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Lista de abreviaciones

AE: Aceite esencial

AD: Agua destilada

EA: Extracto alcohdlico

ATCC: American Type Culture Collection

CMIA: Concentracion minima inhibitoria antifingica



Glosario

Aceite esencial
Mezcla de sustancias altamente volatiles y olorosas presentes en las plantas, que debido
a estas caracteristicas pueden aislarse mediante destilacion al vapor; quimicamente estan

compuestas por metabolitos vegetales secundarios aromaticos (1).

Extracto alcoholico
Preparados concentrados, que pueden ser de consistencia solida, liquida o semisolida,
generalmente derivados de material vegetal, se obtienen mediante diversos procesos,

utilizando como solvente etanol (2).

Itraconazol
Antimicotico triazolico sintético, con amplio espectro de actividad, su mecanismo de
accion se basa en la deplecion del ergosterol, accion que dafia a la membrana celular,

modificando sus funciones y permeabilidad del hongo (3).

Concentracién minima inhibitoria antifangica (CMIA)

La CMIA, es la concentracion minima de un antifungico para inhibir el crecimiento de

hongos (4).
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Resumen

En la presente investigacion, se evaluo el efecto in vitro del extracto alcoholico y del
aceite esencial de Hyptis eriocephala Benth, sobre el crecimiento de aislamientos clinicos
de Trichophyton rubrum. Se utiliz6 cepas de esta especie fungica obtenidas a partir de
aislamientos de pacientes con onicomicosis de los laboratorios de microbiologia de la red
asistencial de ESSALUD vy del Hospital Regional de Cajamarca. El extracto vegetal fue
preparado por maceracion, mientras que el aceite esencial de H. eriocephala, se obtuvo
mediante destilacion por arrastre de vapor. Se evalud el efecto inhibitorio tanto del
extracto alcoholico como del aceite esencial sobre cinco aislamientos clinicos y en una
cepa de referencia T. rubrum ATCC® 28188™ por el método de dilucién en agar. Los
resultados mostraron que el aceite esencial a las concentraciones de 2%, 1% y 0,5%
poseia un efecto inhibitorio sobre los aislamientos clinicos; mientras que el extracto
alcoholico no mostro efecto inhibitorio sobre el crecimiento fangico. Por lo tanto, se
concluye que el aceite esencial de H. eriocephala exhibe un efecto inhibitorio in vitro
sobre el crecimiento de T. rubrum en todas las concentraciones evaluadas, en contraste
con el extracto alcoholico de esta especie, que no mostro efecto sobre el crecimiento de

este dermatofito.

Palabras clave: Aceite esencial, extracto alcohdlico, onicomicosis, Trichophyton

rubrum, Hyptis eriocephala, efecto antifingico.
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Abstract

In the present research, the in vitro effect of the alcoholic extract and the essential oil of
Hyptis eriocephala on the growth of Trichophyton rubrum was evaluated. Strains of this
fungal species isolated from patients with onychomycosis from the microbiology
laboratories of the ESSALUD healthcare network and the Cajamarca Regional Hospital
were used. The plant extract was prepared by maceration, while the essential oil of H.
eriocephala was obtained by steam distillation. The inhibitory effect of both the essential
oil and the alcoholic extract on clinical isolates and on a reference strain T. rubrum
ATCC® 28188™ was evaluated by the agar dilution method. The results showed that the
essential oil at concentrations of 2%, 1% and 0.5% had an inhibitory effect on clinical
isolates; while the alcoholic extract did not show any inhibitory effect on fungal growth.
Therefore, it is concluded that the essential oil of H. eriocephala exhibits a inhibitory
effect in vitro on the growth of T. rubrum at all concentrations evaluated; in contrast to
the alcoholic extract of this species, which showed no effect on the growth of this

dermatophyte.

Keywords: Essential oil, alcoholic extract, onychomycosis, Trichophyton rubrum,

Hyptis eriocephala, antifungal effect.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

A nivel mundial, la fitoterapia es considerada un pilar fundamental en la solucién de
diversos problemas de salud y se valora como un tratamiento no invasivo para afecciones
tanto agudas como cronicas. En el Per(, su variada geografia favorece el crecimiento de
una gran diversidad de plantas medicinales, de las cuales el 76 % de la poblacion las
reconoce Yy utiliza como terapia alternativa (5). Cajamarca es considerada como una de
las regiones que tiene gran diversidad en plantas con fitoconstituyentes medicinales,
muchas de las cuales han demostrado su potencial terapéutico (6)(7)(8)(9)(10); sin
embargo, aun existen especies como Hiptys eriocephala que no han sido estudiadas en

profundidad, por lo que sus propiedades paliativas contintan siendo desconocidas.

Dentro del género Hyptis, se ha demostrado que algunas especies presentan efectos
antibacterianos y antimicoticos, especialmente frente a diversos dermatofitos
(11)(12)(13), los cuales son causantes de diferentes afecciones a la piel, el cabello y sobre
todo en ufias. Aunque estas infecciones no suelen poner en peligro la vida de las personas,
generan consecuencias estéticas, fisicas, psicosociales y ocupacionales significativas. Un
aspecto clave de la patogenicidad de los dermatofitos es su via de transmision, que ocurre

a través del contacto directo o indirecto con lesiones o fomites contaminados (14).

En el Peru, la prevalencia de onicomicosis es del 54,3 %, siendo las ufias de los pies la
zona més afectada. En Cajamarca, esta afeccion tiene una prevalencia del 49 %, siendo
Trichophyton rubrum el principal agente infeccioso (15)(16). El tratamiento para la

onicomicosis causada por este dermatofito, se basa en el uso de drogas antifungicas
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aplicadas de manera topica y sistémica, empleando usualmente imidazoles, este
tratamiento muchas veces se ve comprometido por la resistencia generada debido al uso
inadecuado de los farmacos (17). A esto se suma que muchos pacientes no completan el
tratamiento debido a la forma de administracion o evitan acudir a establecimientos de

salud por vergiienza, incomodidad o inseguridad causadas por la enfermedad.

Dada esta situacion, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto in vitro
del del extracto alcohdlico y del aceite esencial de Hyptis eriocephala Benth sobre el
crecimiento de aislamientos clinicos de Trichophyton rubrum. Para ello, se obtuvo el
extracto alcohdlico mediante maceracion y el aceite esencial por medio de la técnica de
arrastre de vapor. La muestra vegetal fue recolectada en el centro poblado de Yumagual,
distrito de San Juan, provincia de Cajamarca; las muestras microbiologicas provinieron
de aislamientos obtenidos en los laboratorios de microbiologia de la red asistencial de
ESSALUD y del Hospital Regional de Cajamarca. El efecto inhibitorio se evalu6 en los
aislamientos clinicos, asi como en la cepa de referencia T. rubrum ATCC® 28188™,

utilizando el método de dilucién en agar.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion.

