ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“ DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD IN VITRO DE  Malassezia globosa
FRENTE A LOS HIDRODESTILADOS DE Calendula officinalis, Rosmarinus

officinalis Y Salix alba.

TESIS DE GRADO

PREVIA LA OBTENCION DEL TiTULO DE

BIOQUIMICO FARMACEUTICO

PRESENTADO POR

ALEXIS ROSANA ALULEMA SALGUERO

RIOBAMBA — ECUADOR
2010



DEDICATORIA

A mis padres por su sacrificio para
darme todo lo que tengo y sobre todo
la educacion

A mis hermanos por sus consejos y su
colaboracién en el camino de mi
formacion profesional

A mis amigos porgue aungque son
pocos, son verdaderos



AGRADECIMIENTO
A Dios por darme una familia tan unida

A mi familia por su apoyo incondicional en todoss lo
momentos de mi vida

A la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por
abrirme las puertas al camino de la profesionalidac

A la Dra. Cumanda Jétiva por su valiosa colaboracip
asesoramiento en la direccion de la presente Tesis

Al Dr. Francisco Portero, Miembro del Tribunal deedis
por el gran aporte brindado en la elaboracion dalajo

A todas las personas que no son nombradas perdejuaa
u otra manera colaboraron para la culminacién deees
trabajo de investigacion



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal de Tesis certifica que: El trabajo dee'stigacién?‘ DETERMINACION DE
LA SENSIBILIDAD IN VITRO DE Malassezia globosaFRENTE A LOS

HIDRODESTILADOS DECalendula officinalis, Rosmarinus officinals Salix alba ,

de responsabilidad de la sefiorita egresada Aleasama Alulema Salguero, ha sido
prolijamente revisado por los Miembros del Tribudal Tesis, quedando autorizada su
presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Cumanda Jativa
DIRECTORA DE TESIS

Dr. Francisco Portero
MIEMBRO DE TRIBUNAL

Dra. Janeth Gallegos
DELEGADA DE LA DECANA

NOTA DE TESIS ESCRITA




Yo, Alexis Rosana Alulema Salguero, soy responsable
de las ideas, doctrinas y resultados expuestossten e
Tesis; y el patrimonio intelectual de la Tesis dads,
pertenece a la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
DE CHIMBORAZO

ALEXIS ROSANA ALULEMA SALGUERO



°C

Cr2
Cua
CCF
CLAR
CMI
cm
DA
DS
DCA

HCI
YA
Kg
pm
mL
mm
pH
PV
Sp
Spp
UFC

INDICE DE ABREVIATURAS

Grados celsius

Carbono 12

Carbono 14

Cromatografia en Capa Fina
Cromatografia Liquida de Alta precision
Concentracion Minima Inhibitoria
Centimetro

Dermatitis Atopica

Dermatitis Seborreica

Disefio completamente al azar
Gramo

Acido Clorhidrico

Intra venoso

Kilogramo

Micrémetro

Mililitro

Milimetro

Potencial de hidrégeno
Pitiriasis versicolor

Especie

Especies

Unidad Formadora de Colonias



INDICE GENERAL

INDICE DE ABREVIATURAS
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
INTRODUCCION

1.

11
111
1111
1.1.1.2
1.1.13
1.2
121
1.2.2
1.3
13.1
1.3.2
13.2.1
1.3.2.2
1.3.2.3
1.3.24
133
1331
1.3.3.2

1.3.3.3.

134
1.34.1
1.34.2
1.3.4.3
1.4
14.1
1411
1.4.2
2.3.4

MARCO TEORICO ....vviiiiiiiiit et e e
GEeNEroMalasSeZIa . .....ovv it
Malassezia globosa..........c.cooviiiiiii
Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y miomisas.......
Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas...................c.veee.
Caracteristicas ecoldgicas y epidemiologicas.....................

Dermatitis SeborreiCa. .. .......ovvi i
Medidas farmacolOgiCas. .........ouvie et
Tratamientos tOPICOS ... ... uvu ettt e e e e e aean
Vegetales utilizados. ..o

Investigaciones previas de la actividad de los tage utilizados..

Calendula officiNaliS. ......ooooe e

DescripCion BOtANICA. ......cvvue et e
Origen y distribucion ..o

COMPOSICION QUIMICA ... vvve e e e e e e e e e ee e e e
Farmacologia y actividad biologica...................coociiiiiiiinn.

Rosmarinus officinalis. ........covvoir i
DescripCion BOtANICa.........ocvieie i e

CompoSICION QUIMICA.......vueeieeee et et e e e e e e eaen,
Farmacologia y Actividad biologica...................cocoiiiiinnen.

SaAliX AIDA. . .o e

DescCripCion DOtANICA. .. ..ovuveeie et e e e e
CompoSICION QUIMICA.......vueeietee et e e e e e e e e i enen
Farmacologia y actividad biolégica.............ccccoveiii i
Fundamentos de los métodos de analisis..................ccoveeeennnn.
Método de preparacion de extractoS..........ccceevvveeiiiiiiiiiennnnn.

HidrodestilaCion ... .....oooo oo e e e e e,

Tamizaje FItoqQUIMICO........ouvvie i e e
Evaluacion de la Actividad Antimicotica.........oovvveiie i,

© © 00 0 0 N O O & b~ P W WDMNDNERELPR

N B R R R R R R R R R R
O DD W WWNDNIERRELROO



2.3.4.1
2.3.4.2
2.3.4.3

2.3.5

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3
3.4

© N o o

Preparacion del Medio de Cultivo (Agar Dixon)..............cccc...
Obtencion y Aislamiento delalassezia globosa.....................

Determinacion de la Actividad Antifangica de losdrtidestilados
(Método de MItSCher)........ovviii i e e
Disefio Experimental.............cooiiiie i

RESULTADOS Y DISCUSION.......coiiiiiii e e,
Caracteristicas organolépticas de los hidrodestilad...............
Tamizaje fitoqUIMICO.......cviiiii e e e
Calendula officinalis...........ccoiviiiii e
Rosmarinus officinalis..............coco i
SaliXx alba......cooi i
Crecimiento déMlalassezia globosan agar Dixon...................
Determinacion de la Actividad Antimicotica.................c..cc.veee.
CONCLUSIONES. .. ...ttt e e e e e e
RECOMENDACIONES ...,
BIBLIOGRAFIA .. it e,
ANEXOS. .. e,

26
26
29

31
32
32
33
33
33
34
34
35
38
40
41
42
48



CUADRO No.

CUADRO No.
CUADRO No.
CUADRO No.
CUADRO No.
CUADRO No.
CUADRO No.

~N o o b~ WwN P

INDICE DE CUADROS

Caracteristicas organolépticas de los hidrodestilad........... 32
Tamizaje fitoquimico d€alendula officinalis................... 33
Tamizaje fitoquimico d®osmarinus officinalis................. 34
Tamizaje fitoquimico d&alix alba.................ccoeeiiiinnis 34

Pruebas bioquimicas de crecimientddassezia globosa 35
Descripcién de los tratamientos.............coccoviiiiiiiiineene s 36

Evaluacion de la actividad anthalassezia globosae los 36
hidrodestilados. ...,



FIGURA No. 1

FIGURA No. 2
FIGURA No. 3

INDICE DE FIGURAS
Estructura quimica de Ketoconazol............c..........o..e. 5

Flujograma de trabajo.............ccccoeeviiiiiiciccii . 29
Esquema de siembra de microorganisnidetodo de 30
MItSCREN) ... e



FOTOGRAFIA No. 1
FOTOGRAFIA No. 2
FOTOGRAFIA No. 3
FOTOGRAFIA No.4

FOTOGRAFIA No.5

INDICE DE FOTOGRAFIAS

Malassezia globosazul lactofenol X100.................. 2
Malassezia globosagar DiXon...........ccoeevivennnnn. 3
Calendula officinalis..........ccooii i, 7

