a que como es sabido, son fuente de compuestos novedosos y farmacolégicamente activos,
esto ha contribuido al surgimiento de un campo aun poco explorado cientificamente como es la
fitoterapia. EIl gran interés suscitado en la actualidad en torno a la fitoterapia o las técnicas de
microdosis no obedece a una moda. Nuestra época estd marcada por la busqueda de una vida mas
sana y una mejora de la calidad de vida, para conseguirlo el hombre se ha dado cuenta de la
necesidad de volver los ojos a los valores esenciales que siguen estando basicamente en la
naturaleza. Si bien es verdad que la medicina "cldsica o alopatica” obtiene excelentes resultados
en el tratamiento de multiples dolencias, también lo es su implicacion en la aparicién paulatina de
efectos secundarios, a veces importantes. La principal ventaja de la fitoterapia (uso de plantas
medicinales), reside en su propio modo de accién: ejerce un efecto mas suave y profundo sin

agredir significativamente al organismo*®.



2.3. Tratamiento mediante el uso de plantas medicinales

Ismael*® resalta el significado que han tenido las plantas medicinales en la farmacopea de todas
las culturas del mundo, a tal punto que desde 1975 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
también reconoce la importancia de las medicinas tradicionales en el control de la salud generando
un programa orientado a promover la medicina tradicional sobre todo en los paises en desarrollo.
En la actualidad existe la tendencia mundial para el rescate de la medicina tradicional, tanto en los
paises ricos como en lo pobres, por razones diversas. En los paises desarrollados esta consideracién
se debe a la escasa toxicidad que presenta esta alternativa terapéutica a comparacion de la gran
nocividad de los medicamentos de sintesis quimica. En los paises en vias de desarrollo el uso de
la medicina tradicional se ha intensificado porque la mayoria de su poblacion no dispone de
recursos suficientes para adquirir los costosos medicamentos disponibles y ademas, porque existe
una cultura de tradicion desde tiempos ancestrales para el uso de plantas medicinales. Esta realidad
se ve reforzada por los datos de la OMS que confirman que alrededor del 80% de la poblacién
mundial recurre habitual o exclusivamente a la medicina natural, por ser para la mayor parte de
esa poblacion la Unica disponible. En este sentido, Farnsworth!’ sostiene que el uso de plantas
medicinales con fines terapéuticos se ha incrementado exponencialmente en el Ultimo cuarto de

siglo.

Segun lo definido por Moglia y Castiglione!® una planta medicinal es aquella especie vegetal
que contiene en toda o alguna de sus partes constitutivas, principios activos Gtiles para combatir
enfermedades. La parte de la planta empleada medicinalmente se conoce con el nombre de droga
vegetal. Entre las multiples ventajas que el tratamiento alternativo de plantas medicinales

proporciona, se mencionan las siguientes:

- No tiene efectos colaterales, ni secundarios.



- No hay riesgos de intoxicacion ni envenenamiento (el uso inapropiado de las plantas
medicinales, no preparados adecuadamente pueden ser perjudiciales).

- No crea dependencia ni adiccion.

- Se puede utilizar como una terapia preventiva.

- Es de efectos inmediatos (su accion terapéutica de absorcién es de 2 a 5 segundos
aproximadamente sobre o debajo de la lengua.

- No se contrapone con ningun medicamento de farmacia u algun otro tratamiento alternativo
y puede combinarse para complementar un tratamiento alopatico.

- Se pueden tratar simultdneamente varias enfermedades.

- En algunas afecciones de la piel como: alergias, ronchas, quemaduras, heridas, manchas, la

microdosis también es de uso externo.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto y ante la necesidad de buscar alternativas terapéuticas
frente a las candidiasis, se vienen intensificando los estudios sobre las propiedades curativas o
preventivas de plantas medicinales, sobre todo de sus potenciales principios activos. En este
sentido existen propuestas de uso terapéutico en relacion a plantas medicinales vienen siendo
sugeridas para el tratamiento de la candidiasis vaginal®, dentro de lo cual se viene estudiando con
bastante interés a Stevia rebaudiana (estevia), una planta nutracéutica que esta siendo utilisada por
sus propiedades edulcorantes e hipoglicemiantes ampliamente difundidas y a la que también se le
atribuye un potencial efecto antibacteriano y antimicético que viene concitando estudios serios por
las implicancias de aportes significativos a las posibilidades de promover alternativas terapéuticas

naturales®.

2.4. Stevia rebaudiana Bertoni. Caracteristicas y propiedades

Stevia rebaudiana Bertoni, conocida comiunmente como “estevia”, es una planta originaria del

habitat semiarido de las laderas montafiosas de Paraguay, especificamente de la region de la
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Cordillera de Amambay. No obstante, puede crecer relativamente bien en una gran variedad de
terrenos y climas?L. Es un arbusto que posee en sus hojas una concentracién mayor de principios
activos definidos como glucésidos diterpenos conocidos cominmente como estevidsidos. Es
empleada como edulcorante natural de alta potencia, (300 veces mas dulce que el azlcar de cafia),
termoestable, hipoglicemiante, no produce caries, es hipotensiva, no calérica, inocua para la salud

y con actividad antimicrobiana contra algunos microorganismos?223,

Figura 1. Stevia rebaudiana Bertoni. Plantas en cultivo controlado

A continuacion, de acuerdo a lo reportado en algunas investigaciones?*?® se describe las

principales propiedades de la estevia:

Propiedades fisico- quimicas de estevia para la industria farmacéutica y de alimentos

- El edulcorante de estevia es resistente al calor (hasta 200°C).
- Se funde a 238°C. Por lo tanto presenta estabilidad a las temperaturas habituales en el procesado

de alimentos y productos medicinales.
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- Resistencia al pH: es suficientemente estable entre pH 3 a 9.

- Incoloro, no se observa oscurecimiento, ain en las condiciones més rigurosas de procesado de
alimentos.

- No fermenta.

- Refuerza sabores y olores.

- No tiene calorias por ser no metabolizable y es natural.

- Es un edulcorante no téxico y no adictivo.

- El extracto obtenido directamente de hojas secas es entre 20-35 veces mas dulce que el azlcar
de cafia (sacarosa).

- Ensu forma procesada (extracto seco, pulverizado), es entre 250 a 300 veces mas dulce que la
sacarosa

- Es fuente de antioxidantes.

- Enaltecedor de bebidas alcohdlicas (agente de envejecimiento y catalizador).

- Altamente soluble en agua, alcohol etilico y metilico e insoluble en éter.

- Capacidad osmdtica: presenta buenas propiedades osmoticas.

Beneficio potenciales de estevia para la salud

Dado el interés del presente estudio se resaltan algunas_de las propiedades terapéuticas de la

estevia sefialadas por Oviedo?:

- Accion hipoglicémica en el tratamiento contra la diabetes.

- Accion cardiovascular.

- Accién antimicrobiana como agente bactericida y antimicético
- Accidn tonica digestiva.

- Previene las caries y retarda la placa.

- Controla el eczema y el acné, agente curativo rapido para el cuido de la piel.

12



- Cero calorias.
- Para el tratamiento de la hipertension y el control de la presion arterial.

- Antagonista del calcio.

Cabe resaltar que en el afio 2009 fue presentada una investigacion® que demostrd el logro de
adaptacion de tres variedades de estevia en el departamento de Cajamarca, concretamente en
algunas comunidades de las provincias de San Ignacio y Chota. Dicha investigacion estuvo a cargo
de investigadores de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca y
fue patrocinada por las siguientes organizaciones: ONG EDAC (Equipo de Desarrollo
Agropecuario de Cajamarca), Asociacion INCAGRO y Asociacion de Agricultores Ecoldgicos de
Cajamarca. Adicionalmente en el reporte de la ONG EDAC?’ se incluyo el estudio mas detallado
sobre los principios edulcorantes, los estevidsidos (azucar de estevia), de las variedades adaptadas

agrondémicamente en los nichos ecolégicos mencionados.

De manera complementaria, Gil y Carmona?®, han sefialado que ademas de las potenciales
propiedades nutracéuticas mencionadas, la estevia no es tdxica y no metabolizable en el higado,
con una consiguiente ausencia de efecto negativo a dicho 6rgano, contrariamente a lo que produce
el azlcar de cafia en su ruta de utilizacion metabdlica. Los autores mencionados también han
sefialado que estevia no es acumulable en el organismo y al parecer en relacion a su poder
antimicdtico no generaria situaciones de adquisicion de resistencia, caracteristicas que en suma
convierten a la estevia en una candidata adecuada como fuente de principios inhibitorios
antimicoticos, debido que la estevia no solamente tienen efecto hipoglicemiante, usado para
contrarrestar los efectos de la diabetes, sino también otras potencialidades terapéuticas
relacionadas con problemas cardiovasculares y también como agente bactericida y antimicotico,

reportandose efectos contra Candida albicans®, entre otros efectos no menos importantes.
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De otro lado, ha sido determinado que existen variedades de estevia, de las cuales se pueden
obtener extractos liquidos y extractos secos (glicosidos diterpénicos totales), con diferencias en
sus capacidades edulcorantes y antibidticas?®. Asi mismo se viene adaptando a la estevia a los
diferentes nichos ecoldgicos, que conjugados con la obtencion de la hoja (materia prima), en
diferentes etapas durante el periodo de cosecha, estan permitiendo obtener resultados alentadores

en cuanto al potencial de dicho recurso?=°.