En Brasil, De Oliveiray colaboradores (11) evaluaron la actividad antifungica in vitro
del aceite esencial y las fracciones acuosa, hexanica y metandlica de H. ovalifolia
sobre Microsporum canis, M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophythes. El aceite
esencial fue obtenido mediante destilacion al vapor y las fracciones acuosa y
alcoholicas fueron extraidas utilizando cloroformo y agua, para luego ser disueltas en
dimetilsulféxido (DMSO). Los extractos fueron sometidos a una dilucion seriada al
doble en agar Dextrosa Sabouraud con cloranfenicol y cicloheximida, logrando
obtener concentraciones desde 3,9 hasta 1000 ug/mL. Se utiliz6 el método de pocillos
utilizando la terbinafina (10 pg/mL) como control positivo. Los resultados mostraron
que la fraccion acuosa inhibié el crecimiento en un 40 % (24/60), la fraccion
metandlica en un 90 % (54/60), la hexanica en un 51,7 % (31/60), mientras que el
aceite esencial inhibi6 el 100 % de los 60 dermatofitos probados. Se concluy6 que T.
rubrum fue la especie mas susceptible a la mayoria de las fracciones analizadas,
siendo tres de sus aislamientos inhibidos por la fraccién metandlica a 125 pg/mL y

dos aislamientos inhibidos por el aceite esencial a 7,8 pg/mL.

Por otro lado, Adamu y colaboradores (18) en Nigeria investigaron el efecto
antifngico del extracto acuoso de H. spicigera en concentraciones de 50, 25, 12,5,
6,25, 3,13 y 1,67 mg/mL sobre Aspergillus parasiticus, A. fumigates, Fusarium
proliferatum y F. oxysporum. La actividad antifingica fue evaluada mediante el
método de difusion en pocillos de agar, obteniendo como resultado halos de

inhibicidén con un diametro de 21,33 mm para A. parasiticus, 17,67 mm para A.
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fumigates, 18,33 mm para F. proliferatum y 18 mm para F. oxysporum. La
concentracion minima inhibitoria (CIM) se determiné usando el método de dilucion
en caldo Papa Dextrosa. A. fumigates y F. proliferatum tuvieron una CIM de 6,25
mg/mL, A. niger y F. oxysporum mostraron una concentracion de 12,5 mg/mL

mientras que la CIM de A. parasiticus fue de 3,13 mg/mL.

Otra especie de Hyptis estudiada fue H. lanceolata. En Brasil, Salvial y colaboradores
(19) investigaron la accion antifungica del extracto crudo de esta planta frente a
Candida albicans, C. krusei y C. parapsilosis, empleando la técnica de microdilucion
en caldo con nistatina como control. Los resultados indicaron una CMI de 62,5 ng/mL
para C. krusei, mientras que para C. albicans y C. parapsilosis fue de 125 pg/mL. Asi
mismo, Santos y colaboradores (15) estudiaron el efecto antimicético de H. martiusii
sobre C. albicans, C. krusei y C. tropicalis, utilizando el método de microdilucion en
caldo BHI al 10 %, con concentraciones de extracto entre 8§ pg/mL y 1024 pg/mL.
Los resultados mostraron una CMI de 256 pg/mL contra la cepa de C. krusei; sin
embargo, no se observd actividad antifungica relevante contra C. albicans y C.

tropicalis.

En el Per(, no se han reportado estudios que evallen la actividad antifingica de
plantas del género Hyptis. Solo se ha documentado el trabajo de Bricefio y Chavez(12)
quienes demostraron la actividad antibacteriana de H. eriocephala y presentaron los
resultados del analisis fitoquimico, identificando alcaloides, fenoles, taninos, lactonas
y triterpenos, compuestos con propiedades antimicéticas. Sin embargo, si existen
investigaciones sobre plantas de otros géneros pertenecientes a la familia Lamiaceae,

a la cual también pertenece H. eriocephala.



Merma y colaboradores (20) investigaron la actividad del aceite esencial de
Clinopodium brevicalyx (Cjufiuca) sobre T. rubrum ATCC 28188. El aceite esencial
fue obtenido mediante hidrodestilacion. La sensibilidad de este dermatofito se evaluo
por el método de difusién en disco, y la concentracion minima inhibitoria se
determind por el método de macrodilucién en caldo, obteniendo como resultado una
CMI de 125 pL/mL. Asi mismo se evaluo la emulsiéon topica con diferentes
porcentajes de aceite esencial, la cual presentd actividad antimicética a partir del 12,5
%; concluyendo, que tanto el aceite esencial y la emulsion al 12,5 % tienen actividad

antifingica contra T. rubrum.

En esa misma linea, Aguilar y Juep (21) determinaron la actividad antimicética in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tropaeolum majus L. (mastuerzo)
a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 uL/mL frente a Sporothrix schenckii,
utilizando el método dilucion en agar, ademas se incluy6 un grupo control negativo,
exento del extracto. Los resultados mostraron inhibicion total del crecimiento de S.
schenckii a las diferentes concentraciones, mientras que en la placa control el

crecimiento del hongo fue positivo.

De manera similar, Mendoza y Monsalve (22) demostraron la actividad antifingica
del aceite esencial de Salvia sagittata (salvia azul), sobre Sporothrix schenckii
mediante el método de dilucion en agar, empleando cinco concentraciones (5, 10, 20,
40 y 80 pL/mL) y utilizando fluconazol e itraconazol como controles positivos. En
todas las concentraciones evaluadas se observé inhibicion del crecimiento de S.
schenckii, concluyendo que el aceite esencial de salvia azul tiene un efecto antiflngico

sobre esta especie.



2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Hyptis eriocephala

La especie Hyptis eriocephala Benth pertenece al género Hyptis, dentro de la familia
Lamiaceae, la cual se destaca por su elevado contenido de aceites esenciales, asi mismo,
en propiedades antioxidantes y antimicrobianas, lo que les otorga un valor significativo

en la medicina tradicional. (23).

Taxonomia
Dominio: Eukarya

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Genero: Hyptis

Especie: Hyptis eriocephala Benth

Caracteristicas morfoldgicas de Hyptis eriocephala

Santa Cruz (24), en un estudio realizado en la provincia de Santa Cruz, region Cajamarca,
describe a esta especie como: “Hierbas con tallos tetragonos, erectos. Hojas basales con
peciolo de 1-3 cm, las apicales cortamente pecioladas; ovadas, membranaceas, base
obtusa, apice agudo, borde irregularmente dentado, haz finamente pubescente, verdoso;
envés con pubescencia glauca; de 2-4 cm de largo, 1,5-2,5 cm de ancho. Verticilastros
axilares, en cabezuelas con pedunculos de 3-4 cm. Flores cortamente pediceladas, con

caliz hirsuto, morado; corola lilacina, pequena”.



Caracteristicas farmacognosticas del género Hyptis

Las especies del género Hyptis han despertado un gran interés farmacol6gico debido a su
diversa composicion quimica. Se han utilizado tradicionalmente como antimicrobianos
(12)(25)(26)(13), antioxidantes, antiespasmddicos (27), antinflamatorios (28), y

antimicoticos (11)(18)(19)(29)(30).

2.2.2 Compuestos bioactivos de Hyptis eriocephala

Alcaloides

Los alcaloides son compuestos que contienen atomos de nitrogeno bésico, y son
sintetizados por diversos organismos, incluyendo bacterias, hongos, animales, y plantas.
Este compuesto bioactivo se encuentra entre las sustancias vegetales mas eficientes
terapéuticamente; por lo regular, los alcaloides son altamente toxicos; sin embargo, en
pequefias cantidades tienen un marcado efecto paliativo (31). Se ha demostrado que los
alcaloides poseen propiedades antibacterianas, antifungicas y antihelminticas (32). Su
actividad antifungica se basa en la inhibicion de la traduccion proteica, la inhibicién de
enzimas como las hidrolasas y adenilato ciclasa, y la alteracion del transporte iénico, lo

gue compromete la estabilidad de las membranas celulares (33).