Rosmarinus officinalis..........cocooee i 10,

Salixalba.....coooovii 12

Vi



INDICE DE ANEXOS

ANEXO No. 1 Toma de muestra de un individuo aféeta.............. 50
ANEXO No. 2 Cepas delalassezia globosan agar Dixon............... 50
ANEXO No. 3 Cambio de caja de las cepas obtenelasel primer 51
alslamiento. ..o
ANEXO No. 4 Aislamiento de las cepas obtenidas.......cc............ 51
ANEXO No. 5 Segundo aislamiento de las cepas obtenidas.............. 52.
ANEXO No. 6 Prueba bioquimica, catalasa 1.....................cecuee.. B2
ANEXO No. 7 Prueba bioquimica, catalasa 2.....................cecueee. 53
ANEXO No. 8 Prueba bioquimica,crecimiento en tweegativo......... 53
ANEXO No. 9 Prueba bioquimica, crecimiento en mvpesitivo......... 54
ANEXO No. 10 Prueba bioquimica, desdoblamientestilina............ 54
ANEXO No. 11 Prueba bioquimica, desdoblamientestilina positivo 55
ANEXO No. 12 Prueba bioquimica, desdoblamiento d&sculina, 55
comparaciion entre blanco, positivo y negativo............
ANEXO No. 13
Ensayo de Benedict (cloruro férrico)........................ 56
ANEXO No. 14 Ensayo de Rosentaler.............coovviiiiiiiiiiiiii e 75
ANEXO No. 15 Ensayo de Sudaniii.............coocvviiiiiiiiiiiicen e 57
ANEXO No. 16 Ensayo de Baljet.........ccovviiiiiii i e 58
ANEXO No. 17 Ensayo de Dragendorf.............cooiiiiiiiiiiiiiiin s 58
ANEXO No. 18 Caldo DiXON.. .o e e e 59
ANEXO No. 19 Evaluacion de actividad antMalassezia globosa59
hidroestilado d&kosmarinus officinalis...................
ANEXO No. 20 Evaluacion de actividad amalassezia globosa, 60
hidrodestilado d€alendula officinalis..........................
ANEXO No. 21 Evaluacion de actividad aMialassezia globosaezcla 60
de los hidrodestilados d€alendula officinalisy Salix
AIDAL ..
ANEXO No. 22 Evaluacion de actividad amalassezia globosdlanco 61

Vii



INTRODUCCION

Una de las enfermedades dermatologicas que afeutasalel 50% de personas a nivel
mundial es la Dermatitis seborreica, esta enferohega causada por una levadura
conocida comdvialassezia globosaLa Dermatitis Seborreica (DS), se presenta como
descamacion e inflamaciones sobre las areas dgpacuicas en glandulas sebaceas,
como la cara y el cuero cabelludo, siendo estaseglio idoneo para el desarrollo de
dicha levadura. (19)

La mayoria de las especies del génklalasseziaforman parte de la biota cutanea
normal humana y pueden ser aisladas desde div@eas del cuerpo, principalmente de
aquellas ricas en glandulas sebaceas. Esto seadgle estos hongos tienen un defecto
en la sintesis de los acidos grasos, que se nsaif@ el requerimiento de acidos grasos
exdgenos. Esta parece ser la razon por la cua esfganismos son prevalentes en piel
con alta produccién seborreica. Bajo la influende ciertos factores como son, los
factores predisponentes enddgenos que incluyenelagpsa, hiperhidrosis, factores
hereditarios, tratamiento con corticosteroides,nusicion e inmunodeficiencias. Los
factores exdgenos mas importantes son temperatbtengdad relativa elevadas; estos
organismos pueden volverse patdgenos y participdiversas enfermedades, tales como
Pitiriasis Versicolor (PV), foliculitis, DermatitiSeborreica, algunas formas de dermatitis
atopicas, asociarse a otros procesos dermatologizns la psoriasis e incluso producir
infecciones sistémicas. (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8{1®)(11)(12)

Actualmente el tratamiento para las micosis sugalfis es tOpico mediante la
utilizacién de imidazoles como el Ketoconazol al, 2#ro los principales inconvenientes
en su utilizacién son los efectos sobre el sisten@ocrino y reproductor, asi como su
toxicidad hepatica y renal, factores que limitarusa. Estos antimicaticos tienen un alto
costo y el prolongado tiempo que demanda el trataimilo encarece aun mas, por lo
cual muchos de los pacientes, cuando inician &piay dejan inconclusa y no llegan a la
curacion. (4)(18)



El empleo de plantas medicinales y medicamentokahies ha tenido un marcado y
ascendente auge en el ambito mundial a partir ddagOMS llamé a introducir recursos
medicinales tradicionales en los sistemas de sau@l977. El hombre las ha utilizado
desde su existencia y han sido por siglos los ragtkBatos tradicionales populares de las
grandes mayorias y de diversas etnias y cultumdeRtemente autoridades sanitarias de
algunos paises destacaron la importancia de aphétrdos cientificos para la seleccion
de las plantas, la estandarizacion de sus extrgctascomercializacion del producto

final, que permitan el tratamiento de determinafasciones. (20)(21)(22)

Datos etnomédicos indican que para el tratamieata dermatitis Seborreica se aplican
hidrodestilados de vegetales co@alendula officinalis, Rosmarinus officinasSalix
alba, que en este trabajo investigativo se evaluaroritno sobre la cepa de la levadura

causante de la enfermedad Dermatitis Seborreica.

La experimentacionifi vitro” se inicia con el aislamiento del microorganisneb cuero
cabelludo del individuo afectado, utilizando agaxdd como medio de cultivo. Luego la
evaluacion de inhibicién del crecimiento de la ceparealizé utilizando el método de
Mitscher, en el cual se evalla el crecimiento od®)as cepas del hongo frente a los
diferentes hidrodestilados y sus combinacionesatmo como referencia la inhibicion
del crecimiento frente a una solucion de Ketocohado 2%, la inhibicion del

microorganismo es el resultado positivo para l#igacion de la actividad.

Esta investigacion tiene como objetivos: determilzarsensibilidad paraMalassezia
globosa“in vitro” de hidrodestilados déalendula officinalis, Rosmarinus officinalys
Salix alba Obtener los hidrodestilados por arrastre de vdpaagua de cada uno de los
vegetales frescos. Aislar “in vitro” el hongo Malagia globosa, agente causal de la
caspa. Realizar un estudio de sensibilidad deltagmusal frente a los hidrodestilados

de los tres vegetales, y sus mezclas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 GENERO Malassezia

Las especies del génerdalasseziason organismos levaduriformes que han ido
adquiriendo una importancia considerable por sgiasidn a procesos patoldégicos como
agentes de micosis superficiales o de infecciorsénsicas, siendo hoy consideradas
entre los patégenos oportunistas emergentes. Estaduras constituyen una parte
importante de la biota normal de la piel, tantoadenales como de humanos, aunque
pueden comportarse como patdgenos oportunistasséltran alteraciones de la piel asi
como un microclima adecuado para su desarrollo. iBgortantes algunos factores

endogenos y exdgenos que pueden influir en surddeapodemos considerar algunos
como la temperatura y humedad relativa altas, mesa, tratamiento  con

corticosteroides y problemas de inmunodeficiendia)

Un rasgo fisioldgico distintivo que poseen estamderas es el de utilizar los lipidos

como unica fuente de carbono. Esta afinidad potijpados varia entre las especies del
género, pudiéndose hablar de especies lipodepéesliaguellas que necesitan para su
desarrollo acidos grasos de cadena larga 44) y de levaduras no lipodependientes
que pueden crecer en presencia de acidos grasaadi#mas cortas, generalmente

presentes en los medios de cultivo habituales Ebefatorio. (15)

Comunmente las levaduras lipodependientes sonragsae pitiriasis versicolor (PV) y
se han asociado con patologias cutaneas en el édalbs como dermatitis seborreica

(DS), foliculitis y dermatitis atopica (DA). Asimizo, se han relacionado con infecciones



sistémicas principalmente en personas inmuncmidas y en neonatos prematuros

han recibido alimentacion parenteral rica en lip. (15)

1.1.1. Malassezia globo:

1.1.1.1Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microépicas

En medio Dixon modificado a °C después de siete dias de incubacion las @s son
elevadas, plegadizas y rugosas, de 4 mm de diametpyomedio. La textura de es
levaduras generalmente es aspera y quebradizeenBaescélulas esféricas, con

diametro que varia entre 2,5 pm de diametro, con gemas formadas en una

angosta de la célula. (15)

A diferencia de las otras especies, las cicatdespués de la gemacioén no se desarr.
en forma prominente. Algunas veces pueden pres@ataentos cortos localizados en
origen de la gema. En ocasiones pueden ocurrificationes en el punto de union de

célula madre. (15)

Fotografia. 1 . Malassezia globosa. Azul-lactofenol. X100



Fotografia. 2 .Malassezia globosa. Agar Dixon

1.1.1.2.Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas.