Cuadro 1. Composicion quimica de Stevia rebaudiana Bertoni

CLASE SUSTANCIAS (% w/w maximo obtenido)
Glucosidos Estevidsido (7,0), Rebaudidsido A (1,43), Rebaudidsido B (0,44), Rebaudidsido C
diterpénicos (0,4), Rebaudiésido D (0,03), Rebaudiosido E (0,03), Dulcésido A (0,029),

Esteviolviosido (0,04)

Diterpenos labdanicos | Jhanol (0,0063), Austroinulina (0,06), 6-0-acetilaustroinulina (0,15)

Triterpenos Acetato de B-amirina (- ), Lupeol (-)

Esteroides B-sitosterol ( - ), Estigmasterol ( -)

Glucésidos flavonoides | Rutina (0,0073), Centaureidina ( - ), Quercitrina ( - )

Taninos No identificados

Aceites volatiles Porcentaje masivo total: 0,12%

Alcanos Octano-3-ol (0,00036), Oct-1-en-3-ol (0,00084)

Aldehidos Hexan-1-ol (0,0011)

Alcoholes aromaticos Alcohol bencilico (0,0012)

Monoterpenos Canfor (0,0017), 1,8 cineol (0,00084), p-cymento (0,00084), Geraniol (0,0016),

Linalol (0,0067), Limoneno (0,0012), Oxido de linalol (0,0055), «-pineno
(0,0048), B-pineno (0,0023), A-terpineno (0,00024)

Sesquiterpenos A-Cadineno (0,0036), &-Cadineno (0,0012), w«-Cadinol (0,0017), tert-cadinol
(0.0028), a-Colacoreno (0,0012), Calameneno (0,0018), B-Cariofileno (0,0013),
«-Copaeno (0-00012), Oxido de cariofileno (0,019), x-cubebeno (0,00012), B-
elemeno (0,0006)

Fuente: Pasquel®

Los estevidsidos y los rebaudidsidos (principios activos mas relacionados con los efectos
edulcorantes de la estevia), tienen la estructura quimica diferente a las de las moléculas de aztcar

comun (sacarosa), de alli que el extracto seco obtenido industrialmente de la estevia viene a ser
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una combinacién de varios de los glucdsidos que contiene este vegetal (Cuadro 1), cuyas
proporciones varian de acuerdo a las variedades de estevia y también en funcién a los terrenos y

las condiciones geoclimaticas donde se han cultivado®.

Variedades de Stevia rebaudiana Bertoni

En la actualidad ha sido reportado® que existe un nimero importante de variedades cultivables
de la especie Stevia rebaudiana Bertoni. De tales variedades a continuacion se describen las

caracteristicas més resaltantes de las variedades evaluadas en el presente trabajo.

Variedad Criolla o Nativa paraguaya

Casaccia y Alvarez®® sostienen que esta variedad es la mas utilizada cominmente por los
productores actualmente. Esta variedad, es producto de la seleccion empirica efectuada por afios
por productores, llegando la misma a presentar ciertas caracteristicas propias. Una ventaja de esta
variedad es que puede ser propagada por semilla botanica y es de esperar que los tipos de plantas
que aparecen en la descendencia de la variedad, correspondan mayormente a los mismos tipos de
plantas que se encuentran en la poblacion madre, pues se aduce que la poblacion esta en equilibrio.
Sin embargo es posible esperar recombinaciones en la poblacion, lo cual puede ser bien

aprovechada para realizar selecciones de genotipos superiores.

La variedad Criolla, esta constituida por una mezcla de varios tipos de plantas (varios genotipos),
gue varian en sus caracteristicas morfologicas y fenologicas. Por esta razdn, esta variedad presenta
florecimiento heterogéneo afectando esto, negativamente la calidad de las hojas producidas,
debido a que el productor no puede realizar en el momento oportuno la cosecha de las mismas. En
su conjunto presenta un porte bajo, llegando a alcanzar un promedio de altura de 60 cm. en los

meses de Diciembre o Enero. Presenta un potencial de rendimiento, en condiciones
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experimentales, en el primer afio de cultivo, de 1.889 Kg./ha,/afio (en tres cortes). Este rendimiento
es sin riego y con una densidad de 100.000 plantas/ha. A nivel de cultivo comercial manejado con

buenas précticas agricolas, el promedio de rendimiento es de 1.000 a 1.200 kg./ha/afio.

El contenido promedio de la suma de Estevidsido y Rebaudiosido A, alcanza valores de 14%, en
la segunda cosecha, que es la cosecha méas productiva y con mayor contenido de glicosidos totales.
Del total de ambos glicosidos, el 11% corresponde al Esteviésido; por su parte el Rebaudiésido
A observa valores de 3 %; por lo que se deduce que solamente el 21 % del total de glicésidos
corresponde al Rebaudidsido A. y el 79 % corresponde al Estevidsido, que es conocido de su sabor
dulce pero amargo, lo cual se refleja en el sabor de las hojas de esta variedad. A nivel de campo
en finca de agricultores, es comun observar valores de 12 % de glicosidos totales, pues el producto
cosechado viene mezclado con ramillas u otras impurezas, que inciden en la calidad final del

producto.

Variedad EIRETE mejorada

Respecto a esta variedad, Casaccia y Alvarez®® reportaron que en el afio 2005 se lanz6
oficialmente una nueva variedad de estevia, la variedad clonal, genéticamente mejorada,
denominada IAN / VC — 142 (EIRETE), desarrollada en el Instituto Agronémico Nacional (1AN)
de Caacupe (Paraguay), con caracteristicas agrondmicas ampliamente superiores a la variedad
Criolla parguaya. A los efectos de mantener la identidad genética del material, esta variedad, debe
ser Unica y exclusivamente propagada asexualmente, es decir multiplicada por esquejes. Si se la
multiplicara por semilla botanica, la descendencia se mostraria muy heterogénea en sus
caracteristicas morfoldgicas y fenoldgicas, por causa de la segregacion genética. De hecho se
cuentan con datos, que las progenies de esta variedad exhiben 29 % de merma en su rendimiento

de hojas.
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La variedad EIRETE presenta un ciclo mas tardio que la variedad Criolla paraguaya (en
general 10 a 12 dias mas largos), es de porte alto, pudiendo alcanzar 1.20 m. de altura en el mes
de Diciembre y/o Enero. Posee hojas grandes y abundantes y tiene un tallo poco ramificado,
permitiendo alta densidad en el cultivo. Florece totalmente en forma uniforme, lo cual facilita la
realizacion del corte en el momento mas oportuno, lo cual ocurre cuando aparecen los primeros
botones florales. El rendimiento potencial de la variedad, obtenido en condiciones
experimentales en el AN, sin riego complementario, a una densidad de 100.000 plantas/ha., en

el primer afio de produccién, es de 4.990 kg./ha/afio.

Otra caracteristica resaltante es la concentracion de principios edulcorantes. EIRETE presenta
7% mas que la variedad criolla, principalmente en lo que respecta al Rebaudidsido A. La suma de
Esteviosido y Rebaudiosido A, en la cosecha alcanza valores promedios de 19 %. del contenido
total de glicdsidos, el 10% pertenece al Rebaudiosido Ay el 9 % al Estevidsido, deduciéndose que
del total de glicésidos en hojas, el 52 % corresponde al Rebaudidsido A y el 48 % al Esteviosido,
lo cual se traduce en una ventaja comparativa muy importante frente a las otras dos variedades de

estevia en relacién al sabor de la hoja, que se presenta muy dulce y sobre todo menos amargo.

Variedad Criolla San Ignacio

Esta variedad esta referida a la variedad criolla paraguaya que fue introducida al Peru por
agricultores interesados en esta planta hace aproximadamente 20 afios atras, conforme avanzaron
los afios fue asumida como variedad local y no fue caracterizada ni identificada agronémicamente
sino hasta el afio 2008 en que a través del estudio realizado por Tirado et al.® se la evalud en
relacion a su adaptabilidad y rendimiento de acuerdo a su cultivo agronémico en diferentes zonas
agroecologicas del norte del Departamento de Cajamarca en las provincias de San Ignacio y

Chota?’. Presenta caracteristicas similares a la variedad criolla paraguaya tanto de cultivo como en
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rendimiento en campo, pero a nivel de produccion de glicosidos totales (rebaudiosidos y
esteviosidos), presenta un nivel un poco mayor en contenido de los mencionados principios activos
edulcorantes, pero de acuerdo a lo indicado por Jiménez et al.3* su concentracion adn es menor
respecto a la variedad EIRETE mejorada, sobre todo si se cultiva en suelos de textura franca,
arenosa, con buena permeabilidad y drenaje, pH de 6,5 a 7,0 (tendencia a neutro), en campos de
similares caracteristicas tal como los evaluados en la provincia de San Ignacio del departamento
de Cajamarca. Si se cultivase en suelos de la zona de costa, los mismos tendrian que tener poca o

nula salinidad.

2.5. PRUEBAS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LOS

ANTIMICROBIANOS

Para determinar la actividad inhibitoria de los antimicrobianos se han establecido técnicas de
analisis de laboratorio™? conocidas también como evaluaciones de susceptibilidad in vitro.
Precisamente en el laboratorio se puede estudiar la susceptibilidad de agentes infecciosos, aislados
de las distintas muestras bioldgicas frente a un conjunto de antimicrobianos bajo ciertas normas
previamente estandarizadas. Esta informacion, junto con las consideraciones sobre la probable
identidad del agente infectante y tomando en cuenta los factores del hospedero, constituyen las

bases para la eleccion del antimicrobiano correcto como parte de la terapia antimicrobiana.