Fenoles

Los compuestos fenolicos son metabolitos vegetales secundarios que poseen uno o varios
anillos aroméaticos con uno o mas grupos hidroxilos que son responsables de sus
caracteristicas bioactivas (34). Generalmente se encuentran en plantas de las familias
Ericaceae, Rosaseae, Vitaceae, Asteraceae, Laminaceae y Boraginaceae. Gracias a su
composicion quimica, pueden utilizarse como antisépticos, bactericidas, calmantes y

fungicidas (35). Los fenoles ejercen su efecto antifingico mediante la inactivacion de los
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sistemas enzimaticos fungicos que son esenciales para la produccién de energia y la

sintesis de componentes estructurales (34).

Taninos

Los taninos son compuestos astringentes naturales que se encuentran cominmente en
distintas partes de las plantas, donde juegan un papel crucial en su supervivencia. Estos
compuestos han sido ampliamente estudiados in vitro debido a sus propiedades
bactericidas, antifungicas y antivirales. Su actividad se basa en la capacidad de unirse
irreversiblemente a las proteinas de las membranas celulares mediante grupos amino, lo

que interfiere en la funcion normal de las células (36).

Lactonas

Las lactonas son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza y presentan un
perfil biolégico diverso, que incluye propiedades antiflngicas, antibidticas,
antihelminticas, antitumorales, antivirales, antiinflamatorias y citostaticas (37). Estas
caracteristicas las convierten en candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos

farmacos.

Triterpenos

Los triterpenos son uno de los grupos de compuestos naturales mas diversos y abundantes
en las plantas. Estas moléculas complejas pueden actuar potencialmente como moléculas
de sefializacion y como proteccion frente a patdégenos y plagas (38). Ademas, los
triterpenos poseen propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antivirales, antibacterianas y antifangicas, lo que los convierte en un componente

bioactivo clave (39).



2.2.3 Aceite esencial

Los aceites esenciales son productos aromaticos volatiles obtenidos de diversas especies
vegetales. Estos aceites se encuentran en frutos, flores, semillas, madera, hojas, raices,
cortezas y, en ocasiones, estan presentes en toda la extension de la planta. Los aceites
esenciales comprenden varios componentes, en su mayoria en estado liquido, pero
también pueden comprender particulas sélidas. Son solubles en disolventes como el éter
dietilico, el etanol y miscibles en aceites vegetales, ceras y grasas. Debido a su
caracteristica volatil, pueden extraerse facilmente por distintas técnicas, en especial por

el método de destilacién al vapor (40).

2.2.4 Métodos de extraccion de aceite esencial

Destilacién por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es uno de los métodos mas utilizados para la
extraccion de aceites esenciales, ya que permite la separacion de materiales sensibles
como aceites, resinas e hidrocarburos, que son insolubles en agua y pueden
descomponerse cuando llegan a su punto de ebullicion; sin embargo, los aceites
esenciales contienen sustancias con puntos de ebullicion de hasta 200 °C, pero en
presencia de vapor o agua hirviendo, estas sustancias se volatilizan solo con 100 °C. Este
método ofrece multiples ventajas sobre otras técnicas de extraccion, entre las que
destacan la obtencion de productos libres de solventes, la ausencia de procesos
adicionales de separacion y la posibilidad de operar con voliumenes pequefios o grandes.
Ademas, no suele provocar la descomposicion del producto y el equipo necesario es

relativamente economico (41) (42).



Prensado en frio

El prensado en frio es un proceso fisico que consisten en triturar la materia vegetal para
liberar el aceite, generando una emulsion acuosa que luego se separa mediante
centrifugacion. Su caracteristica principal es que no emplea calor durante el proceso, lo
que preserva las propiedades sensibles al calor de los aceites. Este método es comUnmente

utilizado para la extraccion de aceites de frutos citricos (43).

Hidrodestilacion

En la hidrodestilacion, el aceite esencial se extrae llevando a ebullicion el material vegetal
seco en presencia de agua. A altas temperaturas, los componentes aromaticos volatiles
contenidos en las células vegetales se liberan y forman una mezcla bifasica (oleosa y
acuosa). Esta mezcla se condensa mediante enfriamiento indirecto con agua y luego se

separa por decantacion para aislar el aceite esencial (44).

Extraccion supercritica

La extraccidon supercritica utiliza un solvente, como el diéxido de carbono (CO:), en
estado supercritico (es decir, a temperaturas y presiones superiores a su punto critico)
para extraer sustancias volatiles. Este método es mas rapido que los convencionales,
ademas destaca por su eficiencia y calidad del producto, estas caracteristicas hacen que

esta técnica sea una opcion interesante para ciertas aplicaciones (43).

Extraccion por solventes

La extraccion por solventes es un método usado principalmente para obtener aceites
esenciales de plantas con partes sensibles al calor, como las flores. Se utiliza un solvente,
como etanol, benceno, dimetilo o0 hexano, para disolver los compuestos oleosos presentes

en la muestra vegetal. Posteriormente, el solvente se evapora, dejando Unicamente el
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aceite esencial. Este método es eficaz para extraer aceites de plantas térmicamente labiles

(45).

2.2.5 Extracto alcoholico

Los extractos alcohdlicos se obtienen mediante la disolucion de los componentes de
interés en un solvente adecuado, que varia segun la planta, la parte de la planta utilizada
y la naturaleza de los compuestos bioactivos a extraer (46). El solvente debe penetrar en
el material vegetal para disolver los solutos y luego facilitar su difusion fuera de este.
Cuanto mas fina sea la particula vegetal, mayor serd la eficiencia del proceso de
extraccion, debido a la mejor penetracion del solvente y la mayor difusion de los

compuestos (47).

2.2.6 Meétodos de obtencidn de extractos

Maceracion

La maceracion es un método sencillo de extraccion que consiste en sumergir el material
vegetal seco en un solvente dentro de un recipiente, asegurandose de que quede
completamente cubierto. Esta mezcla se deja reposar durante al menos tres dias, con
agitacion periodica para facilitar la extraccion. Al finalizar el proceso, se separa el orujo
por filtracion o decantacion, generando dos productos, el solido, libre de compuestos y el
liquido, que seria el extracto propiamente dicho (46). Los solventes mas utilizados en este
método son etanol o metanol, considerados como solventes universales (47). Las
principales ventajas de la maceracion incluyen la simplicidad del equipo requerido y la
conservacion de los biocompuestos al realizarse en frio, lo que minimiza la degradacion

térmica (48).

11



Infusion

La infusion es un proceso similar a la maceracion, pero de duracion mas breve. En este
caso, el material vegetal se muele finamente y se mezcla en el solvente durante un corto
periodo de tiempo (5 a 10 minutos). Este método es especialmente adecuado para la

extraccion de compuestos que son facilmente solubles en el solvente utilizado (46).

Digestion

La digestion es una variante de la maceracion que aplica calor moderado, entre 40 y 60°C
durante el proceso de extraccion. EI material vegetal pulverizado y el solvente se mezclan
y se calientan, generalmente en un bafio de agua o en un horno. El uso de calor disminuye
la viscosidad del solvente, facilitando la disolucién y eliminacion de metabolitos

secundarios presentes en la planta (46).