Malassezia globospertenece a las levaduras que requieren la aditidredio de acidos
grasos de cadena larga para su desarrollo. No ereagar glucosa/peptona conteniendo
Tweens 20, 40 y 80 como unica fuente lipidica. &mbargo, en ocaciones, al igual que
M. obtusay M. restricta se forma un anillo de precipitacion alrededor m=tillo que

contiene Tween 40, sin ningan crecimiento visifil®)

1.1.1.3.Caracteristicas ecoldgicas y epidemiolégsca

Dentro de las especies lipodependieMeglobosase aisla principalmente de casos de
PV y DS, ya sea sola o en asociacion con otrasciespdel génerdvialassezia En
individuos con DSM. globosarepresenté el 72% del total de las cepas aislétia.

En los primeros trabajos relacionados con la caspeentemente se encontraban dos
tipos de hongos?. ovaley P. orbiculare,llamados asi en base a su morfologia (células
globosas y redondas, respectivamente). Posteritemestas levaduras asociadas con la
caspa fueron agrupadas bajo la especiéMddurfur serovariedad CM. restrictg y
serovariedad BM. globosa, respectivamente. Actualmente, la aplicacion ddonos

moleculares en la diferenciacion de especidglaassezigresentes en cuero cabelludo,



ha demostrado gqud. globosaes una de las especies predominantes. En estkoestu
se encontré ninguna evidencia Me furfur sensu strictolo cual indica que es posible

descartarla como el principal agente causal dadpa (15)

1.2. DERMATITIS SEBORREICA

La dermatitis seborreica (DS) clinicamente se pteseomo lesiones descamativas e
inflamatorias en areas del cuerpo ricas en glasdsébaceas, principalmente frente,
surcos nasogenianos, pecho, region externa e sotgelar y oidos, ocasionalmente en
axilas e ingle. Las lesiones son rojizas y cubsetaescamas grasosas.

Malassez en 1874 fue el primero en asocibfatasseziacon descamaciones del cuero
cabelludo. La relacion entre DSMalasseziafue también sugerida por Sabouraud en
1932. En los ultimos afos el généfalasseziaha sido considerado importante en la
etiologia de esta afeccion, debido a la observad®run alto nimero de levaduras
lipofilicas en los materiales clinicos, de la ef@dad de los tratamientos antimicéticos y

de la recolonizacién en los caso de recurrencia.

La caspa es una forma de DS descamativa no infteimatonfinada al cuero cabelludo,

que a veces puede referir cierto prurito. (12)

1.2.1. MEDIDAS FARMACOLOGICAS

Los antifangicos se los puede utilizar de formad@&m administrarlos sistémicamente.
En la mayoria de los caso de las dermatomicoséeas sera sufieciente el tratamiento

topico, siendo de eleccién los imidazdlicos tépigdas alilaminas (terbinafina).

1.2.2. TRATAMIENTOS TOPICOS

No se debe olvidar que hay productos con propiedadgfiingicas inespecificas y que

se pueden usar como coadyuvantes, sobre todo enidasis cutaneas inflamatorias o

con exudacion, siendo medidas de bajo coste. |o&li@gicos topicos son sustancias
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guimicas cuya accion anticética se debe a su interaccidon sobre diversdarstias qut
intervienen en el desarrollo y metabolismo del lmongriginando la inhibicion de ¢

crecimiento o su muerte.

Entre los antifiUngicos topicos mas utilizar estan los azoles tépicos que juia las
alilaminas, en la actualidad son los farmacos decén, para casi todos los tipos
micosis. Son fungistaticos, aunque algunos de ,elodosis altas, puede comporte
como fungicida. Se encuentran disponibles en mugrsias formas galénicacremas,

polvos, geles, soluciones, et

Uno de los prinicipales azoles toépicos es el katazol, es activo por via oral, pero |
esta via, debido a su modrado efecto hepatotokEaido sutituido por los modern
antifingicos. Tiene buena actividsobre dermatofitos €andida,siendo también util e
la pitiriasis versicolor. Mantiene una gran actadd antiinflamatoria. Se usa

consentraciones al 2% en distintas formas galérfarasna, gel, polvos, ovulos). En

actualidad se sigue utilizando la dermatitis seborreica (gel, cham).

T
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Fig. 1 . Estructura quimica de Ketoconazol



1.3. VEGETALES UTILIZADOS

1.3.1. INVESTIGACIONES PREVIAS DE LA ACTIVIDAD DE LOS VEGEALES
UTILIZADOS

Segun Marc Molli Marques, Técnico Forestal y Btaipeuta, la Caléndula y el Romero
tienen actividad antifangica, no asi el Sauce alsplo le atribuye propiedades

analgésicas. Y entre otras propiedades de la adkegdl romero tenemos:

« Caléndula, Calendula officinali}, flores: acné, irritaciones cutaneas, picaduras,
cicatrizante, ulceraciones dérmicas, vulvovaginitemenorrea, disquinesia
hepatobiliar, parasitos intestinales, antiprurigedungicida.

- Romero, romanRosmarinus officinalls hojas, colerética, colagoga,
antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriano, ifanggica, hepatoprotectora,
inmunoestimulante, estimulante, migrafias, antiaiapginecologia. (7)

« Asi también en el Museo de Sitio de Plantas Medles Gallego Otero. Cuba
afirma que las Propiedades medicinales conocidafkdeero es: Antiséptico

general y su forma de empleo es en Jarabes, |&;ishampoo, cremas (18)

Jean Bruneton afirma que el aceite esenci&®akmarinus officinaliposee actividad in
vitro antibacteriana y antimicética, al igual quieeatracto etandlico al 80% de la
Caléndula officinalis obtenido a partir de la droga desecada, comantara madre

homeopatica poseen propiedades antibacteriandsan v

De acuerdo con el libro Plantas medicinales aprabad Colombia Escrito por Ramiro
Fonnegra G, Silvia Luz Jiménez R afirma que lampijedades de la caléndula, o de
algunos de sus compuestos quimicos, comprobadasficeemente: estudios en ratas
muestran actividad antinflamatoria y accion intobé de la infiltracién leucocitaria. Las
flores de caléndula han demostrado actividad innmatluladora. Los polisacaridos de la
caléndula estimulan la fagocitosis en células pmifonucleares humanas in vitro e in
vivo. El extracto hidroalcohdlico exhibe actividadtibacteriana (frente &taphylococus
aureus, Streptococcus fecgleantimicotica frente drichomonas vaginalesy antiviral

(frente al virus influenza y virus herpes simpkivertencias: puede producir irritacion e



hipersensibilidad. El uso externo debe ser en dbsjas a causa de los efec
secundarios tales como irritacion de la piel y nsasp puede, incluso llegar a

vesicante. (9)