Los métodos més utilizados para evaluar, in vitro, la susceptibilidad de los agentes infecciosos
son:
2.5.1. Antibiograma en dilucion?

Segun lo indicado por Murray et al.2, en este tipo de prueba se mide la minima concentracion de
antimicrobiano que es capaz de inhibir el crecimiento del agente infeccioso. También permite

determinar la concentracién minima que corresponde a la minima cantidad de antimicrobiano
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capaz de inhibir el crecimiento del agente infeccioso. Es la técnica de referencia de la mayoria de
los estudios de susceptibilidad antimicrobiana. Sus limitaciones principales son la complejidad y

el costo de la metodologia utilizada.

2.5.2. Antibiograma en difusion en agar (Método de Kirby Bauer)

Seguin Bauer®’, esta técnica consiste en el indculo del agente infeccioso en concentracion
conocida en una placa con medio sélido y la aplicacion en la superficie de discos de papel
impregnados en concentraciones conocidas de antimicrobianos de prueba. EIl efecto
antimicrobiano se manifiesta por la presentacion de un halo de inhibicion alrededor del disco que
contiene el antimicrobiano probado. De acuerdo al diametro del halo de inhibicion alrededor del
disco, que es medido en milimetros, se califica al agente infeccioso como sensible o resistente al
antimicrobiano evaluado. Es una técnica simple y econdmica, pero aporta solo datos semi
cuantitativos o cualitativos respecto a la susceptibilidad de la bacteria. No es util para la mayoria
de los microorganismos de crecimiento lento o dificiles de cultivar y no ha sido estandarizado para

bacterias anaerobias.

2.5.3. Método de los pocillos
Estrada et al.?® han descrito este método que consiste en enfrentar al agente patdgeno diseminado
sobre la superficie de la placa de un medio de cultivo sélido (agar), a la cual se le practica orificios

de igual diametro en los que se deposita cantidades conocidas del agente antimicrobiano.
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Tipo, disefio y nivel de investigacion

Investigacion aplicada, de disefio experimental, de nivel analitico - explicativo.

3.2. Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio del area de Biotecnologia del
Centro de Investigacion para el Control de Enfermedades Transmisibles e Investigaciones
Bioldgicas y Biotecnologicas (CICET-BIOTEC), de la Universidad Nacional de Cajamarca
(Av. Atahualpa N° 1050 Edificio 1Q-101- Cajamarca). Asi mismo, se contdé con la
colaboracion del Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Regional de Cajamarca para la
obtencion de las cepas de Candida albicans de pacientes que acudieron al servicio de
laboratorio. Los andlisis de composicion de los extractos secos, mediante cromatografia de
capa fina (HPLC), fueron realizados en el Laboratorio de Analisis de la Escuela de Ingenieria

Quimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

3.3. Unidad de andlisis, poblacion y muestra
3.3.1. Unidad de analisis
Se constituyé en unidad de analisis la cepa de Candida albicans aislada de su
correspondiente paciente que acudio al servicio de analisis del Laboratorio del Hospital
Regional de Cajamarca y que fue diagnosticada como infectada por dicho agente

micotico.

Criterios de inclusion

Se consideraron los siguientes criterios:
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e Cepas provenientes de pacientes diagnosticadas con infeccion por Candida albicans.

e La cepa proporcionada para el estudio fue aislada previamente en el laboratorio hospitalario
en medio de cultivo adecuado (Agar Sabouraud).

e Cada cepa a utilizar en el estudio fue obtenida a partir de una réplica de laboratorio desde

la cepa hospitalaria constituida como cultivo puro, previamente identificado.

Criterios de exclusion
Fueron descartadas del estudio:
e Cepas que no provinieron del servicio de analisis de Laboratorio del Hospital Regional de
Cajamarca.
e Cepas que no provinieron de cultivo puro aislado en laboratorio.
e Cepas contaminadas a partir de los cultivos hospitalarios.

e Cepas que no provinieron a partir de la réplica correspondiente.

3.3.2. Poblacion
La poblacién estuvo conformada por todas las cepas de Candida albicans aisladas a
partir de las pacientes que acudieron al servicio de analisis del Laboratorio del Hospital

Regional de Cajamarca.

3.3.3. Muestra
La muestra estuvo constituida por 30 cepas de Candida albicans obtenidas al azar a
partir de pacientes con candidiasis vaginal que acudieron al servicio de andlisis del
Laboratorio del Hospital Regional de Cajamarca que resultaron positivas de infeccion

con dicho agente micético.
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3.4. Disefio de Investigacion

El presente estudio fue realizado bajo el tipo de disefio experimental con grupo de

control post-test, con tres repeticiones. El disefio experimental se ha basado en lo

propuesto por Sanchez®, de acuerdo al siguiente esquema:

Ge (A) ====X ===m. O1

Gec (A) 02

Donde:

Ge : Grupo experimental (30 cepas de Candida albicans obtenidas por réplica en

laboratorio a partir de cada cepa hospitalaria).
Gc : Grupo control (30 cepas de Candida albicans obtenidas por réplica en laboratorio a

partir de cada cepa hospitalaria).
(A) : Criterio de aleatorizacion o seleccion al azar de los grupos experimental y control

X :Variable independiente (experimental): aplicacién de los extractos de las tres

variedades de estevia.
— : Linea continua de no aplicacién de la variable independiente
01 : Post test al grupo experimental (resultados del efecto de los extractos de estevia).

O, : Post test al grupo control (resultados de la no aplicacion de los extractos de estevia).

De manera mas detallada el disefio experimental se resume en el Cuadro 2 que se muestra a

continuacion:
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Cuadro 2. Descripcion del disefio experimental aplicado

Muestra n Grupos de n Tratamiento Resultado
Trabajo aplicado esperado
Extractos de Presencia o
estevia contenidos | ausencia de halo
en discos para de inhibicion
pruebas de (expresado en
sensibilidad mm.), del
microbiana: crecimiento de la
cepa sometida al
- Extracto acuoso | tratamiento.
frio: EAF
- Extracto acuoso
caliente: EAC
- Extracto seco: ES
Cepas de Candida Grupo
albicans obtenidas al experimental: Controles de
azar de pacientes con sensibilidad
candidiasis vaginal que Cepas 30 o
acudieron al Servicio| 3q recuperadas Control positivo:
de Analisis del mediante cultivo - Disco de
Laboratorio del en laboratorio. fluconazol (25pg)
Hospital Regional de Dichas cepas .
Cajamarca. fueron sometidas Control negativo:
al tratamiento. - Disco con agua
destilada estéril
Grupo control: No fue sometido al | Crecimiento de la
efecto de los cepa en el medio
Réplicas 30 | extractos de de cultivo con
individuales en estevia. ausencia de halo
cultivo de cada de inhibicion del
cepa experimental Control negativo: | crecimiento.
que no fueron - Disco con agua
sometidas al destilada estéril
tratamiento.

3.5. Disefio metodoldgico
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.5.1. Obtencion y preparacion de las muestras vegetales
La obtencion de las muestras vegetales se realiz6 a partir del stock de plantas que fueron
cosechadas en la zona de cultivo de la comunidad de Dos de Mayo de la provincia de San

Ignacio, Departamento de Cajamarca. La zona de cultivo formé parte del proyecto de
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investigacion de adaptacion agricola de estevia en zonas agroecoldgicas de la provincia de
San Ignacio?’. Los criterios de seleccion de las muestras vegetales fueron los siguientes:
plantas completas correspondientes a las variedades criolla San Ignacio, criolla paraguaya
y la variedad mejorada EIRETE, de tamafio regular (en promedio 70 cm. de altura), que
presentaron hojas enteras, de bordes completos, de color verde claro, que no estén
deterioradas por insectos ni picaduras y sin manifestacion de plagas (manchas foliares).
Ademas se considero el hecho de haber sido cosechadas al 10% de floracion, dado que esta
condicion es la mas favorable para que las plantas tengan una alta concentracién de
glicosidos®2. Para la obtencion de las muestras vegetales se utilizd guantes de latex. Las
plantas colectadas fueron colocadas en sacos de polietileno de primer uso hasta completar
5 Kg. por cada variedad en estudio. Luego fueron trasladadas al laboratorio del CICET.
Posteriormente, con el uso de guantes de latex y tijeras limpias, se recolectd, en bolsas
plasticas de primer uso, las hojas de estevia por cada variedad estudiada. A continuacion
las hojas fueron lavadas con agua destilada esteéril en recipientes limpios de plastico, luego
desinfectadas con solucion de hipoclorito de sodio a una concentracion de 200 ppm.,
finalmente, las hojas fueron enjuagadas con suficiente agua destilada estéril para retirar los
residuos de hipoclorito y luego oreadas al aire a temperatura ambiente, protegidas

convenientemente de la contaminacidn externa con papel kraft de primer uso.

Adicionalmente, con un primer grupo de hojas, por cada variedad, se procedio a la
obtencidn de extracto acuoso frio (extracto crudo). De otro lado, con un segundo grupo de
hojas desinfectadas y oreadas, se procedio, protegidas con papel kraft, a desecarlas en
estufa a 40°C por 24 horas, finalmente se las mantuvo en paquetes de 250 g. dentro de
bolsas plasticas ziploc de primer uso. A partir de estas hojas se obtuvo los extractos acuosos

calientes y los extractos secos.
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3.5.2. Obtencion de extractos
Extracto acuoso frio (crudo): EAF (solucion p/v 1:1)
Este extracto se conoce también como extracto crudo ya que no es sometido a ningun
tratamiento adicional mas que el triturado o machacado de las hojas. El procedimiento fue

elaborado por el tesista. Se procedi6 de la siguiente manera:

Se pes6 10 g. de hoja fresca de cada variedad y por separado se colocd en mortero
esterilizado de porcelana, procediéndose luego a machacar dicha muestra vegetal,
adicionalmente se afiadié 10 mL. de agua destilada estéril mezclandose todo el contenido
para luego proceder a filtrar dicha mezcla a traves de un filtro de papel de celulosa y recoger
el filtrado en un vaso de precipitacion de 50 ml. de capacidad, luego el filtrado fue
esterilizado mediante filtros bacterioldgicos (Creative Biomedics) y recolectado en frascos
pequefios de vidrio esterilizados, tapados con tapa de goma y conservados luego a

temperatura ambiente.