Percolacion

La percolacion es un método dindmico de extraccidn que se realiza en un percolador, un
recipiente de vidrio cdnico con aberturas en ambos extremos. El material vegetal seco y
molido se mezcla previamente con el solvente y se deja reposar durante 4 horas en un
recipiente limpio antes de transferirlo al percolador, donde se mantiene cerrado por la
parte inferior durante 24 horas. Posteriormente, el solvente se introduce desde la parte
superior, saturando el material vegetal por completo, y se abre la salida inferior para que
el liquido gotee lentamente, impulsado por la fuerza gravitatoria. El extracto final se

obtiene por filtracién y decantacién del liquido que ha pasado por el material vegetal (46).
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2.2.7 Trichophyton rubrum

Trichophyton es uno de los tres géneros mas frecuentes responsables de causar
dermatofitosis en humanos (49), T. rubrum tiene la capacidad de colonizar tejidos
queratinizados, como la capa cérnea de la piel, las ufias y el cabello. Su identificacién
puede llevarse a cabo mediante el andlisis de sus caracteristicas morfologicas y

fisioldgicas. (50).

Taxonomia

Dominio: Eukarya

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Género: Trichophyton

Especie: Trichophyton rubrum

Caracteristicas macroscépicas

T. rubrum crece en la mayoria de los medios de cultivo. Puede formar dos tipos de
colonias: unas de color rojizo por ambos lados y otras de color blanco con reverso rojizo;
estas ultimas, tienen un aspecto inicial velloso que se va transformando en aterciopelado
o0 algodonoso, asi mismo los bordes suelen ser desflecados a causa de las prolongaciones

radiales del micelio aéreo que presentan (51).
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Caracteristicas microscopicas

Microscopicamente, T. rubrum es un hongo filamentoso con abundantes hifas. Se
observan microconidios sésiles, de forma piriforme, agrupados en racimos. Los
macroconidios son escasos y presentan septos irregulares en el extremo de las hifas.
También se observa la ausencia de filamentos espirales y la presencia de hifas en forma

de raqueta (51).

2.2.8 Mecanismo de infeccion

Adhesion

La adherencia de las esporas de este dermatofito a la epidermis, esta mediada por las
adhesinas fangicas que se expresan en la superficie de sus microconidios y la interaccion
que existe entre ellas y los receptores de la célula hospedera; las moléculas implicadas
incluyen el gen sowgp y la dipeptidil-pepetidasa IV, a este proceso le sigue la germinacion
de artroconidios, en donde se da la invasion al estrato cérneo por hifas en crecimiento,

este proceso se lleva a cabo en un periodo de tiempo de 3 a 4 horas (52)(53).

Invasion

Tras la adhesion a las células hospederas, las hifas comienzan una expansion de manera
transversal y longitudinal; sin embargo, para poder colonizar a las células se necesita la
reduccion de los puentes de disulfuro que componen a los tejidos queratinizados, para
ello el gen Ssul codifica a una bomba de flujo de sulfito que logra la lisis de las proteinas
que componen los tejidos queratinizados, permitiendo el paso mic6tico. Como resultado
de este proceso, se liberan aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos, que sirven como fuente

nutricional para la supervivencia del hongo (53).
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Patologia

Las infecciones cutaneas causadas por T. rubrum son las mas comunes a nivel global, con
una alta prevalencia y opciones de tratamiento limitadas (54). El desarrollo y la extension
de la infeccion dependen de varios factores como, la virulencia del hongo, la resistencia
del huésped y las condiciones microambientales que favorecen o no su crecimiento. Este
microorganismo puede causar problemas de dermatofitosis, también conocidas como
tifas, que pueden afectar el cuero cabelludo, las manos, los pies, la ingle v,

principalmente, las ufias (55).

2.2.9 Tinea ungueal u onicomicosis dermatofitica

La onicomicosis es una de las infecciones mas comunes que afectan las ufias, siendo
causada en su mayoria por dermatofitos, con T. rubrum como el principal agente
infeccioso. En esta patologia, las esporas colonizan inicialmente el borde libre de la ufia,
propagandose progresivamente (56)(55). Esta enfermedad tiene mayor incidencia en
personas adultas, sin embargo, se puede observar lesiones en adolescentes y nifios. Los
sintomas caracteristicos incluyen un engrosamiento de la placa ungueal, acompariado de
hiperqueratosis subungueal, decoloracion blanquecina o marron-amarillenta, y onicolisis

(separacion de la ufia del lecho ungueal) (57).

Clasificacion

~ Onicomicosis subungueal lateral distal
Es el tipo mas frecuente de onicomicosis. Se caracteriza por la presencia de
hiperqueratosis subungueal, onicolisis distal (separacion de la ufia), engrosamiento de la

lamina ungueal y una decoloracion que varia de amarillo a marron (58).
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~ Onicomicosis superficial
Los organismos infecciosos invaden la superficie de la ufia, manifestindose como
manchas blancas superficiales, aunque en casos raros pueden observarse manchas negras.
Este tipo de onicomicosis es mas prevalente en pacientes inmunodeprimidos,

especialmente en aquellos con VIH (58).

~ Onicomicosis subungueal proximal
El hongo invade la ufia desde la superficie inferior del pliegue ungueal proximal y
progresa distalmente. Se observan parches difusos o un patron estriado transversal en la

ufia afectada (58).

~ Onicomicosis distrofica total
Es la fase avanzada de la onicomicosis, en la que la placa ungueal se encuentra

completamente dafiada y severamente distréfica (58).

2.2.10 Otras infecciones dermatofiticas

Tinea manuum

La tinea manuum o tifia de las manos afecta generalmente una sola mano, aungue en
algunos casos ambas pueden verse comprometidas. Se manifiesta en la palma y los
espacios interdigitales. Existen dos variantes: una inflamatoria, con vesiculas, y otra seca,

que se presenta con anhidrosis (sequedad) y descamacion (59).

Tinea corporis
Esta infeccion fungica afecta la piel sin vello, causando respuestas toxicas y alérgicas
debido a los metabolitos del hongo. Se presenta como lesiones anulares, eritematosas,
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pustulosas o verrugosas. Los bordes de las lesiones pueden mostrar pustulas y, con el
tiempo, la piel afectada puede presentar hipopigmentacion o hiperpigmentacion

posinflamatoria (55)(60).

Tinea capitis
Afecta el cuero cabelludo, principalmente en nifios, y suele desaparecer en la pubertad.
El hongo infecta el estrato corneo del cuero cabelludo, y si invade un foliculo piloso,

puede penetrar en la parte muerta del cabello, causando su debilitamiento (55).

Tinea pedis

También conocida como pie de atleta, la tinea pedis es mas comdn en hombres que en
mujeres y rara en nifios. Suele manifestarse en estaciones célidas. Se clasifica en tres
formas clinicas: la forma interdigital, la hiperqueratdsica descamativa y las erupciones

vesiculo-ampollosas inflamatorias (55).

2.2.11 Tratamiento

Existen diferentes opciones de tratamiento para la onicomicosis, antimicoticos orales
como la terbinafina y el itraconazol y antimicéticos topicos como la ciclopiroxolamina,
amorolfina, y efinaconazol. Generalmente, los antimicéticos orales son la primera opcion
por sus altas tasas de éxito; sin embargo, pueden estar asociados con enfermedades
hepaticas cronicas, insuficiencia cardiaca y disfuncion renal. Ademas, pueden interferir
con otros farmacos ocasionando efectos adversos graves. Estas complicaciones han
Ilevado a un mayor interés en las terapias topicas, ya que tiene mayor facilidad de
aplicacion y menor riesgo para el paciente, aun asi, también presentan limitaciones, como

tasas de curacion bajas y mayor duracién requerida del tratamiento (61).
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2.3 Definicion de términos béasicos

Aceite esencial

Es una mezcla de sustancias volatiles y aromaticas presentes en plantas, que pueden ser
extraidas mediante destilacion al vapor. Quimicamente, los aceites esenciales estan
compuestos por metabolitos secundarios de las plantas, como terpenos y fenoles, que les

confieren sus propiedades aromaticas y bioactivas (1).