En la Comunicacion Corta de la Empresa Laboratbarmacéutico "Mario Mufio.
Cuba,se ha realizado el siguiente estur

EXTRACTO ACUOSO DECalendula officinalis ESTUDIO PRELIMINAR DE SUS
PROPIEDADES

Por Lic. Barbara Aguila Gil, Lic. Rosa Menéndez @las Ing. Claribel Gonzalez Roq
y Téc. David Fernandez Fernanc

En el cual se afirma que al extracto acuoso dendala obtenido se le realizé anal
farmacoldgico preliminar para comprobar sus prgies, teniendo como respuesta
el extracto responde como antimicotico ehongos dermatofitos. (9)

1.3.2. Calendula officinali

Nombre cientifico: Calendula officinalis
Nombre comun: Caléndula, maravilla
Familia; Asteraceae

Fotografia.3 .Calendula officinalis



1.3.2.1.Descripcion Botanica

Planta herbacea, anual, de color verde claro yOda 80 cm de altura. En los primeros
estadios la planta esta conformada por una rosatal bde hojas, posteriormente
desarrolla tallos angulosos y pubescentes a meatamdificados desde la base. Las hojas
son oblongolanceoladas o espatuladas, alternaasiie b3 cm de largo. En los extremos
de los tallos se encuentran los capitulos floralg® diametro oscila entre 3y 6 cm y
estan formados por flores liguladas marginalesbylares en el centro. El involucro es
gris-verdoso en forma de platillo de 1,5 a 3 cmddenetro, el receptaculo desnudo,

plano o ligeramente prominente, su fruto es enr@quél)

1.3.2.2.0rigen y distribucion

Se plantea que es originaria de Egipto y cultivadaEuropa en el siglo Xll, luego se
extendio por el resto del mundo. Existe subespeatfmor toda la region mediterranea,
crece facilmente durante los meses de verano asldasBritanicas y goza de gran fama
como planta ornamental cultivada en patios, jagimacetas, etcéte(d)

Extensamente se cultiva desde el siglo XVII en Rar@specificamente en Inglaterra y
por sus propiedades medicinales en mas de 10 perges ellos, Alemania, Colombia,
Costa Rica, Espafia, Estados Unidos, Francia, Huntapon, Kuwait, México, Polonia,

Rumania, Suecia, Suiza, Unidn Soviética. (3)

En Cuba, refiere Roig (1974), su introduccion ededba desconocida, mencionando su
cultivo como planta medicinal y ornamental.3 Eorecida como flor de calidad media
por la Empresa de Flores del Ministerio de Agrizat el que suele emplearla como

relleno de coronas y en ambientacion de parquesnidas. (3)

1.3.2.3.Composicion quimica

Sobre el contenido quimico en las inflorescenciedadcaléndula existen numerosas
referencias, entre otros componentes se han diételetgpresencia de aceites esenciales
en 0,2 a 0,3 %), acido salicilico, acido fendliesteroles, carotenoides muy abundantes,

glucosidos, flavonoides, taninos, un principio agodiamado calendulina, una saponina
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triterpénica, pigmentos, xantofilas, mucilagos, alférona, esculetina y escopoletina,

etcétera(3)
1.3.2.4.Farmacologia y actividad biolégica

Las cabezuelas o las flores liguladas de calénslutaampliamente utilizadas por sus

propiedades antiinflamatoria, espasmaodica, ememagugagoga, sedativa, sudorifica,

vulneraria y bactericida contr@taphylococcus aureusos extractos de las flores se

recomiendan en el tratamiento de leucorrea. Egagpéin interna se usa para estimular la
actividad hepatica y por tanto la secrecion bilaar,tratamiento de Ulceras gastricas; y
externamente, la decoccion, tintura o pomada sdeampen escaras, Ulceras varicosas,
erupciones cutaneas. Se usa en forma de infusitin componente de tres compuestos,
en forma topica, en tintura, y para la preparaadénmedicamentos tales como gel

antiulceroso, supositorios vaginales y emulsiéroaapara el tratamiento de afecciones
de la piel. En Francia se reporta la actividadtamipral y citotéxica de los extractos de

caléndula(16)

Ademas de su uso medicinal se refiere su emplemgméticos, en la preparacion de
champus, cremas y como colorante y en la industimentaria en la confeccion,
fabricacion de galletas, caramelos, licores, cowmlorante natural de la mantequilla o

como sucedaneo del azafréi6)

1.3.3. Rosmarinus officinalis

Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis
Nombre comun: Romero

Familia: Labiadas.
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Fotografia. 4 .Rosmarinus officinalis

Habitat: Crece espontaneamente en los matorraldgeméneos en compafiia de of
plantas como el tomilloThymus vulgar), el espliego (Lavanda sp) y las jaras (Ci:

sp). (17)
1.3.3.1. Descripcién Botanic

Arbusto perenne muy aromatico de la familia deldhsadas de hasta 3 metros. Ta
erectos y ramificados .Hojas lineares de un verdlarte al haz y de una gran pilosid
blanquecina al envés. Flores bilabiadas de coldr@&ido con los estambrmas largos
gue los pétalos y con el labiuperior de la corola curvado.

1.3.3.2. Composicion Quimic

La droga contiene entre 10 y 25 mL/Kg de un acesiencial cuyos constituyent
principales son alcanfor, cineal-pineno, borneol y canfeno en profiones variales
dependiendo del origen y el adio vegetativo. Los compuestos fendlicos se encae
represntados por flavonoides (heterdsidos del lnitediosmetol y flavonas metoxilad

en C-6 y C7) y por acidos fendlicos, sobre todo derivado®icos: acidos cafeice
clorogénico y rosmarinico. Este ultimo es el éstelr acido cafeico vy del acido-

hidroxi-dihidrocafeico. El romero se caracteriza tambiénlpgresencia de diterpen

triciclicos: é&cido carnosoélico y carnosol (mayaia), rosmaol, epirosmanol,
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isorosmanol, rosmarinidifenol, rosmari-quinona, maslial, etc., asi como por la de

triterpenos (acido ursolico y oleandlico, amirinas)
1.3.3.3. Farmacologia y Actividad bioldgica

La droga es un reputado colerético, lo que ha gdwialmente confirmado en
experimentacion animal (tintura via i.v. 1-2g/Kgsimismo es diurética. La evaluacion
del extracto acuoso de la droga sobre un cultivchelgatocitos revela la actividad
protectora de este extracto sobre la peroxidacidudida por hidroperdxido de terbutilo.
La actividad espasmolitica de los extractos séwte al aceite esencial principalmente
al borneol. El aceite esencial es in vitro antibaaho y antifungico. El &cido
rosmarinico es antiinflamatorio (edema inducido gamragenina); inhibe la activacion
del factor C3 del complemento. La actividad antlaxite de los extractos de romero
(tanto los clasico como los obtenidos por didxid® chrbono supercritico) se ha
evidenciado sobre diferentes modelos y con divepoductos alimenticios (lipidos,
carne, charcuteria, etc.). Esta actividad se deljgage al 4cido rosmarinico pero sobre
todo a los o-difenoles diterpenicos, cuya eficasasuperior a la de los antioxidantes

sintéticos utilizados en la actualidad.

Los acidos fendlicos son responsables del efectdrodnlérético, colagogo,
hepatoprotector y diurético, accion reforzada @omptesencia de los flavonides que,
ademas tienen una actividad espasmolitica. Eleaeséncial es responsable de su accién
tonica general, estimulante del sistema nervioperit&va, carminativa, espasmolitica,

antiséptica, fungistética, emenagoga, expectorante.