Extractos acuoso caliente: EAC (infusion al 10%)
El procedimiento para obtener dicho extracto se basé en el método propuesto por Jiménez

et al.>* tal como se describe a continuacion:

Preparacion previa de la especie vegetal

Se procedid a una molienda previa en mortero para desnervarlas y luego continuar con la
molienda hasta obtener aproximadamente 500 g. de pulverizado grueso, el que fue colocado
en un envase de vidrio ambar con tapa esmerilada para su conservacion a temperatura

ambiente.

Preparacion del extracto acuoso caliente
Se pesd 100 g. de pulverizado de cada variedad y por separado se coloco en vaso de
precipitacion de 2 Lt. Se afiadi6 900 mL. de agua destilada caliente entre 70 - 80°C,
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(previamente hervida), luego se tapd el vaso con papel aluminio dejando reposar la mezcla
por 1 hora. En este lapso de tiempo se mantuvo el rango de temperatura mencionado, con
una cocina eléctrica. Luego se filtrd la mezcla a través de gasa y algodon esterilizados. El
filtrado se colocd en frasco &mbar con tapa roscada de 1 Lt. de capacidad y se conservé a

temperatura ambiente.

Extracto seco: ES (cristales de glicosidos diterpénicos totales)

Este extracto obtenido como polvo seco blanquecino contiene solamente los cristales de
glicosidos diterpenicos totales. La extraccion de los glicosidos mediante el método

establecido® que se describe a continuacion:
Extraccion de cristales de glicésidos diterpénicos totales

Colocar 100 g de hojas de estevia en 2 L. de agua destilada a una temperatura de 60°C
por el lapso de 4 horas. Afadir 150 g de CaO a fin de incrementar el pH a 14, dejar
reposar por 2 horas.

Filtrar e insuflar CO2 hasta que el filtrado disminuya su pH a 8 y dejar reposar por 1 hora.
Filtrar y adicionar 150 g de carbdn activado granulado y dejar reposar por 2 horas.
Filtrar y concentrar hasta la tercera parte, luego adicionar alcohol etilico de 96° G.L. en
proporcion de 3:2 respecto al concentrado. Centrifugar a 3500 r.p.m. por el lapso de 15
minutos.

Pasar el sobrenadante por una columna de resina de intercambio cationico acido fuerte
(Amberlite IR 120) y luego por otra columna de resina de intercambio aniénico base débil
(Amberlite IRA 68). Repetir el paso 8, pero con columnas nuevas.

Concentrar y cristalizar. EIl polvo obtenido se coloca en frascos pequefios de vidrio de

color &mbar para su conservacion a temperatura ambiente.
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Pesar 100 g de hoja pulverizada

Extraer metabolitos con 2 It de agua destilada a 60°C por 4 h

Filtrar con gasa

Agregar 150 g de CaO, hasta llegar a un pH 14.0

Filtrar al vacio

Agregar CO; para estabilizar el pH hasta un punto de pH 8.0

Agregar 150 g de carbon activado y calentar por 5 minutos

Filtrar al vacio

Pasar por columna de resina de intercambio catiénica ( R1)

Pasar por columna de resina de intercambio anionica ( R2)

Pasar por columna de resina de intercambio catidnica ( R3)

Pasar por columna de resina de intercambio anionica ( R4)

Concentrar y secar en estufa a 90°C

Obtencidn de cristales (extracto seco)

Figura 2. Diagrama de flujo de la extraccion de los glicésidos totales.
(Basado en el método propuesto por Payzant et al.%)




Verificacion de la presencia de glicésidos diterpénicos totales:

Esta verificacion estuvo orientada a la identificacion de glicésidos diterpénicos totales (posibles
metabolitos antimicdticos), mediante Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) (ver
Apéndice).

Fundamento

La Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) se basa en hacer pasar una fase movil
(eluyente), liquido donde arrastra a una muestra muy diluida, por una fase estacionario de
polaridad invertida al de la muestra, generando retenciones en el tiempo segun la caracteristica

quimica de cada metabolito®.

Procedimiento

Se prepara la fase movil (acetonitrilo 80%, agua 20%), en una mezcla isocratica. Se inyecta 20
uL de una solucion que contiene 2 mg/mL (patron o muestra), siendo arrastrada por el eluyente en
una columna que contiene una fase estacionaria de silica-NH2 (250 mm x 4,6 mm, de 5 um de
tamafo de particula), a una temperatura de 30 °C, con un flujo de 0,8 mL/min, a una longitud de

onda de 190 nm 26,

Preparacion de los discos de sensibilidad
Los discos de sensibilidad fueron preparados en grupos de 100 unidades teniendo en cuenta la

variedad en estudio y el tipo de extracto segun el Cuadro 3 adjunto:

Cuadro 3. Distribucion de los discos de sensibilidad para las pruebas de efecto antimicético

Tipo de extracto
Variedad de estevia | Extracto acuoso frio | Extracto acuoso caliente Extracto seco
(EAF) (EAC) (ES)
Criolla paraguaya 100 100 100
Criolla San Ignacio 100 100 100
EIRETE mejorada 100 100 100
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Preparacion de discos de sensibilidad con extracto acuoso frio y extracto acuoso caliente
Para la preparacion de los discos de sensibilidad se tomd en cuenta el método establecido®/+38,
Previo a cada prueba de sensibilidad, se procedié a lo siguiente:

En cada disco de sensibilidad (de papel de filtro grueso para transferencia de proteinas 3MM), de
5 mm de espesor, previamente esterilizados en autoclave a 121°C por 15 min. a 15 Ib. de presion
y desecados en estufa a 37°C por 24 h., se coloc6, por separado 50pL. de extracto acuoso frio y
50uL. de extracto acuoso caliente, por cada variedad en estudio, directamente de los frascos que
contenian los extractos obtenidos. Luego se procedié a su desecacion en estufa a 37°C por 24 h.,
dentro de una placa Petri de vidrio esterilizada. A continuacion se conservaron los discos, dentro

de la placa Petri, a temperatura ambiente.

Preparacion de discos de sensibilidad con extracto seco

En este caso también se tuvo en cuenta el método establecido®”28, Para lo cual previamente se
diluyo el polvo de estevia, obtenido por cada variedad en estudio, en agua destilada estéril en una
concentracion de 100 mg/ml, para luego en cada disco especial de sensibilidad (de papel de filtro
grueso para transferencia de proteinas 3MM), de 5 mm de espesor colocar por separado 50 L. de
extracto seco, por cada variedad en estudio. Luego se procedid a su desecacion en estufa a 37°C
por 24 h., dentro de una placa Petri de vidrio esterilizada. A continuacion se conservaron los discos,

dentro de la placa Petri, a temperatura ambiente.

Preparacion de las cepas de Candida albicans

Se utilizaron para el estudio 30 cepas de Candida albicans, identificadas y aisladas en Agar
Sabouraud a 35°C por 24 a 48 h. a partir de pacientes con candidiasis vaginal que acudieron al
Servicio de Laboratorio del Hospital Regional de Cajamarca. Las cepas fueron identificadas en
dicho laboratorio luego de cultivo previo, en tubos de ensayo que contenian Agar Sabouraud, para

ser posteriormente replicadas y aisladas en el laboratorio del CICET-BIOTEC, con la finalidad de
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obtener cultivos puros, en placas Petri conteniendo también Agar Sabouraud. Antes de seleccionar
el cultivo puro se procedio a la verificacion macroscopica directa de las caracteristicas de las
colonias tipicas aisladas de Candida albicans, complementadas con observacion microscopica
directa de las caracteristicas tipicas de levadura y de tubos germinales, mediante coloracion con

cristal violeta, para posteriormente conservar los aislamientos en refrigeracion entre 2 a 8°C.

Antes de proceder a la evaluacion de la sensibilidad a los antimicdticos de prueba, se procedi6 a
la obtencion, en placa Petri con Agar Sabouraud, de cultivos frescos de cada cepa cuyos tiempos
de incubacion oscilaran entre 24 a 48 h. a 35°C. La obtencion de cultivos frescos se hizo a partir

de los aislados refrigerados mencionados en el parrafo anterior.

EVALUACION in vitro DEL EFECTO INHIBITORIO DEL CRECIMIENTO DE Candida

albicans (Prueba de sensibilidad in vitro a los antimicaticos)

La evaluacion de la sensibilidad de Candida albicans a los antimicoticos contenidos en los
extractos de estevia se realizo tomando como referencia dos métodos estandarizados para la
evaluacion de la susceptibilidad in vitro de microorganismos: 1) el método de Kirby Bauer®’, a
través del cual se determina el diametro de los halos de inhibicion en mm. y su consiguiente
comparacion con patrones establecidos para determinar grados de sensibilidad o resistencia a los
agentes antibacterianos y 2) test de susceptibilidad de Candida albicans a fluconazol mediante
discos de difusion®®3%, que al igual que el método de Kirby-Bauer, también mide diametros de
zonas de inhibicion del crecimiento de las levaduras patogenas. Estos métodos son conocidos
también como antifungigramas®. En el presente estudio se ha seguido el siguiente esquema de

trabajo (Figura 3):
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Procedimiento General:

1.