Extracto alcohdlico

Es un preparado concentrado derivado de material vegetal, que puede tener consistencia
liquida, semisolida o solida. Se obtiene mediante la extraccion de compuestos bioactivos
utilizando etanol como solvente, lo que permite aislar tanto los componentes polares

como algunos no polares de las plantas (2).

Itraconazol

Es un antimicético sintético perteneciente a la clase de los triazoles, caracterizado por
su amplio espectro de actividad antifingica. Su mecanismo de accidn consiste en la
inhibicidn de la sintesis de ergosterol, un componente esencial de la membrana celular
fangica, lo que altera la funcion y la permeabilidad de la célula, causando la muerte del

hongo (3).

Concentracién minima inhibitoria antifungica (CMIA)
Se refiere a la menor concentracion de un antifingico que es capaz de inhibir el
crecimiento visible de hongos en una prueba de laboratorio. La CMIA es un indicador

clave para evaluar la efectividad de un tratamiento antifungico (4).
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CAPITULO 111

DISENO DE LA CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Disefio de la Investigacion

La presente investigacion es de tipo basico y de disefio cuasi experimental.

3.2 Material bioldgico

~ Aislamientos de Trichophyton rubrum provenientes de muestras clinicas de
pacientes con onicomicosis, obtenidas en los Laboratorios de Microbiologia de la
Red Asistencial de ESSALUD vy del Hospital Regional de Cajamarca (Apéndice
N°1).

~ Cepa de referencia de Trichophyton rubrum ATCC 28188, utilizada como control
para garantizar la validez de los resultados.

~ Hojas de Hyptis eriocephala, colectadas en el centro poblado Yumagual, distrito
de San Juan, provincia de Cajamarca ubicado a una altitud de 2610 m.s.n.m., con

coordenadas UTM 17S 775601 9197457.

3.3 Procedimiento

3.3.1 ldentificacién taxondémica de H. eriocephala
Se colecto el ejemplar completo de H. eriocephala, y se traslado al herbario “Isidoro
Sanchez Vega” de la Universidad Nacional de Cajamarca para su correcta

identificacion taxonomica (Anexo N°1) (Apéndice N°2).

19



3.3.2 Coleccidn de la muestra vegetal
Una vez concluida la identificacion taxondmica, se procedié a la coleccion de las
hojas de Hyptis eriocephala en horas de la mafiana. En total, se recolectaron
aproximadamente 12 kg de hojas frescas, las cuales fueron envueltas en papel kraft y

transportadas en bolsas de polipropileno (Apéndice N°3).

3.3.3 Seleccion y desinfeccion de la muestra vegetal
El material recolectado fue sometido a un proceso de seleccion, durante el cual se
eliminaron sustancias extrafias, insectos y cualquier hoja con dafios fisicos. Luego,
las hojas fueron desinfectadas utilizando una solucién de hipoclorito de sodio al 10 %
v/v. Posteriormente, se procedid al secado en sombra sobre papel kraft para reducir la
humedad y evitar la volatilizacion de fitoconstituyentes. Este proceso durd

aproximadamente 5 dias (Apéndice N°4).

3.3.4 Obtencion de extracto alcoholico

Se pesaron 500 g de hojas secas de Hyptis eriocephala, que previamente habian sido
sometidas a secado en una estufa a 40 °C por 1 hora.

Las hojas secas se pulverizaron en un mortero y luego se colocaron en un frasco de
vidrio color &mbar. Posteriormente, se afiadid etanol al 96 % en una proporcion de
1:10 p/v. La maceracién se llevo a cabo durante una semana a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido este periodo, el macerado fue filtrado utilizando papel de filtro
y algodén, obteniéndose 600 mL de extracto. Para separar el alcohol, se utilizd un
rotavapor ajustado a 70 revoluciones por minuto, a una temperatura de 40 °C, durante

90 minutos. Se procesaron 100 mL de extracto, obteniéndose finalmente 70 mL, los
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cuales fueron almacenados en un frasco de vidrio ambar y refrigerado a 4 °C hasta su

uso posterior (12) (Apéndice N° 5).

3.3.5 Obtencion del aceite esencial
El resto de hojas seleccionadas de Hyptis eriocephala fueron colocadas en el
recipiente del sistema de destilacion por arrastre de vapor. El proceso de extraccion
del aceite esencial se llevo a cabo durante 4 horas y se repitid en tres ocasiones,
obteniendo aproximadamente 4 mL de aceite esencial. Este aceite presentaba una
apariencia traslicida y amarillenta, con una densidad menor que el agua. Una vez
extraido, el aceite se almacend en un recipiente de vidrio ambar y se refriger6 a 4 °C

hasta su uso posterior (62) (Apéndice N°6).

3.3.6 Reactivacion de la cepa T. rubrum ATCC™ 28188™
La reactivacién de la cepa de referencia T. rubrum ATCC™ 28188™ se realiz6 en
agar Saboraud y se incub6 durante una semana a temperatura ambiente (Apéndice

N°7).

3.3.7 Confirmacion de aislamientos clinicos de T. rubrum
Para la confirmacion de los aislamientos de T. rubrum procedentes de muestras
clinicas, solo se seleccionaron aquellos que presentaban el caracteristico pigmento
rojizo, principal indicador macroscépico de este dermatofito. Los aislamientos fueron
sembrados en placas de agar Sabouraud. Después de un periodo de incubacion de 5
semanas, se observaron sus caracteristicas morfologicas de forma macroscopica.
Posteriormente, se realizaron microcultivos utilizando fragmentos de

aproximadamente 0,5 cm? de agar Saboraud, que se colocaron en el centro de un
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portaobjetos suspendido en un soporte, evitando el contacto con el agua destilada,
elemento importante para mantener la hidratacion del cultivo. Después de realizar el
montaje del agar, se recolectaron propagulos de cultivo fingico con un asa en punta,
y se sembraron utilizando la técnica de puncion; luego, el agar se cubrié con un cubre
objetos para asegurar la adherencia de las estructuras de interés. Este procedimiento
se replicé con los demas aislamientos, asi como con la cepa ATCC. El crecimiento se
evidencio después de 18 dias, en donde utilizando el cubre objetos se prepard una
tincidn con lactofenol para su observacion al microscopio, presenciando abundantes

hifas y microconidios piriformes en racimo (Apéndice N°8).

3.3.8  Determinacion del efecto antifiungico mediante el método de dilucién en
agar
Para la evaluacion del efecto antifungico, como control positivo se empled itraconazol
(100 mg), mientras que el agua destilada esteéril sirvio como control negativo y se
probaron las concentraciones de 2 %, 1 %Yy 0,5 % v/v del aceite esencial y del extracto

alcoholico de Hyptis eriocephala (63) (64).

3.3.9 Preparacion del medio de cultivo
Se prepararon placas Petri con 10 mL de agar Sabouraud, a las cuales se les
adicionaron 200 pL del aceite esencial para obtener una concentracion final del 2 %,
100 pL para una concentracion de 1 %, y 50 pL para la concentracién de 0,5 %,
evitando la formacién de burbujas. Este procedimiento fue replicado con el extracto

alcohdlico (Apéndice N°9).
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3.3.10 Siembrade T. rubrum
La siembra de T. rubrum (aislamientos clinicos y cepa de referencia ATCC 28188) se
realizd6 mediante el método de puncion en las placas de agar ya solidificadas. Las
placas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 5 semanas. Posteriormente,
se evalud el crecimiento o la inhibicion del dermatofito para determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria Antifangica (CMIA). Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado, y los datos obtenidos fueron registrados en una ficha

disefiada para tal fin (Apéndice N°10).