El uso topico es antiinflamatorio, cicatrizante lggaico y estimulante del cuero

cabelludo, el aceite esencial es rubefaciente. (21)
1.3.4. Salix alba

Nombre cientifico: Salix alba

Nombre vulgar: Sauce llorén

Familia: salicaceas
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Fotografia. 5 .Salix alba

1.3.4.1Descripcion boténice

Arbol corpulento, que puede alcanzar los 10 m tlealde tronco tortuoso y gruesc
vecesinclinado, ramas principalmente gruesas y ramijbagnes delgadas, flexibles

péndulas, que pueden llegar hasta el suelo; seizeoels gruesa y hendida, de color ¢

Sus hojas son caedizas, alternas sobre las ransillagles, lanceoladas, de 86 cm de

longitud, de borde aserra

Sus flores son dioicas: las masculinas en pequeiilasescencias curvas de 2 cm

largo; las femeninas son colgantes y mas gruesefloracion ocurre en primaver17)

1.3.4.2Composicion Quimice

Los sauces se utilizan por su corteza, rica en uwesips fendlicos facilmen
identificables por CCF y CLAR: proantocianidolesndros y trimero, flavonoides -
4%, flavonas) y flucésidos de fenoles y acidos liené (entre 1 y 11% segun la espe
la procedencia y la edad del arbol). El salicésido dgbido del alcohol salicilico) \
acompafado por salicortina y por sus derivadosdiewips (tremulacina, populina) ¢
como por heterésidos con genina er-C3 (triandrina, vimalina). Los derivados dpo
salicortina, termolabiles, se transforman parcialimesn salicésido cuando la drogs
deseca a temperatura elevada. Practicamente todoautores estan de acuerdo
atribuir las propiedades antiinflamatorias tradieilonente reconocidas en la dr, al

acido salicilico formado por oxidacion del alcobalicilico que proviene por su parte
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la hidrélisis, a nivel intestinal, del salicésidativo o de la degradacion lenta de la

salicortina. (17)

1.3.4.3.Farmacologia y actividad biolégica

Ya en la antigiiedad, Hipdcrates utilizaba las hdglssauce para aliviar los problemas
relacionados con el dolor y es que no hay que afviplie la salicina se transforma en
acido salicilico en el organismo y que ayuda a cedla sensacion de dolor; es
importante también el hecho de que ademas de sepuio analgésico, la salicina
presenta propiedades antiinflamatorias. Todo e#loehque el sauce sea un remedio
alternativo a la conocida aspirina, si bien esti&miento es de accion mas lenta.
Ademas de como analgésico, también se puede uiilgza bajar la fiebre, gracias a las
propiedades antipiréticas de la salicina. Y comticaagulante, ya que esta planta hace
mas fluida la sangre y ayuda a prevenir ciertasrerddades cardiovasculares, asi como
la formacién de trombos. Edward Bach utilizé lagrds de sauce para tratar a las
personas resentidas, amargadas, con sentimierger déctimas de su destino. La toma
de Willow ayuda a estas personas a perdonar y parsi®, liberarse de su papel de

victima y asumir la plena responsabilidad de spiprdestino. (23)

1.4. FUNDAMENTOS DE LOS METODOS DE ANALISIS

Se detalla a continuacién los fundamentos de cadala las técnicas o métodos que se
efectian en este trabajo.

1.4.1. METODO DE PREPARACION DE EXTRACTOS

Los métodos y técnicas operatorias a seleccionas pealizar la extraccion y/o

aislamiento de principios activos de un materiajetal dependen de diversos factores,

siendo entre ellos fundamentalmente.
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- Tipo de sustancia para adecuar el proceso.

- Contenido de agua.

- Grado de fragmentacion.

- Latemperatura y su influencia sobre alteraciongsigas.
- Estabilidad o labilidad del producto.

- Seleccion del disolvente para una separacion optima
- Cambios en la relacion de particion solido/liquido.

- Recuperacion del soluto segun la proporcion deguamt
- Formacién de emulsiones.

- Costo del proceso.

- Trabajo involucrado, reproducibilidad y factibilala

- Eficacia del proceso extractivo escogido.

1.4.1.1.Hidrodestilacion

La hidrodestilacion es un proceso de obtencién dwlnolitos por arrastre de vapor de
agua, procedimiento que se considera (til cuandsteeXa presencia de aceites
esenciales, sesquiterpenos, flavonoides metoxiladosulisive alcaloides de bajo peso

molecular.

1.4.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO

El cribado o tamizaje fitoquimico tiene como oljetigeneral la determinacion

cualitativa de los principales grupos fitoquimipoesentes en un extracto vegetal. (21)

La extraccion de los metabolitos secundarios dgéta se lo realiza con un solvente que
solubilice al mayor nUmero de componentes, a edtaato se lo somete a reacciones
sensibles (de coloracién), reproducibles y de lwajsto. Los resultados del tamizaje
fitoquimico constituyen Unicamente una orientacyddeben interpretarse en conjunto

con los resultados de las pruebas in vitro, yaeguecasiones la actividad bioldgica esta



-15 -

dada por el fitocomplejo y en otras por un deteatd compuesto conocido como

marcador. (21)

Las técnicas de determinacion cualitativa mas eoteimente utilizadas incluyen la
determinacion de la presencia de alcaloides, flaid®s, taninos, antracenos, esteroles

insaturados, saponinas, glicésidos cardioactiamsnos y otros grupos fendlicos. (21)

1.4.2.1. Ensayo de Dragendorff:

Utilizado para detectar la presencia de alcaloi(gss.

1.4.2.2.Ensayo de Lieberman-Buchard:

Permite reconocer en un extracto la presenciatdepgnos y/o esteroide, en ambos tipos
de productos debe poseer un nicleo de androstaneragmente insaturado en el anillo

By la posicién 5-6. (21)

1.4.2.3.Ensayo de Borntrager:

Es util para detectar la presencia de quinona3. (21

1.4.2.4.Ensayo de Baljet:

Es util para reconocer la presencia de compuestasagrupamiento lactonico, en
particular Cumarinas, aunque otros compuestosract® pueden dar resultado positivo.
(21)

1.4.2.5.Ensayo de Sudan lll:

Permite conocer en un extracto la presencia de gestps grasos. (21)

1.4.2.6.Ensayo de Wagner:

Se parte de la solucién acida, de igual forma quie® casos anteriores. A esta solucion,
se le adiciona 2 o 3 gotas de reactivo de Wagnss yeporta los resultados de igual

forma que en la reaccion anterior. (21)
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1.4.2.7.Ensayo de Fehling:

Permite reconocer en un extracto la presencia @eases reductores. (21)

1.4.2.8.Ensayo de Espuma:

Permite reconocer en un extracto la presencia densas, tanto del tipo esteroidal

como triterpénica. (21)

1.4.2.9.Ensayo del Cloruro férrico:

Permite reconocer la presencia de compuestos ¢esoly/o taninos en un extracto

vegetal. (21)

1.4.2.10. Ensayo de Ninhidrina:

Permite reconocer en los extractos vegetales Isepcta de aminoacidos libres o de

aminas en general. (21)

1.4.2.11. Ensayo de Shinoda:

Permite reconocer la presencia de flavonoides ertedcto de un vegetal. (21)

1.4.2.12. Ensayo de Antocianidinas:

Permite conocer en los extractos vegetales la peesde estas estructuras de secuencia
C6-C3-C5 del grupo de los flavonoides. (21)

1.4.2.13. Ensayo de Mucilagos:

Permite reconocer en los extractos de vegetalgwdsencia de esta estructura tipo
polisacéarido, que forma un coloide hidrofilo deoalhdice de masa que aumenta la

densidad del agua donde se extrae. (21)
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1.5. AISLAMIENTO DE HONGOS

La mayoria de enfermedades micologicas superfgisée diagnostican al observar las
lesiones, y mediante el examen directo, a partitademuestra de escamas obtenidas
mediante el raspado directo o mediante la aplicaci® un trozo de cinta adhesiva
transparente y aplicada sobre un pota objetos. uive no suele ser necesario,

utilizandose solo para fines de investigacion1@®,

Para realizar este estudio investigativo se readzéultivo del hongo levaduriforme
Malassezia globosaja que es el principal agente causal de la caspa,poder hacer el
estudio de sensibilidad in vitro frente a los ha#stilados de las tres plantas

mencionadas. (8, 13)