Sembrar mediante estriado con hisopos de algoddn las cepas de Candida albicans en Agar

Sabouraud.

. Colocar asépticamente los discos conteniendo extractos acuoso frio, acuoso caliente y

extracto seco, asi como los controles (positivo y negativo), respectivos, sobre el cultivo de
Candida albicans.

Incubar a 37°C por 24 a 48 horas.

Leer los resultados mediante la medicién del diametro de inhibicion del crecimiento de

Candida albicans.

Extractos acuoso frio, acuoso
caliente y seco de Stevia
rebaudiana Bertoni

'

Prueba de sensibilidad
a los antimicéticos
con discos de difusion

v

Patdgeno de prueba
(Candida albicans)

v

Efecto inhibitorio
(halos de inhibicion)

v

Evaluacioén: didmetro en mm. del
halo de inhibicion

Figura 3. Diagrama de evaluacion del efecto antimic6tico de las tres variedades
de Stevia rebaudiana Bertoni (segun Kirkpatrick et al. y Barry et al.38:3%:49)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas tiene una larga historia. Estos
productos obtenidos a partir de plantas, animales o fuentes minerales han sido las principales
fuente de medicinas. Muchos esfuerzos se han hecho para descubrir nuevos compuestos
antimicrobianos a partir de varias fuentes tales como microorganismos, animales y plantas. Estos
esfuerzos se han llevado a cabo mediante evaluaciones sisteméticas que han permitido descubrir
nuevos y potencialmente efectivos compuestos antimicrobianos*!, aunque en relacién a Stevia
rebaudiana, a pesar que en otras latitudes vienen llevandose a cabo pruebas de su potencial
antimicrobiano*?, en nuestro pais no se han hecho estudios sobre su potencial antimicdtico y

menos especificamente contra Candida albicans.

A través del presente estudio, se ha determinado que Stevia rebaudiana Bertoni tiene efecto anti
Candida albicans, causante de infecciones vaginales, pero tal efecto es diferenciado dependiendo
de las condiciones de obtencidn de los principios activos, asi como de la variedad de estevia que
se ha llegado a adaptar agronOmicamente en la zona norte de la regién Cajamarca, concretamente

en la provincia de San Ignacio.

El analisis de los resultados obtenidos a traves del presente estudio, se muestran a continuacion:

Efecto de los extractos por variedad ensayada
Variedad Criolla Paraguaya

El efecto de los extractos acuosos frio y caliente y el extracto seco de esta variedad se muestra
en la Tabla 1 y Figura 4, mediante los cuales puede evidenciarse que el efecto mayor es mostrado
por el extracto acuoso frio, pero respecto al efecto mostrado por el antimicético usado como

control (fluzonazol), dicho efecto resulta ser significativamente menor, mostrando halos de
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inhibicién menores a 15 mm. de didmetro, frente a los valores de halos inhibitorios entre 24 y 30

mm. de diametro causados por el control. Cabe resaltar que analizado el efecto de cada extracto

de manera independiente se observa cierta homogeneidad en dichos efectos lo que puede

evidenciar, por parte de las cepas hospitalarias de Candida albicans, una susceptibilidad bastante

similar frente a los metabolitos antimicoticos presentes en cada uno de los extractos probados.

Tabla 1. Actividad in vitro de extractos acuosos y seco de la variedad criolla Paraguaya de Stevia

rebaudiana Bertoni sobre cepas de Candida albicans, mediante tres repeticiones.

Diametros promedio de halos de inhibicion (mm)

Cepa EAF EAC ES C(+) C(-)
1 120+£1.73* 7.0£173* 20+173* 28.0+4.36* s.a.
2 140+£1.00* 6.7+115* 1.0+1.00* 28.0+1.73* s.a.
3 12.0 +2.64* 7.0+264* 23+152* 27.7+1.15*% s.a.
4 13.0 +2.64* 9.6+3.05* 1.0+1.00* 29.0+3.60* s.a.
5 13.0 £2.00* 7.6+152* 1.0+1.00* 30.7+4.72* s.a.
6 142 +321* 63+115* 3.0+£200* 28.3+251* s.a.
7 13.3 +251* 83+230* 3.3+152* 28.3+4.04* s.a.
8 12.3 +152* 83+208* 23+251* 253+152* s.a.
9 116 £3.05* 6.0+2.64* 33+152* 243+570*% s.a.
10 11.0 £1.00* 7.3+2.08* 3.3+251* 27.0+3.60* s.a.
11 11.0 £2.64* 83+152* 23+152* 28.0+3.60* s.a.
12 113 £152* 73+152* 20+173* 26.3+2.08* s.a.
13 116 £351* 7.0+1.00* 3.0+1.00* 25.3+2.30*% s.a.
14 13.3 £251* 6.6+251* 2.0+200* 30.7+0.57* s.a.
15 11.3 £251* 63+251* 1.0+ 2.64* 26.0+2.00* s.a.
16 12.6 £3.05* 8.6+251* 2.0+2.00* 28.0+2.00* s.a.
17 11.3 £350* 6.0+3.00r 2.0+1.73* 28.7+2.08* s.a.
18 13.3 £2.08* 7.3+208* 23+288* 243+351* s.a.
19 11.2 £3.05* 6.0+264* 17057 27.7+288* s.a.
20 15.0 £2.00* 6.0+1.00* 23+152* 29.6+2.30* s.a.
21 10.0 £1.73* 63+152* 27+152* 247+251* s.a.
22 12.3 +£.08* 56+152* 23+2.08* 29.0+3.00* s.a.
23 10.0 £2.64* 50+2.64* 2.0+2.00* 28.3%351* s.a.
24 13.4 £3.05* 56+152* 27+251* 29.0+2.00* s.a.
25 11.0 £2.64* 7.0+200* 27+208* 25.0+2.64* s.a.
26 132 £4.04* 6.3+208* 1.0+1.00* 26.0+4.00* s.a.
27 12.6 £3.05* 7.7+057* 23+152* 29.7+3.21* s.a.
28 13.0 £4.00* 56+057* 20+2.00* 26.0+2.00* s.a.
29 11,3 £251* 6.3+152* 13+057* 29.0+4.00* s.a.
30 140 £3.05* 50+2.64* 20+1.00* 28.6+3.05* s.a.

Fuente: datos del experimento

EAF: extracto acuoso frio EAC: extracto acuoso caliente ES: extracto seco C(+): control positivo (fluconazol)
C(-): control negativo s.a. sin actividad.
Se muestran los promedios a partir de tres repeticiones de los didmetros de los halos de inhibicion del crecimiento de

Candida albicans con sus respectivas desviaciones estandar.
* No hay diferencia significativa cuando p<0.01
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Este hecho permite considerar que los tratamientos a los que se someti6 a los extractos acuoso
caliente (tratamiento de extraccién con calor) y en especial al extracto seco (tratamiento de
extraccion mediante agua caliente y la accion adicional de sustancias quimicas, alcalinizantes y
acidificantes), de alguna manera, han influido alterando la composicion de los extractos en relacion
a sus componentes activos antimicrobianos, que de cierta forma y sobre todo en los extractos
acuosos frios, pueden actuar de manera concomitante con los otros componentes termorresistentes
para ejercer especificamente su efecto antimicotico contra las cepas de Candida albicans. En este
altimo caso, el extracto seco esta compuesto en gran mayoria por los glucosidos diterpénicos
(esteviosido y rebaudiosidos), tal como lo demuestra el andlisis cromatografico por HPLC (ver
Apéndice), aunque algunos estudios®®, sefialan que en los extractos secos de hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni, contienen ademas de glicdsidos diterpénicos, flavonoides, alcaloides,
clorofilas solubles en agua y xantofilas, también contienen acidos hydroxycynamico,
oligosacaridos neutros solubles en agua, azlcares libres, aminoacidos, lipidos, aceites esenciales
y otros elementos traza. Esta composicion no esta referida a la obtencion de extracto seco mediante
el método modificado a partir del referido por algunas investigaciones®, que permite obtener un
extracto mas purificado. Lo anteriormente afirmado permite considerar que los glicosidos
diterpénicos (componentes edulcorantes de estevia), que estan en mayor concentracion en el
extracto seco obtenido a través del presente estudio y aun los otros componentes referidos, no
serian, precisamente, los elementos que tienen actividad antimicética contra Candida albicans,

dada la poca actividad mostrada mediante la Tabla 1 y Figura 4, respectivamente.
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Figura 4. Efecto de extracto acuoso frio (EAF), extracto acuoso caliente (EAC) y extracto seco (ES) de
Stevia rebaudiana Bertoni, variedad criolla paraguaya sobre el crecimiento in vitro de Candida
albicans. C(+): control positivo (fluconazol).

Valores obtenidos a partir de la Tabla 1.