3.4 Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos

La técnica utilizada para la recoleccion de datos fue la observacion de los resultados.
Como instrumento de recoleccién, se emple6 una ficha de registro, disefiada
especificamente para documentar el crecimiento o inhibicion de T. rubrum bajo diferentes
concentraciones del extracto alcohdlico y el aceite esencial de H. eriocephala. Esta ficha
permitio sistematizar y organizar los datos de manera precisa para su posterior analisis

(Apéndice N°11).

3.5 Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los datos fueron ingresados y procesados en una base de datos del software estadistico
IBM SPSS Statistics version 26. Para evaluar la asociacion entre las concentraciones de
aceite y el efecto inhibitorio se aplic la prueba de chi-cuadrado, complementandose con
la prueba exacta de Fisher y la prueba de Monte Carlo debido a la presencia de celdas con

recuentos esperados bajos. Se trabajo con un nivel de significancia estadistica p < 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Evaluacion del efecto antifungico

Aceite esencial de H. eriocephala

Se evaluo la inhibicion del crecimiento de T. rubrum mediante el uso de aceite esencial
de H. eriocephala a concentraciones de 2%, 1% y 0,5%. El estudio incluyé 5 aislamientos
clinicos (001 - 005) y la cepa de referencia (ATCC). Como control positivo, se emple6
itraconazol de 100 mg, mientras que el agua destilada estéril sirvié como testigo. Después
de cinco semanas de incubacién, se observo inhibicion del crecimiento en todos los
aislamientos clinicos, independientemente de la concentracion del aceite esencial (Tabla

1, Figura 1).

Con respecto a la cepa ATCC, la concentracion del aceite esencial al 2% mostro un efecto
inhibitorio notable, mientras que la concentracion del 1% present6 un efecto inhibitorio
menor, y la concentracion del 0,5% no mostré efecto inhibitorio in vitro (Figura 2,
Apéndice N° 12). No se observo asociacion significativa (p > 0,05) entre las
concentraciones del aceite esencial y la inhibicion del crecimiento en todos los

aislamientos de T. rubrum.
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Tabla 1. Inhibicion del crecimiento de T. rubrum frente a diferentes concentraciones del

aceite esencial de H. eriocephala y el itraconazol.

Caodigo de ITZ AD
aislamiento  AE 2% AE1% AE0,5% (control positivo) (testigo)
ATCC - - - + -
001 + + + + -
002 + + + + -
003 + + + + -
004 + + + + -
005 + + + + -

p > 0,05, estimacion de Monte Carlo

AE: Aceite esencial de H. eriocephala ITZ: Itraconazol (100 mg) AD: Agua destilada
(+): Inhibicion de crecimiento

(-): Sin inhibicion de crecimiento

Figura 1. Efecto inhibitorio del aceite esencial de H. eriocephala a diferentes

concentraciones sobre el aislamiento T. rubrum 001.
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Figura 2. Efecto del aceite esencial de H. eriocephala a diferentes concentraciones sobre

la cepa T. rubrum ATCC 28188.

Extracto alcohélico de H. eriocephala

No se observoé inhibicion del crecimiento de T. rubrum en ninguno de los aislamientos
clinicos (001 — 005) ni en la cepa de referencia (ATCC) cuando se utilizo el extracto
alcohdlico de H. eriocephala, independientemente de la concentracion evaluada (2%, 1%,
y 0,5%). En todas las pruebas realizadas, el crecimiento del hongo no fue afectado por el
extracto en ninguna de las concentraciones probadas. Por el contrario, el itraconazol
provoco una inhibicion completa del crecimiento en todas las cepas clinicas, mientras que
el control negativo (agua destilada) no mostré ningan efecto inhibitorio (Figuras 3y 4)

(Tabla 2, Apéndice N° 13).
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Tabla 2. Inhibicion del crecimiento de T. rubrum frente a diferentes concentraciones del

extracto alcohdlico de H. eriocephalay el itraconazol.

Caodigo de ITZ AD
aislamiento EA 2% EA 1% EA0,5% (control positivo) (testigo)
ATCC - - - + -
001 - - - + -
002 - - - + )
003 - - - + -
004 - - - + -
005 - - - + -

EA: Extracto alcohdlico de H. eriocephala ITZ: Itraconazol (100 mg) AD: Agua destilada
(+): Inhibicion de crecimiento
(-): Sin inhibicidn de crecimiento

N EAL% £ EAOS5%

Figura 3. Efecto del extracto alcoholico de H. eriocephala a diferentes concentraciones

sobre el aislamiento de T. rubrum 001.
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\§ EA 1% S EA05%

Figura 4. Efecto del extracto alcohodlico de H. eriocephala a diferentes concentraciones

sobre la cepa T. rubrum ATCC 28188.

4.2 Discusion

La medicina natural o tradicional sigue siendo un componente fundamental de los
sistemas de salud, especialmente en los paises en desarrollo, y también como
complemento en contextos donde prevalece el uso de la medicina convencional.
Actualmente, este tipo de medicina se considera como una terapia suave y no invasiva,
con beneficios terapéuticos comprobados para el tratamiento de diversas afecciones,
incluidas enfermedades crénicas, lo cual se atribuye a la amplia variedad de
fitoconstituyentes presentes en las plantas medicinales (5). Dentro de este contexto, el
género Hyptis de la familia Lamiaceae se ha destacado por sus propiedades medicinales
(11)(12)(13); sin embargo, es importante resaltar que la literatura cientifica no ofrece
investigaciones especificas sobre la actividad antifingica de Hyptis eriocephala Benth.
Por ello, los resultados obtenidos en el presente estudio se han comparado con

investigaciones de otras especies mas estudiadas del género Hyptis.
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En cuanto a la obtencidn del aceite esencial, el rendimiento de extraccion del aceite de H.
eriocephala fue del 0,3%, valor similar al reportado por Hernandez (65) , en su
investigacion sobre la caracterizacion y actividad antimicrobiana del aceite esencial de
H. melissoides, extraido mediante arrastre de vapor. El aceite obtenido en el presente
estudio tenia las caracteristicas habituales: un tono amarillo translicido y un olor
caracteristico, indicadores de su alta pureza; ademas, su densidad era inferior a la del
agua, lo cual se comprobé durante el proceso de destilacidn, ya que el aceite se situaba
en la parte superior de la pera de decantacion. El extracto alcohdlico obtenido mostro el
color verdoso caracteristico, que se intensifico tras el uso del rotavapor, y el olor sui
generis, ademas de la ausencia de particulas, indicios que corroboran un proceso
adecuado de maceracion y filtracién. Estas caracteristicas fueron similares a las descritas

por Bricefio (12), quien utilizo la misma especie vegetal en su estudio.