1.6. ANTIBIOGRAMA

Antes de establecer el tratamiento de una enfeminel#a etiologia microbiana, es
conveniente efectuar un antibiograma, es deciestndio de la sensibilidad del germen

productor de la infeccion a los antimicrobiano$. (2

Hace afios, al empezar los primeros estudiowitro sobre la sensibilidad de un
microorganismo a los antibidticos, sélo se obtemia apreciacion cualitativa, sin ningun
rigor cientifico, declarando al microorganismo cosemsible o resistente, segun que su
crecimiento fuera inhibido o no por unas arbitmiiancentraciones del farmaco. En la
actualidad, el antibiograma es una técnica perfestée estandarizada que permite,
vitro, definir claramente los conceptos de sensibiligaesistencia, relacionandolos con
lo que ocurrein vivo. Un microorganismo se considera sensible a un rdetado
antibiotico cuando éste puede alcanzar nivelesndisos iguales por lo menos a la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI), en el lugse la infeccién. Se considera como
CMI, la minima cantidad de antimicrobiano capaz id@bir el crecimiento de un
microorganismo. Un microorganismo se considersst&sie a un antibidtico cuando la
concentracibn méaxima de antimicrobiano que se paedseguir en el lugar de infeccién
(liquidos, tejidos o suero) no es suficiente pdeztarle, y que por efectos secundarios

toxicos es imposible elevar las dosis. (2)



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION.

La presente investigacion se llevo a cabo en er#brio de Microbiologia Clinica de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Faculta€idacias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo y en el laboratorio €bnile SOLCA Chimborazo.

2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Cepas del agente causal de Dermatitis SeborMalassezia globosaprocedentes de
veinte pacientes diferentes, que sufren de dicfearaedad micética.

2.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO

- Erlenmeyer

- Mecheros

- Pipetas

- Cajas petri

- Portaobjetos y cubre objetos
- Probetas

- Algodon
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2.2.3. EQUIPOS

- Autoclave (Hirayama)

- Balanza de precision (Metter)
- Bafio Maria (Memmert)

- Estufa (Memmert)

- Microscopio (Bausch — Lomb)
- Refrigeradora (Hotpoint)

- Termostato (CENCO)

- Equipo de extraccion por arrastre de vapor

2.2.4. REACTIVOS

Agua destilada

- Alcohol etilico

- Acido clorhidrico concentrado
- Azul de Metileno

- Reactivo de Dragendorff

- Cloroformo

- Anhidrido acético

- Acido sulftrico concentrado
- Hidroxido de sodio

- Reactivo de Baljet

- Solucion de sudan 11l

- Glicerina

- Reactivo de Wagner

- Reactivo de Fehling

- Tricloruro férrico al 5%

- Solucidén de Ninhidrina al 5%
- Cinta de magnesio metalico
- Alcohol amilico

- Reactivo de Kedde
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- Agar Dixon modificado

- Peroxido de hidrogeno de 10 vol.

- Twen 20, 40, 80

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. PREPARACION DE HIDRODESTILADOS

Limpiar de impurezas y trocear la planta.

Colocar en el equipo de destilacion.

Afadir agua a razén de 3 litros por 1 Kg de planta.

Destilar y recoger el destilado de las tres prisi@@as por ser el mas concentrado.

2.3.2. DETERMINACION DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

- Para identificar el aspecto se coloca en tubosndaye las muestras, observar a
contraluz la presencia de particulas y/o turbidediemte visualizacion directa.
- Indicar el color mediante el tinte que presentalgstra.

- El olor se lo determina mediante la degustaciorsdetido del olfato.

2.3.3. TAMIZAJE FITOQUIMICO

El Tamizaje Fitoquimico es la determinacion cutilitade metabolitos secundarig¢2l)
2.3.3.1. Ensayo de Dragendorff:

Utilizado para detectar la presencia de alcaloskglebe tomar en cuenta que si el
extracto esta disuelto en solvente organico, esbe @vaporarse en bafio de agua vy el
residuo redisolverse en 1 mL de acido clorhidritd% en agua. Si se trata de un

extracto acuoso a la alicuota se le afilade 1 gotacu® clorhidrico concentrado,

(calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez).
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Para el ensayo, a la soluciébn acuosa éacida se ddeafi gotas del reactivo de

Dragendorff, y se observa. (21)

- Opalescencia: (+)
- Turbidez definida: (++)
- Precipitado: (+++4)
2.3.3.2. Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer en un extracto la presenciatdepgnos y/o esteroide, en ambos tipos
de productos debe poseer un nucleo de androstanerajmente insaturado en el anillo

B y la posicion 5-6.

Para ello, si la alicuota no se encuentra en damod debe evaporarse el solvente en
bafio de maria y el residuo redisolverse en 1 mkla®formo. Se adiciona 1 mL de
anhidrido acético y se mezcla bien. Por la parétude de ensayo se dejan resbalar 2-3
gotas de &cido sulfdrico concentrado sin agitar. ddsayo positivo se tiene por un
cambio rapido de coloracion.

- Rosado-azul muy rapido

- Verde intenso- visible aunque rapido.

- Verde oscuro-negro-final de la reaccion. (21)

2.3.3.3.Ensayo de Borntrager:

Es util para detectar la presencia de quinonas.

Si la alicuota no se encuentra en cloroformo debpararse el solvente en bafio de

maria y el residuo redisolverse en 1 mL de cloraforSe adiciona 1ml de hidroxido de
sodio, hidréxido de potasio o amonio@P6 en agua. Se agita mezclando las fases, y se
deja en reposo hasta su ulterior separacion.

El ensayo es positivo cuando la fase acuosa acg@duperior) se colorea de rosado, en
este caso se reporta (++), 0, rojo para lo cuederta (+++). (21)
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2.3.3.4.Ensayo de Baljet:

Es util para reconocer la presencia de compuestasagrupamiento lactonico, en
particular Cumarinas, aunque otros compuestosraa® pueden dar resultado positivo.
Si la alicuota de la muestra a probar no esta@hal, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y redisolverse en 1 mL de alcoholui8amente, se aflade 1mL del
reactivo. La prueba es positiva, cuando aparececalmacion o precipitado de color

rojo (++ y ++) respectivamente. (21)

2.3.3.5.Ensayo de Sudan llI:

Permite conocer en un extracto la presencia de gestps grasos, para ello, cuando un
extracto etéreo se evapora a sequedad en presiengiaa solucion de Sudan Ill al 0.6%
en glicerina-agua(1:1).

La aparicién de gotas oleosas de color rojo osdadica la presencia de lipidos y/o

aceites Esenciales. (21)

2.3.3.6.Ensayo de Wagner:
Se parte de la solucién acida, de igual forma quie® casos anteriores. A esta solucion,
se le adiciona 2 o 3 gotas de reactivo de Wagnss yeporta los resultados de igual

forma que en la reaccion anterior. (21)

2.3.3.7.Ensayo de Catequinas:

Para ello, tomar de la solucion alcohdlica obtenintea gota con la ayuda de un capilar y
aplique la solucién sobre papel de filtro. Sobrenkncha aplique solucion de Carbonato
de Sodio.