De manera complementaria, de acuerdo a investigaciones previas*#243, se puede afirmar que el
contenido de las hojas de estevia, sobre todo en extractos que no han sido sometidos al
procedimiento de obtencion de extractos secos, es mucho mas variable y diferenciado, ya que
ademas de los dulcosidos, en las hojas frescas de estevia estan presentes compuestos como: acido
ascorbico, B-caroteno, cromo, cobalto, magnesio, hierro, potasio, fésforo, riboflavina, tiamina,
estafio, zinc, apigenina, austroinilina, avicularin, PB-sitoesterol, &cido caféico, campesterol,
cariofileno, centaureidin, acido clorogenico, kaempferol, luteolina, quercetina, estigmasterol,
ademas de compuestos fenolicos, entre otros mencionados por Geuns®, como Labdans
(diterpenoides): jhanol, austroinulina, varias esterebinas. Triterpenoides: acetato de amyrina,
palmitato de lupeol. Esteroles: B-sitosterol, estigmasterol, campesterol. Flavonoides: apigenina,
kampferol, luteolina, varias quercetinas, centaureidina, cosmosiina. Aceites volatiles: numerosos
monoterpenos, sesquiterpenos, alcanoles, aldehidos y alcoholes aromaticos. Otros fitoquimicos:
clorofilas Ay B, betacaroteno, taninos, acido tartarico, acido citrico y acido formico. Componentes
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inorganicos adicionales como: calcio, sodio. Toda esta variedad de compuestos, cuya mayoria
puede estar presente sobre todo en los extractos acuosos crudos frios, explicaria el efecto
diferencial mayor de este tipo de extracto sobre los extractos acuoso caliente y mas sobre el efecto
del extracto seco, obtenido como ya se menciond, mediante tratamiento por calor y con
compuestos quimicos que podrian ejercer efectos desnaturalizantes sobre los componente activos

contra microorganismos en especial contra Candida albicans.

Variedad Criolla San Ignacio

Los efectos producidos por esta variedad se muestran en el Tabla 2 y Figura 5. En este caso y de
forma similar al resultado obtenido con la variedad criolla paraguaya, se puede evidenciar que el
extracto seco ha producido el menor efecto antimicético y el extracto acuoso frio el mayor efecto
inhibidor. Aun asi el efecto de los tres extractos se mantiene por debajo del efecto del control
positivo (fluconazol), ya que no superan el limite de 25 mm. de didmetro de los halos de inhibicidn,
aungue cabe resaltar que a pesar de esta limitante, el efecto de los extractos en especial el acuoso
caliente y el acuoso frio (con halos de inhibicidn entre 9 a 25 mm. de didmetro), es superior a los
valores mostrados por la variedad criolla paraguaya que no supera los 15 mm. de diametro de sus
halos de inhibicion. Igualmente el efecto de cada uno de los extractos probados se mantiene
bastante similar cuando se analizan tales efectos por separado respecto a las cepas de Candida

albicans a las que se sometio al tratamiento in vitro.
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Tabla 2. Actividad in vitro de extractos acuosos y seco de la variedad criolla de San Ignacio de Stevia
rebaudiana Bertoni sobre cepas de Candida albicans, determinada mediante tres repeticiones.

Halos de inhicién (mm)

Cepa EAF EAC ES C(+) C(-)
1 16.0+£2.00* 11.7+152* 23+152* 273+6.11* s.a.
2 18.7+2.08* 11.0+264* 16+251* 32.7+4.73* s.a.
3 18.7+251* 10.0+251* 23+152* 26.0+2.00* s.a.
4 21.0+2.64* 13.7+3.05* 1.0+1.00* 28.0+3.60* s.a.
5 16.0£2.00* 146+152* 1.0+1.00* 28.7+4.72* s.a.
6 18.7+4.16* 10.3+1.15* 3.0+2.00* 28.7+251* s.a.
7 18.6+251* 10.3+230* 3.3+152* 33.3+4.04* s.a.
8 22.3+152* 10.3+2.08* 23+251* 323+152* s.a.
9 18.6+£3.05* 9.0+264* 32+152* 32.3+5.69* s.a.
10 21.0£1.00r 9.3+208* 33+251* 29.0+3.60* s.a.
11 20.0+2.64* 93+153* 23+152* 29.0+3.60* s.a.
12 25.3+1.52* 10.3+1.53* 20+173* 30.3+2.08* s.a.
13 19.6+351* 9.0£1.00r 2.0%+1.00* 29.3+231* s.a.
14 18.3+251* 10.7+252* 3.0+200* 30.7+0.57* s.a.
15 19.3+251* 10.3+251* 2.0+264* 28.0+2.00* s.a.
16 21.6 £3.05* 12.7+251* 1.0+200* 30.0+2.00* s.a.
17 19.3+3.51* 10.0+£3.00~ 2.0+173* 29.7+2.08* s.a.
18 20.3+2.08* 10.3+2.08* 23+289* 28.3+351* s.a.
19 20.7£3.05* 10.0%+2.65* 2.7+0.57* 31.6+2.89* s.a.

20 18.0+£2.00* 10.0+1.00* 13+152* 29.7+231* s.a.
21 20.0+£1.73* 93+153* 27+152* 30.7+251* s.a.
22 22.3+2.08* 10.7+153* 23+208* 31.0%£3.00* s.a.
23 18.0+2.65* 10.0+2.64* 2.0+2.00* 28.3+351* s.a.
24 19.7+3.05* 9.7+153* 27+252* 28.0+2.00* s.a.
25 21.0+2.65* 11.0+2.00* 2.7+2.08* 29.0+2.64* s.a.
26 19.7+4.04* 93+208* 2.0+1.00* 29.0+4.00* s.a.
27 19.6 +3.05* 9.7+057* 13+152* 30.7+3.21*% s.a.
28 19.0+4.00 11.7+0.57* 2.0+2.00* 30.0+2.00* s.a.
29 21.3+251* 103+153* 13+0.57* 30.0+4.00% s.a.
30 19.7 +3.05* 13.0+2.65* 2.0+1.00* 29.7 +3.06* s.a.

Fuente: datos del experimento

EAF: extracto acuoso frio. EAC: extracto acuoso caliente ES: extracto seco C(+): control positivo (fluconazol) C(-):
control negativo s.a. sin actividad.

Se muestran los promedios a partir de tres repeticiones de los didmetros de los halos de inhibicidn del crecimiento de
Candida albicans con sus respectivas desviaciones estandar.

* No hay diferencia significativa cuando p<0.01

Como se puede notar, la diferencia mostrada en esta comparacion estaria en relacién a lo que ha
sido reportado®?, quienes determinaron en un estudio distinto sobre el nivel edulcorante (azlcares
totales), mediante refractometria, de extractos acuosos de tres variedades de Stevia rebaudiana
Bertoni, procedentes de seis localidades de las provincias de San Ignacio y Chota del departamento
de Cajamarca, obtenidos mediante agua a 60 °C de temperatura, que la concentracién de
edulcorantes y de otros principios acompafiantes en las 3 variedades evaluadas en la presente

investigacion, fue en el siguiente orden de menor a mayor: criolla paraguaya, criolla San Ignacio
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y EIRETE mejorada. Esta diferenciacion estaria mostrando, de una parte, que el nivel mayor de
componentes edulcorantes y otros acompariantes que no fueron afectados por el tratamiento de
calentamiento mayor a 60°C, sobre todo estos ultimos, reportados en algunas investigaciones***®
han podido contribuir a un efecto superior sobre Candida albicans por parte de la variedad criolla
San Ignacio respecto a la variedad criolla paraguaya. De otra parte, es probable que la
concentracion mayor de componentes activos de la variedad criolla San Ignacio respecto a la de
los componentes de la variedad Criolla paraguaya, esté en relacion a la capacidad productiva de la
misma variedad, dado que ha sido demostrado’ que la concentracion de metabolitos también esta
influenciada por las condiciones genéticas propias de la variedad, que responden de manera
diferenciada frente a condiciones de suelo, temperatura, luminosidad, como factores ambientales
determinantes en la productividad de las plantas que son sometidas a condiciones de cultivo en

campo.
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Figura 5. Efecto de extracto acuoso frio (EAF), extracto acuoso caliente (EAC) y extracto seco (ES) de
Stevia rebaudiana Bertoni, variedad criolla San Ignacio sobre el crecimiento in vitro de Candida
albicans. C(+): control positivo (fluconazol).

Valores obtenidos a partir de la Tabla 2.
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Variedad EIRETE

En relacion al efecto producido por los extractos de esta variedad (Tabla 3 y Figura 6), se

comprueba que es significativamente mayor respecto al efecto producido por las otras dos

variedades, sobre todo del extracto acuoso frio cuyos halos de inhibicion oscilan entre 15 y 35

mm., incluso algunos de los extractos produjeron un efecto superior al control positivo

(fluconazol). Estos efectos pueden estar en relacion con las caracteristicas de mejoramiento de esta

variedad, las mismas que a continuacion se mencionan.

Tabla 3. Actividad in vitro de extractos acuosos y seco de la variedad EIRETE de Stevia rebaudiana

Bertoni sobre cepas de Candida albicans, determinada mediante tres repeticiones.