Para la evaluacion del efecto antimicotico, se utilizd la técnica de dilucion en agar,
considerada idonea para evaluar el crecimiento de dermatofitos debido a su lento
desarrollo. Este método se compar6 con la técnica de difusioén en agar con disco, que
presentd limitaciones relacionadas con la composicion del papel filtro Whatman. Los
hidroxilos libres en la superficie del filtro lo hacen hidrofilico, lo que afecta la interaccién
con ciertos compuestos de los extractos naturales e impide una correcta difusion (66). La
técnica de difusion en agar con pozo también fue descartada, ya que el aceite esencial,
rico en compuestos organicos volatiles, presenta caracteristicas que dificultan su
aplicacion, tal como lo reporté Rios en su estudio sobre la composicion quimica y

actividad antibacteriana del aceite esencial de H. suaveolens (62).
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Mediante el método de dilucién en agar con el aceite esencial, se observé una inhibicién
total del crecimiento de los aislamientos clinicos de T. rubrum a concentraciones del 2%,
1% y 0,5%. Este notable efecto antifingico puede atribuirse a la presencia de diversos
compuestos quimicos en el aceite esencial, entre los cuales se destacan los alcaloides,
fenoles, taninos, lactonas y triterpenos. Estos compuestos han demostrado poseer
propiedades antimicéticas, como lo describe Bricefio (12), asi como en los aceites
esenciales de otras especies del mismo género, como H. lanceolata y H. spicigera

(18)(19) .

En cuanto a los alcaloides, estos pueden alterar el transporte de iones y, en consecuencia,
la estabilidad de la membrana fangica (33). Los fenoles, por su parte, inactivan los
sistemas enzimaticos fungicos que son esenciales para la produccion de energia y la
sintesis de componentes estructurales, contribuyendo asi a la muerte celular (34). Los
taninos tienen la capacidad de unirse irreversiblemente a las proteinas de la membrana
fangica mediante grupos amino, lo que potencia su efectividad antimicética (36).
Ademas, las lactonas y los triterpenos son compuestos fitoquimicos con propiedades
antimicoticas comprobadas (18)(19). Los resultados obtenidos en el presente estudio son
comparables a los reportados por Oliveira y colaboradores (11), quienes utilizaron el
aceite esencial de H. ovalifolia frente a dermatofitos como Microsporum canis, M.
gypseum, T. rubrum y T. mentagrophythes, demostrando una inhibicién al 100 %. Estos
hallazgos subrayan el potencial del aceite esencial de H. eriocephala como un tratamiento

efectivo contra infecciones fungicas como las onicomicosis.

Con respecto a los resultados obtenidos con la cepa ATCC 28188, donde no se observo

efecto inhibitorio en ninguna de las concentraciones evaluadas, en contraste con los
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aislamientos clinicos, se puede inferir que esta diferencia radica en la estabilidad de las
propiedades fenotipicas y fisiologicas de la cepa de referencia de tipo nomenclatural (67),
al ser la primera cepa de una especie identificada, suele presentar menor variabilidad
genética (68). Por el contrario, los aislamientos clinicos, aunque pertenecen a la misma
especie, pueden mostrar una mayor diversidad genética, lo que los hace mas o menos

susceptibles a los compuestos fitoquimicos (69).

Es importante destacar que, aunque el aceite esencial de H. eriocephala mostr6 un efecto
exitoso frente a los aislamientos clinicos de T. rubrum, el extracto alcohdlico de la misma
planta no presentd actividad inhibidora, ya que en todas las concentraciones evaluadas se
observo el crecimiento de este dermatofito. Esto podria deberse a factores como la
concentracion del extracto o la naturaleza del solvente utilizado. Sin embargo, Adamu y
colaboradores (18) utilizaron el extracto acuoso de H. spicigera frente a hongos
patdgenos como Aspergillus parasiticus, A. fumigates, Fusarium proliferatum y F.
oxysporum, demostrando actividad antifingica, la cual podria atribuirse a la
concentracion de alcaloides, flavonoides y taninos presentes. Por otro lado, Salvial (19)
evalud el extracto crudo de H. lanceolata frente a Candida albicans, C. tropicalis, C.
krusei y C. parapsilosis, obteniendo resultados positivos solo en estas dos Ultimas
especies, ademas logr6 constatar la presencia de flavonoides y terpenos en esta especie

vegetal.

En cuanto a las limitaciones de este estudio, la escasez de investigaciones previas sobre
H. eriocephala limité la posibilidad de realizar comparaciones bibliograficas mas
detalladas y profundas. Ademas, la colecta de la muestra vegetal tuvo que ser realizada

en meses especificos para garantizar la obtencion de hojas frescas en cantidad suficiente
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y de calidad éptima. Otra limitacion fue la disponibilidad restringida de aislamientos de
T. rubrum en los laboratorios clinicos, lo que redujo el tamafio de la muestra a solo cinco
aislamientos. Finalmente, el proceso de extraccion del aceite esencial presentd
dificultades debido al volumen necesario para el estudio, lo que requirié multiples
corridas en el equipo de destilacidn para optimizar el rendimiento y comprender mejor el

comportamiento de la muestra vegetal.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

~ El aceite esencial de Hyptis eriocephala mostr6 un efecto inhibitorio in vitro sobre
el crecimiento de aislamientos clinicos de T. rubrum a concentraciones de 2%,
1%y 0,5%.

~ La concentracion minima inhibitoria para el aceite esencial de H. eriocephala fue
de 0,5% sobre el crecimiento de T. rubrum.

~ El extracto alcohdlico de H. eriocephala no mostré actividad inhibidora in vitro

sobre el crecimiento de los aislamientos clinicos de T. rubrum.

5.2 Recomendaciones

~ Emplear métodos alternativos de extraccion de aceites esenciales con el fin de
optimizar la obtencion del aceite esencial de H. eriocephala en mayores
cantidades.

~ Evaluar el efecto antimicético de otros tipos de extractos de H. eriocephala,
dado que el extracto alcohdlico no msotré efecto inhibitorio.

~ Identificar y cuantificar los compuestos fitoquimicos presentes en el aceite
esencial de H. eriocephala.

~ Realizar estudios in vivo para evaluar el efecto terapéutico del aceite esencial de

H. eriocephala.
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APENDICES
Apéndice N° 1. Cultivos provenientes de los laboratorios de microbiologia de la red

asistencial ESSALUD - Cajamarca y del Hospital Regional de Cajamarca.

Cultivos de T. rubrum provenientes
de los laboratorios de microbiologia

@d ae
B2 B
n

Cultivos de T. rubrum Cultivos de T. rubrum
(crecimiento en placas) (crecimiento en tubo)




Apéndice N° 2. Lugar de recoleccion del material vegetal

SAN MIGUEL
CELENDIN
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Apéndice N° 3. Coleccion de la muestra vegetal

Coleccion de la muestra vegetal
H. eriocephala
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Apéndice N° 4. Seleccion de la muestra vegetal

Seleccion de hojas de
H. eriocephala

a7



Apéndice N° 5. Obtencion del extracto alcoholico de H. eriocephala

Pesaje del
material vegetal

Medicion de
alcohol de 70°

Pulverizacion del
material vegetal

Filtracion del extracto
después de la maceracion

Extracto resultante

Extracto en el
rotavapor

Extracto resultante
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Conservacion del
extracto




Apéndice N° 6. Obtencion del aceite esencial de H. eriocephala

3 VL ' — ] |
- o —.
By 18 W\ R T -‘\l\=--ﬂ [ ’

Sistema de extraccion por
arrastre de vapor

Aceite obtenido
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Apéndice N° 7. Reactivacion de T. rubrum ATCC 28188

Cepa de referencia Trichophyton
Rubrum ATCC® 28188™.