La aparicion de una mancha verde, a la luz UV cagiositiva la prueba. (21)
2.3.3.8.Ensayo de Resinas:

Para detectar este tipo de compuestos, adicioBenlade la solucién alcohdlica, 10mL

de agua destilada. La aparicion de un precipitadiica un ensayo positivo. (21)
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2.3.3.9.Ensayo de Fehling:

Permite reconocer en un extracto la presencia deaezs reductores. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuerara en agua, eley@rarse el solvente en bafo de
agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de ageadicionan 2 mL del reactivo y se
calienta en bafio de agua 5-10 minutos la mezclan&hyo se considera positivo si la
solucion se colorea de rojo o aparece precipitago. IEl reactivo se prepara de la

siguiente forma:

Solucion A: se pesa 35g de sulfato cuprico hidratado crisidtizy se disuelve con agua

hasta un volumen total de 1000mL.

Solucién B:se pesa 150g de tartrato de sodio y potasio y ddgditéxido de sodio y se

disuelve con agua hasta un volumen total de 1000mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma indegrge y se ezcla igual cantidad en
volumen de cada una de ellas justo en el momenteatigar el ensayo. Dicha mezcla es

la que se adiciona a la alicuota a evaluar. (21)

2.3.3.10. Ensayo de Espuma:

Permite reconocer en un extracto la presencia pgensas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota sientra en alcohol, se diluye con 5

veces su volumen en agua y se agita la mezclafuertte durante 5-10minutos.

El ensayo se considera positivo se aparece espuitaaseaperficie del liquido de mas de

2mm de altura y es persistente por mas de 2 min{&bs

2.3.3.11. Ensayo del Cloruro Férrico:

Permite reconocer la presencia de compuestos ¢esoly/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza @&laohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extrattohelico se le adicionan 3 gotas de
solucion de tricloruro férrico al 5% en solucionirsa fisioldgica (cloruro de sodio al

0.9% en agua). Se el extracto es acuoso, el endgomina fundamentalemente taninos.
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A una alicuota del extracto se afiade acetato de paca neutralizar y tres gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5% en soluciorirsa fisiologica, un ensayo positivo

puede dar la siguiente informacion general:

- Desarrollo de una coloracién rojo — vino, compug$tmolicos en genreal.
- Desarrollo de una coloracion verde intensa, tanitebsipo pirocatecélicos.

- Desarrollo de una coloracién azul, taninos del fipogalotanicos. (21)

2.3.3.12. Ensayo de Ninhidrina:

Permite reconocer en los extractos vegetales Isepcta de aminoacidos libres o de

aminas en general.

A la fraccion disuelta en 1mL de Etanol se le adiai 1mL de solucion de Ninhidrina al

5%. Se calienta en bafio de agua de 5 a 10 minutos.

Si aparece una coloracion azul o violeta el engaypositivo. (21)

2.3.3.13. Ensayo de Shinoda:

Permite reconocer la presencia de flavonoides emtedcto de un vegetal. Si la alicuota
del extracto se encuentra en alcohol, se diluyelomh. de acido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metélico. Desgada reaccion se espera 5 minutos,
se afiade 1mL de alcohol amilico, se mezclan lasfgsse deja reposar hasta que se

separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agupracede de igual forma, a partir de la

adicién del &cido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcamoilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita o rojo; intensos en todos lepsa(21)

2.3.3.14. Ensayo de Kedde:

Permite reconocer en un extracto la presenciaidésglos cardioténicos. Una alicuota

del extracto en etanol se mezcla con 1mL del ngacti se deja reposar durante 5-
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10minutos. Un ensayo positivo es en el que se mdisauna coloracion violaceo,

persistente durante 1-2 horas. El reactivo de Keddeepara de la siguiente forma:

- Solucion 1: acido 3,5 dinitrobenzoéico al 2% en meta

- Solucion 2: Hidréxido de potasio al 5,7% en agua.

Las soluciones se tienen preparadas de forma indepge y se mezcla igual cantidad
en volumen de cada una de ellas justo en el monaentealizar el ensayo. Dicha mezcla

es la que se adiciona a la alicuota a evaluar. (21)

2.3.3.15. Ensayo de Antocianidinas:

Permite conocer en los extractos vegetales la meesde estas estructuras de secuencia

Cs-C3-Cs del grupo de los flavonoides. (21)

Se calienta 2mL del extracto etandlico por 10 nusauton 1 mL de HCI concentrado.
Dejar enfriar y luego adicionar 1mL de agua y 2neLadcohol amilico. Agitar y dejar
separar las 2 fases. La aparicion de color rojadnaen la fase amilica, indica ensayo

positivo. (21)

2.3.3.16. Ensayo de Mucilagos:

Permite reconocer en los extractos de vegetalgwdsencia de esta estructura tipo
polisacéarido, que forma un coloide hidrofilo deoalhdice de masa que aumenta la
densidad del agua donde se extrae. Para ello ioumta del extracto en agua se enfria a

0-5 °C, si la solucién toma una consistencia gedaa el ensayo es positivo.(21)
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2.3.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

2.3.4.1. Preparacion del Medio de Cultivo (Agar Dian)

Pesar:
- Extracto de Malta 36.0 g
- Peptona 60 g
- Agar 120 ¢
- Buey de bilis disecada 200 g
- Tween 40 100 mL
- Monooleato de glicerol 20 mL
- Acido oleico 20 mL
- Agua destilada 1000 mL

- Disolver los ingredientes por 15 minutos en un pte@gua.
- Agregar el volumen restante y hervir.
- Autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

- Repartir en tubos de vidrio o cajas petri estér{{28)

2.3.4.2.0btencién y Aislamiento d&alassezia globosa

Se obtiene muestras de pacientes examinados,qauall se realiza una limpieza previa
de la zona afectada, con alcohol al 70% y raspaddisturi estéril y sembrando en una

caja petri que contiene el agar Dixon. (20)

- Examen Directo Microscoépico

Se realiza en las escamas obtenidas con cintasigdheansparente la cual se aplica en
el area afectada, se tifien con azul de metilena pacer recuento de levaduras por

campo microscopico, aplicandose una escala aibitrar
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0 = Sin levaduras por campo.
(+) =1 a 4 levaduras por campo.
(++) =5 a 10 levaduras por campo.

(+++) = Sobre 11 levaduras por campo.

La micromorfologia también se considera en la ifleation, ya que puede ser de gran
utilidad, como en el caso de la tipica forma dBllaglobosa En otras especies, como la
M. furfur, puede tener formas variables y la caracteridtbicana de botellita puede
presentar variaciones esféricas, ovoides o ciliadri dificiles de reconocer y cuya
interpretacion es dependiente del examinador. (20)

- Cultivo

La muestra obtenida se siembran en la superficiendeedio de Dixon modificado y se

incuban a 32°C por 7 dias.

Una vez obtenido el primer aislamiento, se hacee$a otra placa de agar Dixon para
obtener cultivos frescos y asi realizar las prudli@guimicas de igual forma se mantiene

las cepas de caldo Dixon a 32°C como reserva. (20)

- ldentificacion

Las colonias obtenidas deben ser sometidas aglaigsies pruebas fisioldgicas: reaccion
de catalasa, desdoblamiento de la esculina y amhae utilizar Tween 20, 40, 80

como unica fuente de lipidos. Se sigue el flujogra® trabajo graficado en la Figura 7 .

- Reaccion de catalasa

Se determina aplicando una gota de agua oxigenk@&basobre las colonias que
previamente se han colocado en un portaobjetagshltado es positivo (+) si se forman

burbujas de gas.
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- Desdoblamiento de esculina

Se cultivan levaduras en un medio con esculinaehacion positiva (+) corresponde al

viraje a negro de la esculina al desdoblarse éséseulitina y glucosa.
- Crecimiento en Tween

A 16 ml de Sabouraud dextrosa agar estéril se agneg suspension de las levaduras en
estudio en 1 ml de agua destilada estéril. La sisfue se aplica en placa de Petri de 9
cm de diametro; una vez solidificado el medio sdizaran 3 orificios de 2 mm y se
llenan con Tween 20, 40 y 80, respectivamente.nBaba la placa a 32°C por una

semana, después de lo cual se examinaron condsipgahas de desarrollo o inhibicion.