Halos de inhicion (mm)

Cepa EAF EAC ES C(+) C(-)
1 17.7+3.06* 83+153* 23+153* 29.7+3.06% s.a.
2 16.7+2.08* 9.7+252* 23+208* 28.7+4.04* s.a.
3 20.0£2.00* 9.7+153* 27+208* 27.3+208* s.a.
4 21.3+231* 10.7+153* 2.0+2.64* 33.3+3.06% s.a.
5 32.0+2.00* 11.7+153* 2.0%1.00* 27.0+3.61* s.a.
6 20.0+5.29* 10.7+2.08* 4.7+153* 29.0+458* s.a.
7 19.0+3.00 10.7+0.58* 4.0+1.73* 28.314.04* s.a.
8 25.7+1.15* 10.0+200* 2.7+153* 29.0+4.36* s.a.
9 19.0+2.65* 9.0+1.00* 2.0+1.00* 30.7+6.66* s.a.
10 18.3+251* 10.0+1.00* 2.0+2.65* 31.7+2.08* s.a.
11 320+361* 93+153* 20%+1.00* 26.3+153* s.a.
12 22.0+2.00* 9.0+1.00* 27+153* 29.0+265* s.a.
13 18.7+251* 7.7+153* 20+1.00* 27.0%264* s.a.
14 20.0+2.65* 10.0+1.00* 2.0%1.00* 28.3+251* s.a.
15 17.7+153* 10.7+208* 23+153* 28.7+2.08* s.a.
16 18.3+1.53* 10.0+2.00* 2.3+208* 30.7+2.08* s.a.
17 20.7+153* 10.0+1.00* 2.7+1.15* 29.3+3.05* s.a.
18 20.3+2.08* 11.7+153* 23+153* 28.7+252* s.a.
19 35.7+4.93* 10.0+265* 1.0x+1.00* 29.7+252* s.a.
20 35.7+3.05* 10.0+1.004 2.0+1.00* 26.7+2.08* s.a.
21 20.0+3.61* 97+153* 20+1.00* 29.7+231* s.a.
22 21.7+416* 93+115* 17+153* 29.3+2.30* s.a.
23 21.3+3.05* 10.0+2.00* 3.3+115* 29.0+3.61* s.a.
24 21.0+2.00* 10.7+1.53* 1.0+2.00* 29.3+4.16* s.a.
25 19.7 £3.05¢ 10.3+153* 13+231* 29.0+1.00* s.a.
26 18.7+1.53* 93+153* 20+1.00* 29.0%3.61* s.a.
27 35.3+3.05* 9.7+0.58* 23+153* 26.0+2.00* s.a.
28 21.7+4.16* 93+208* 23+252* 29.0+3.00* s.a.
29 20.7+153* 93+058* 27+153* 29.3+4.16% s.a.
30 22.7+351* 103+1.15* 23+153* 29.0+3.60* s.a.

Fuente: datos del experimento

EAF: extracto acuoso frio. EAC: extracto acuoso caliente ES: extracto seco C(+): control positivo (fluconazol)
C(-): control negativo s.a. sin actividad.

Se muestran los promedios a partir de tres repeticiones de los didmetros de los halos de inhibicion del crecimiento de
Candida albicans con sus respectivas desviaciones estandar.

* No hay diferencia significativa cuando p<0.01
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Figura 6. Efecto de extracto acuoso frio (EAF), extracto acuoso caliente (EAC) y extracto seco (ES) de
Stevia rebaudiana Bertoni, variedad EIRETE sobre el crecimiento in vitro de Candida albicans.
C(+): control positivo (fluconazol).
Valores obtenidos a partir de la Tabla 3.

De una parte cabe resaltar que a nivel del contenido total de principios activos, la diferencia de
la variedad EIRETE respecto a las otras variedades se hace notoria coincidente con algunos
estudios®? donde ha sido reportado que la concentracion de glicsidos totales, determinada por
refractometria, del extracto caliente de la variedad EIRETE mejorada era superior a la de otras
variedades analizadas en la presente investigacion. Estos hechos diferenciales también encuentran
fundamento a favor de un mejor potencial fitoterapéutico de la variedad EIRETE en el sentido de
poseer ventajas de indole genético dado que segln algunos reportes®, la variedad EIRETE es una
variedad clonal de estevia, denominada IAN / VC — 142 ( Eirete), desarrollada en el Instituto
Agronomico Nacional (IAN) de Caacupé (Paraguay), con caracteristicas agronémicas
ampliamente superiores respecto a la variedad criolla paraguaya y de acuerdo al estudio de

adaptacion agroecoldgica realizado con las tres variedades en el departamento de Cajamarca®, la

variedad EIRETE posee mejores posibilidades de adaptacion agrondmica incluso respecto a la
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variedad criolla San Ignacio, ademas la concentracion de principios activos edulcorantes es mayor,

de acuerdo a lo reportado®, también a comparacion de la variedad criolla San Ignacio.

Finalmente, también ha sido determinada® otra caracteristica resaltante en la variedad EIRETE
en relacion a la concentracion de principios edulcorantes, esta variedad contiene una concentracion
de 7% maés de tales principios, principalmente en lo que respecta al Rebaudiosido A, del contenido
total de glicosidos, que la variedad criolla paraguaya, lo que de acuerdo a lo reportado® se puede
afirmar que el contenido mayor de principios activos y por lo tanto del potencial terapéutico de la

variedad EIRETE también es mayor respecto a la variedad criolla San Ignacio.

Asi mismo, cabe resaltar que la variedad EIRETE produce, a traves del extracto acuoso frio y a
comparacion con las otras variedades, un efecto mas notorio respecto a la inhibicion del
crecimiento de Candida albicans, que incluso supera el efecto del control positivo (fluconazol),
sobre las cepas de Candida N° 5, 11, 19, 20 y 27 (ver Figura 6). Ademas el rango del halo de
inhibicion de la variedad EIRETE que oscila entre 15 y 36 mm., resulté ser mucho mayor respecto
al rango del halo de inhibicion de la variedad criolla paraguaya (entre 10 y 15 mm.) e igualmente,
respecto al rango del halo de inhibicion de la variedad criolla San Ignacio (entre 15 y 25 mm.).
Este resultado permite inferir, de una parte, que el efecto mayor podria deberse a que segun algunos
estudios®, los componentes activos antimicrobianos estarian en mayor concentracion o que la
calidad de inhibicién del crecimiento de Candida, podria deberse a las condiciones genéticas

mejoradas de la variedad EIRETE.

Al hacer una comparacion conjunta para verificar el efecto de cada tipo de extracto (acuoso frio,
acuoso caliente y extracto seco), segun las variedades probadas (Figura 7), se puede evidenciar
mejor la diferencia de dicho efecto ya que en la figura correspondiente se muestra en la parte

inferior el efecto comparativo del extracto seco obtenido de cada variedad evaluada en el presente
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estudio mostrandose que en conjunto el efecto del extracto seco de cualquiera de las tres variedades
de estevia evaluadas es menor respecto al efecto de los otros dos extractos (acuoso caliente y

acuoso frio).
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Figura 7. Efecto comparativo conjunto a nivel de los extractos obtenidos por variedad de estevia.
(1): extracto acuoso frio, (2): extracto acuoso caliente, (3): extracto seco. CP: variedad criolla
paraguaya, CSI: variedad criolla San Ignacio, E: variedad EIRETE.
Valores obtenidos a partir de la Tablas 1, 2 y 3.

Asi mismo, el efecto del extracto acuoso caliente de cualquiera de las tres variedades de estevia
resulto ser de nivel medio, pero menor que el efecto de los extractos acuosos frios de las tres
variedades de estevia probadas en la presente investigacion. En este ultimo caso el efecto conjunto
de cualquiera de los extractos acuosos frios de las variedades de estevia estudiadas se muestra
como el de mayor nivel, pero debe resaltarse que el extracto acuoso frio de la variedad EIRETE
es el que produjo el mayor efecto coincidentemente con el resultado obtenido en el analisis
estadistico cuando se compararon los efectos medios de los extractos respecto a las variedades

probadas (ver Apéndice).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

. Existe diferencia significativa (p<0.01) en el efecto antimicotico inhibitorio in vitro de las tres
variedades y los tres extractos de Stevia rebaudiana Bertoni en el crecimiento de Candida
albicans.

. En relacién al efecto de acuerdo a la variedad de Stevia rebaudiana Bertoni, la que manifiesta
el mayor efecto inhibitorio in vitro del crecimiento de Candida albicans es la variedad mejorada
EIRETE. La variedad que presenta un efecto inhibitorio medio es la criolla San Ignacio. La
variedad que manifiesta el menor efecto inhibitorio es la criolla Paraguaya.

. Cabe resaltar que aunque estadisticamente la variedad EIRETE de Stevia rebaudiana Bertoni
no manifiesta una notoria diferencia significativa respecto a su efecto inhibitorio frente a la
variedad criolla San Ignacio, tal diferencia si se hace evidente a nivel de los ensayos in vitro.

. Enrelacion al efecto de acuerdo a los extractos probados de Stevia rebaudiana Bertoni, el que
manifiesta el mayor efecto inhibitorio in vitro del crecimiento de Candida albicans es el
extracto acuoso frio (extracto crudo). El extracto que presenta el efecto medio es el acuoso
caliente (infusion), y el extracto que presenta el menor efecto es el extracto seco (polvo o

cristales de estevia).
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RECOMENDACIONES

1. Deben promoverse investigaciones relacionadas con el presente tema de investigacion con
la finalidad de determinar a qué se debe la diferencia de efecto antimicédtico encontrada
entre las variedades, asi como entre los extractos de Stevia rebaudiana Bertoni que se
cultiva en el Perd.

2. Deben realizarse investigaciones para determinar diferencias en el contenido y tipo de
principios activos contenidos en las variedades de Stevia rebaudiana Bertoni peruanas.

3. Deben continuarse con pruebas de efectividad comparativa mas especificas con la variedad
EIRETE de Stevia rebaudiana Bertoni, a fin de establecer dosis de accion antimicotica.
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Anélisis estadistico de la prueba de hipdtesis

De manera complementaria se presenta el analisis estadistico en relacion a la consistencia de los
resultados obtenidos teniendo en cuenta el disefio experimental para probar la hipétesis, para lo
cual se tomd en cuenta la propuesta de las hipdtesis H1y Ho como se describe a continuacion:

H:. Las variedades criolla paraguaya, criolla de San Ignacio y mejorada EIRETE de Stevia
rebaudiana Bertoni adaptadas agronémicamente en la provincia de San Ignacio difieren
entre si en su efecto inhibitorio del crecimiento de Candida albicans.