Reactivacion de la
cepa de referencia
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Apéndice N° 8. Confirmacion de aislamientos clinicos de T. rubrum

Crecimiento en placa de los
aislamientos clinicos

Microcultivos de los
aislamientos clinicos y la cepa
ATCC 28188 de T. rubrum
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Tincién con Lactofenol

Observacion microscopica 40X
T. rubrum ATCC 28188
Microconidios
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Observacion
microscopica 40X
Aislamiento 001
Microconidios

Observacion
microscépica 40X
Aislamiento 002
Microconidios
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Observacion
microscopica 40X
Aislamiento 003
Microconidios

Observacion
microscopica 40X
Aislamiento 004
Microconidios
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Observacion microscopica 40X
Aislamiento 005
Microconidios
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Apéndice N° 9. Preparacion de medios de cultivo

Preparacion del medio de cultivo
(Agar Saboraud + AE de H. eriocephala)

Preparacion del medio de cultivo
(Agar Saboraud + EA de H. eriocephala)
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Apéndice N° 10. Siembra de aislamientos de T. rubrum

Siembra de T. rubrum

Placas sembradas con T. rubrum
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Apéndice N° 11. Evaluacion del efecto antimicético del aceite esencial y extracto
alcoholico de H. eriocephala

Cddigo: 001
Aceite Esencial

Placa 1 Placa 2
2% + +
1% + +
0,5% + +
Itraconazol + +
Testigo - -
Extracto Alcoholico

Placa 1 Placa 2
2% - -
1% - -
0,5% - -
Itraconazol + +
Testigo - -

Leyenda: (+) = Inhibicién (-) = No Inhibicion
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Cddigo:

002

Aceite Esencial

Placa 1 Placa 2
2% + +
1% + +
0,5% + +
Itraconazol + +
Testigo - -
Extracto Alcoholico

Placa 1 Placa 2
2% - -
1% - -
0,5% - -
Itraconazol + +
Testigo - -

Leyenda: (+) = Inhibicion (-) = No Inhibicion
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Cddigo:

003

Aceite Esencial

Placa 1 Placa 2
2% + +
1% + +
0,5% + +
Itraconazol + +
Testigo - -
Extracto Alcoholico

Placa 1 Placa 2
2% - -
1% - -
0,5% - -
Itraconazol + +
Testigo - -

Leyenda: (+) = Inhibicion (-) = No Inhibicion
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Cddigo:

004

Aceite Esencial

Placa 1 Placa 2
2% + +
1% + +
0,5% + +
Itraconazol + +
Testigo - -
Extracto Alcoholico

Placa 1 Placa 2
2% - -
1% - -
0,5% - -
Itraconazol + +
Testigo - -

Leyenda: (+) = Inhibicion (-) = No Inhibicion
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Cddigo:

005

Aceite Esencial

Placa 1 Placa 2
2% + +
1% + +
0,5% + +
Itraconazol + +
Testigo - -
Extracto Alcoholico

Placa 1 Placa 2
2% - -
1% - -
0,5% - -
Itraconazol + +
Testigo - -

Leyenda: (+) = Inhibicion (-) = No Inhibicion
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Cddigo:

Trichophyton rubrum ATCC

Aceite Esencial

Placa 1

Placa 2

2%

1%

0,5%

Itraconazol

Testigo

Extracto Alcoholico

Placa 1

Placa 2

2%

1%

0,5%

Itraconazol

Testigo

Leyenda: (+) = Inhibicién (-) = No Inhibicién
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Apéndice N° 12. Resultados del efecto in vitro del aceite esencial de H. eriocephala

AE 0,5%

Resultados del aislamiento 001
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AE 0,5%

Resultados del aislamiento 002
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Resultados del aislamiento 003
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AE 0,5%

Resultados del aislamiento 004
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Resultados del aislamiento 005

68




AE 0,5%

Resultados de la cepa ATCC 28188
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Apéndice N° 13. Resultados del efecto in vitro del extracto alcoholico de H.

eriocephala.

EA 0,5%

Resultados del aislamiento 001
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EA 0,5%

Resultados del aislamiento 002
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EA 0,5%

Resultados del aislamiento 003
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EA 0,5%

Resultados del aislamiento 004
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Resultados del aislamiento 005
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EA 0,5%

Resultados de la cepa ATCC 28188
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Apéndice N° 14. Prueba de hipotesis estadistica

1. Hipotesis estadisticas:

Ho: No hay asociacion entre las concentraciones de aceite esencial de H. eriocephala

y la inhibicidn del crecimiento de T. rubrum.

Hi: Existe asociacion entre las concentraciones del aceite esencial y la inhibicion del

crecimiento de T. rubrum.

2. Nivel de significacion:

p <0,05

3. Prueba estadistica:

Tabla cruzada Efecto inhibitorio*Concentracion de aceite
esencial

Recuento

Concentracion de aceite esencial

2% 1% 0.5% Total
Efecto inhibitorio  Si 10 10 10 30
No 2 2 2 [
Total 12 12 12 36
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. Monte Carlo (bilateral) Sig. Monte Carlo (unilateral)
Significacién Intervalo de confianza al 99% Intervalo de confianza al 99%
asintética Limite Limite
Valor df (bilateral) Sighificacion Limite inferior superior Significacidn  Limite inferior superior
Chi-cuadrado de Looo? 1,000 1,000 1,000
Pearson
Razon de verosimilitud 000 1,000 1,000 1,000
Prueba exacta de Fisher ,228 1,000 1,000
Asociacion lineal por .ooo0°® 1 1,000 1,000 1,000 604° 691 616
lineal
N de casos validos 36

a. 3 casillas (50,0%) han esperado un recuento menar que 5. El recuento minimo esperado es 2,00.

b. Se basa en 10000 tablas de muestras con una semilla de inicio 624387341

c. El estadistico estandarizado es ,000.

4. Criterios de decision:

p > 0,05: No se rechaza la hipdtesis nula.

p <0,05: Se rechaza la hipdtesis nula

5. Conclusién:

No hay asociacion entre las concentraciones de aceite esencial de H. eriocephala y la

inhibicién del crecimiento de T. rubrum.
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ANEXOS

Anexo N°1. Constancia taxondmica de H. eriocephala

,§°‘i°imc”§; UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
é’ Y “e; FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SA-LUD
2 ' s DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
T AREA DE BOTANICA
) HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”

o W S Lo gt herbariocpunisv@gmail.com Av. Atahualpa N° 1050 - Cajamarca

EL CURADOR DEL HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CAJAMARCA - PERU

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica procedente del centro poblado de Yumahual, ubicado a 3118
msnm, con coordenadas 7° 15’ 17” L.S. 78° 29’ 54” L.O. distrito San Juan, departamento
de Cajamarca, presentada por la Bachiller: Nadia Marite Escalante Juarez, de la Escuela
Académico Profesional de Biologia y Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Es parte del Proyecto: “Efecto in Vitro del extracto de alcohélico y aceite
esencial de Hyptis eriocephala Benth. 1848 (shogon) sobre aislamientos clinicos de

Trichophyton rubrum en la ciudad de Cajamarca”.

Las cuales fueron analizadas y determinadas cientificamente en nuestra institucion como:

e Especie: Hyptis eriocephala Benth.
e Género: Hyptis

e Familia: Lamiaceae

e Orden: Lamiales

e C(Clase: Magnoliosida

s Divisién: Magnoliophyta

Se expide el presente para los fines que sean necesarios.

Cajamarca, 24 de abril del 2023

Ing. JuaWuino
Cdrador del Herbario “Isidoro Sanchez Vega”
CPUN-UNC

cc: Secretaria del Herbario.
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