Ho. Las variedades criolla paraguaya, criolla de San Ignacio y mejorada EIRETE de Stevia
rebaudiana Bertoni adaptadas agrondmicamente en la provincia de San Ignacio no

difieren entre si en su efecto inhibitorio del crecimiento de Candida albicans

Para los efectos considerados se tomé en cuenta un modelo estadistico de Disefio Factorial 2°,

es decir con dos factores a 3 niveles cada factor:

Distribucidn de las variedades y extractos de Stevia rebaudiana Bertoni
segun nivel, para un modelo estadistico de disefio factorial 2°,

Factores Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Variedades | Variedad Criolla | Variedad Criolla de | Variedad EIRETE
Paraguaya (1) San Ignacio (2) 3)

Extractos Extracto Acuoso Extracto Acuoso Extracto Seco
Frio (1) Caliente (2) 3

Modelo Estadistico
Para comprobar la hipotesis se tomd en cuenta el siguiente modelo:
Xijk = p+ait+pj+(ap)ij + &ijx
Donde i=1,2,3. J=123. K=1-30
| = Efecto inhibitorio promedio
ai= Efecto del i-ésima variedad
Bj= Efecto del j-ésimo Extracto

(ap)ij = Efecto de la interaccion entre la i-ésima variedad y el J-ésimo Extracto ensayado.

&ij = Error aleatorio asociado al proceso de muestreo.
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Restricciones tedricas del modelo:
Modelo a efectos fijos.
Los eijx son variables aleatorias independientes con distribucién normal N (0,62)

Nota: Si p < 0.01, Ho se rechaza, caso contrario se trabaja aceptando Hi

De acuerdo a lo propuesto en el modelo estadistico, los resultados obtenidos muestran una
distribucion estadistica normal (Figura 8), es decir, cumplen o estan concordantes con la
restriccion tedrica propuesta del disefio experimental de la presente investigacion y que se ha

tomado en cuenta para el correspondiente analisis.
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Figura 8. Representacion estadistica de la distribucién estadistica normal de los resultados

Procesamiento estadistico del modelo en base a los resultados obtenidos

Resultado de la Ecuacién de regresién

Xijk = p+ait+Bj+(ap)ij + &ijx

RESULTADO = 9.618 - 2.685 VARIEDAD 1 + 1.126 VARIEDAD 2 + 1.559 VARIEDAD 3

+ 8.236 EXTRACTO 1 - 0.830 EXTRACTO 2 - 7.407 EXTRACTO 3 - 2.961 VARIEDAD*EXTRACTO 1 1

+ 0.464 VARIEDAD*EXTRACTO 1 2 + 2.497 VARIEDAD*EXTRACTO 1 3

+ 0.397 VARIEDAD*EXTRACTO 2 1 + 0.396 VARIEDAD*EXTRACTO 2 2 - 0.793 VARIEDAD*EXTRACTO 2 3
+ 2.564 VARIEDAD*EXTRACTO 3 1

- 0.859 VARIEDAD*EXTRACTO 3 2 - 1.704 VARIEDAD*EXTRACTO 3 3
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Resumen del resultado

S R-cuadrado R-cuadrado R-cuadrado
Ajustado (Predictivo)
2.16176 91.35% 91.08% 90.74%

De acuerdo al resultado del procesamiento de la ecuacion de regresion (Xijk = p+ait+pj+(ap)ij +
eijk ) y teniendo en cuenta el modelo propuesto, el valor del coeficiente de regresion (R-cuadrado),
resulta ser mayor a 90%, lo que implica que el modelo se cumple respecto al grado de significancia
de los resultados obtenidos en los experimentos de prueba realizados, debido a que el anélisis de

varianza nos indica lo siguiente:

Andlisis de Varianza (ANOVA)

Fuente GL SUMA DE CUADRADO | VALOR F | VALOR P*
CUADRADOS MEDIO

MODELO 8 12877.7 1609.71 344.46 0.000
LINEAL 4 12086.3 3021.58 646.57 0.000
VARIEDAD 2 981.8 490.90 105.05 0.000
EXTRACTO 2 11104.5 5552.26 1188.10 | 0.000
INTERACCIONES DE 2 4 791.4 197.85 42.34 0.000
TERMINOS
VARIEDAD X EXTRACTO 4 791.4 197.85 42.34 0.000
ERROR 261 | 1219.7 4.67

TOTAL 269 | 14097.4

*p<0.01 (Existe diferencia significativa entre los efectos y las variedades de los extractos).

1. Que el efecto inhibitorio promedio de las diversas variedades ensayadas resulta
significativamente diferente en relacion al nivel 0=0.05, dado que el valor de P=0.000 obtenido

mediante el software correspondiente es menor al valor de p (p<0.01)

2. De igual manera se contrastd que el efecto inhibitorio de los extractos ensayados también es
significativamente diferente entre ellos, en relacion al nivel de 0=0.05, puesto que el valor de

P=0.000 obtenido mediante el software correspondiente es menor al valor de p (p<0.01)

3. Al contrastar el efecto promedio de inhibicion para las diversas interacciones Variedad y
Extracto, éstas resultan significativamente diferentes, puesto que P=0.000 valor mucho menor
a p<0.01
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En relacion a la contrastacion del efecto promedio de inhibicién, cuando se verifica el efecto

inhibitorio por variedad y por extracto, por separado (Figura 9), puede resaltarse que:

Medias ajustadas

variedad extracto .
20 Variedad

1. Criolla paraguaya
2. Criolla San Ignacio
3 3. EIRETE

Extracto
1. Acuoso frio

2. Acuoso caliente
3. Seco

B

Media de Resultado

Figura 9. Contrastacién del efecto promedio de inhibicidn, para verificar el efecto

inhibitorio conjunto por variedad y por extracto.
el efecto inhibitorio de la variedad 2 (criolla San Ignacio) y la variedad 3 (mejorada EIRETE), son
significativamente diferentes en relacion al efecto de la variedad 1 (criolla Paraguaya). Sin
embargo, cuando se compara el efecto inhibitorio entre las variedades 2 y 3 no se muestra una

notoria diferencia significativa entre ambas, en el analisis estadistico.

Asi mismo, en relacion al analisis del efecto de los extractos, por separado, la Figura 5 muestra
que el efecto inhibitorio para estos tres niveles son significativamente diferentes (ver ANOVA),
ademas muestra que el extracto acuoso en frio (1), tiene mayor efecto que el extracto acuoso en
caliente (2), y a su vez éste tiene un mayor efecto inhibitorio que el extracto en seco (3),
resaltdndose que existe una diferencia estadisticamente significativa del efecto del extracto acuoso

frio, respecto a los extractos acuoso caliente y extracto seco.
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De otro lado, cuando se analiza la interaccion combinada de los efectos promedios, de lo

mostrado en el Figura 9, se puede deducir lo siguiente:

a)

De un lado (sector izquierdo de la Figura 9), el mayor valor del efecto inhibitorio in vitro

en base a la interaccion variedad — extracto.

En este sentido se puede apreciar que:

1.

b)

Las variedades 1 (criolla Paraguaya), 2 (criolla San Ignacio) y 3 (mejorada EIRETE), en
su presentacion como extracto seco (3), tienen el menor efecto inhibitorio.

Las variedades (1), (2) y (3), en su presentacién como extracto acuoso caliente (2), tienen
un efecto inhibitorio mediano.

Las variedades (1), (2), y (3), en su presentacion como extracto acuoso en frio (1), tienen
el maximo efecto inhibitorio, pero el mayor efecto se logra con la variedad (3), en su

presentacion como extracto acuoso frio.

De otro lado, también se muestra (sector derecho de la Figura 9), la mayor capacidad
inhibitoria in vitro de la interaccion extracto — variedad, sobre el crecimiento de Candida

albicans, determinandose que:

El extracto 1 (acuoso frio), de la variedad 3 (mejorada EIRETE), muestra la mayor
capacidad de inhibir in vitro el crecimiento de Candida albicans, le sigue en capacidad
inhibitoria el extracto (1) de la variedad 2 (criolla San Ignacio), y el extracto (1) de la
variedad 1 (criolla paraguaya), posee la menor capacidad inhibitoria del crecimiento de

Candida albicans.

En consecuencia, el mejor efecto inhibitorio in vitro lo proporciona el extracto acuoso

frio (1) de la variedad mejorada EIRETE (3).
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Interaccion para resultado

Medias aj ustadas

1 2 3
extracto * variedad variedad
20 |~ 1
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— - ——— =
- -
5
*————" - -—*
0
1 2 3
variedad extracto
Extracto Variedad
(1) Extracto acuoso frio (2) criolla Paraguaya
(2) Extracto acuoso caliente (2) criolla San Ignacio
(3) Extracto seco (3) mejorada EIRETE

Figura 10. Analisis de la interaccion combinada de los efectos promedios de los extractos y variedades
estudiadas.
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Foto 2. Extractos acuosos de Stevia rebaudiana Bertoni
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Foto 3. Extracto seco de Stevia rebaudiana Bertoni

Foto 4. Cepa de Candida albicans recuperada en laboratorio
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Foto 5. Cultivos de Candida albicans sometidas al efecto de los
extractos.
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Foto 6. Efectos antimicéticos positivos de los extractos
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Foto 7. Efectos antimicoticos positivos de los extractos
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