Malassezia spp

Reaccion de catalasa Negativa

Positiva

Crecimiento en Tween

Esculina (+} Esculina (-} Esculina {-} M. resticta
| | Esculina
M. sympodialis M. furfur M. sloofftac { r"'"‘.d — 0
+ -
| 1
M. obtusa M. globosa

Fig. 2 . Flujograma de trabajo
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2.3.4.3.Determinacion de la Actividad Antifangica ths Hidrodestilados (Método de
Mitscher)

- Cultivo de Malassezia globosa

Con un asa estéril se transfieren una o dos asdd&dalassezia globosae un tubo
inclinado a un erlenmeyer codificado y cerrado qartenga 10mL de caldo Dixon
estéril. Este envase se marca y se incuba a 32°C ¢lias, con agitacion constante.

- Preparacion de Muestras para el Ensayo
- Extractos Crudos

Se pesa con precision 20mg de extracto crudo ysselde en una cantidad apropiada de
agar Dixon, lo cual es repartido a una caja petarcada. Esto debe realizarse
asépticamente. Después que las cajas se han plepseadejan a temperatura ambiente

o refrigerada si es necesario. (21)
- Preparacion de Stock de Ketoconazol

Como patrén se pesan 200mg de ketoconazol y selviisuen 10 mL de agua destilada

estéril, y se esteriliza por filtracion. (21)

Se toma 0.1mL de la soluciéon y se le aflade aséptiti® a una caja petri codificada, y

se adiciona 10 mL de Agar dixon. (21)
- Siembra de Microorganismos

Las cajas petri que se han preparado anteriormeatdeben tener contaminacion. La
superficie de cada caja se marca con una lineaapresenta al microorganismo que
posteriormente serd sembrado. Con un asa esttdl@ma aplicacion y otra, se toma una
asada de cada microorganismo en su turno. El as&lcmicroorganismo es entonces

sembrado en un patron radial de cada caja petiiesido la plantilla de la Figura 8:
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Figura. 3. Esquema de siembr de microorganismos (Método de Mitsche

Las suspesiones de los microorganismos deben ser agitagléierdpo en tiempo, pa

evitar la sedimentacio21)

La siembra es mas segugiase lleva a cabo desde la region cercana alelidatla caj:
hacia el punto cerca de la zona clara de centrla daja.La siembr no debe llegar
exactamente al centro de la caja pues hay peligroodtaminacion cruzada por pa

sobre una linea de microorganismos previamsembrada. (21)

Cuando las cajas se haysembradaon todos los microorganismos, se incuban a :
por 7 dias. Las cajas se incuban boca abajo pdex gue las gotas de agua condens.
puedan caer sobre los microorganismos y disperseresimientc (21)

- Reuvision de las Caj

Las cajas se sacan de la incubadora y se exanlinia €. Existe actividad antibiotice
cuando no hay crecimiento visible en las cajasdayala concentracion inhibitol
minima (CMI) es la menor concentracion de las didohes en la cual no hi
crecimiento del microorganismo. La presencia deapaolonias en uniaya es sefal de
resistencia. La presencia de pocas colonias askéa caja, lejos de las lineas raya

es sefal de contaminacid@l)
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2.3.5. DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliza un disefio completamente al azar (DCAjye las condiciones en las que se

efectla el experimento son completamente homogéneas

Son 72 determinaciones resultantes de 9 tratansignt repeticiones que se realizan
sobre 2 cepas de Malassezia globosa, para detertairactividad antifingica de los

hidrodestilados de las plantas mencionadas amegite, utilizando como blanco Agar
Dixon sin indculo, y como control de sensibilidathisolucion de Ketoconazol al 2%.



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se analizan los datos obtenidasada una de las pruebas realizadas

para cumplir con los objetivos y que se indicamheerespectiva metodologia.

3.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS HIDRODESTILAD OS

CUADRO No. 1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS HIDRODEST ILADOS
Hidrodestilados Aspecto Color Olor
Calendula officinalis Liquido aceitoso Transparente Penetrante

ligeramente turbio Caracteristico

Rosmarinus officinalis  Liquido aceitoso Ligeramente verde  Pentrante
turbio Caracteristico

Salix alba Liquido aceitoso Blanquecino Penetrante

Los hidrodestilados son liquidos de color verde&so de que se utilice la parte aérea y
transparente cuando se utiliza las flores. El ekraracteristico al vegetal sirviendo de

referencia para identificar su pertenencia.

Para el caso de la Calendula se utilizaron solfldass, mientras que para el Romero y

el Suce se utilizaron las hojas, y parte de ldsdal
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3.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO

En el sustento tedrico se indican los metaboligasisdarios presentes en los vegetales

utilizados para comprobar la actividad biolégica.
3.2.1. Calendula officinalis
En el hidrodestilado d€alendula officinalisse determina que hay la presencia de

agrupamientos lactonicos y aceites esencialesugdas pruebas de Baljet y Sudan Il
resultaron positivas.

CUADRO NO. 2. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Calendula officinalis

Pruebas Resultado
Ensayo de Dragendorff )
Ensayo de Baljet (+)
Ensayo de Sudan Il (+)
Ensayo del Cloruro férrico )
Ensayo de Shinoda ()

Ensayo de Rosentaler

()

(+): positivo; (-): negativo

3.2.2. Rosmarinus officinalis

En el hidrodestilado de Rosmarinus officinalis stednina que hay la presencia de
agrupamientos lactonicos, aceites esenciales greiges, ya que las prubas de Baljet,

Sudan lll, y Rosenheid resultaron positivas.
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CUADRO No. 3. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Rosmarinus officinalis

Pruebas Resultado

Ensayo de Dragendorff )

Ensayo de Baljet (+)

Ensayo de Sudan IlI (+)

Ensayo del Cloruro férrico )

Ensayo de Shinoda ()

Ensayo de Rosentaler (+)

(+): positivo;( -): negativo

3.2.3. Salix alba

En el hidrodestilado d8alix alba sedetermina que hay la presencia de flavonoides y

terpenoides.

CUADRO No.4.  TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Salix alba
Pruebas Resultado
Ensayo de Dragendorff )
Ensayo de Baljet )
Ensayo de Sudan Il ()
Ensayo del Cloruro férrico )
Ensayo de Shinoda (+)
Ensayo de Rosentaler (+)

(+): positivo; (-): negativo
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3.3. CRECIMIENTO DE Malassezia globosa EN AGAR DIXON

Una vez aislado el microorganismo de interés em Bgan, se realizaron las pruebas

bioquimicas para comprobar si se trata 0 no del memcionado.

CUADRO No. 5. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE CRECIMIENTO DE Malassezia globosa

Crecimiento en Tween

N° CfCimie_nto €N catalasa  Esculina

Muestra gar Dixon 20 40 80
1 + * ] ] _ -
2 + * ) ] _ _
3 + * ] i _ _
4 + * ] i _ -
5 + * ] ] _ -
6 + * ] i _ _
7 + * ] ] _ -
8 + * ] i _ _
9 + * ] i _ _
T " T + + + -
11 + * ] ) i _
12 + * ] ] _ _
13 + * ] ] _ -
14 + * ] ] i _
15 + * ] ] _ -
16 + * ] ] _ -
17 + * ] i _ -
18 + - " " i _
19 + * ] ] _ -
20 + * ] i _ -

+: Positivo; -: negativo
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3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

Como se menciond anteriormente se realizaron nimatamnientos en total, los cuales se

describen a continuacion:

CUADRO No. 6. DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS
Tratamientos Descripcion Proporcion %
1 Hidrodestilado d&Rosmarinus officinalis 100
2 Hidrodestilado d€alendula officinalis 100
3 Hidrodestilado d&alix alba 100
4 Mezcla de Hidrodestilado dRosmarinus 33:33:33
officinalis, Salix albay Calendula officinalis
5 Mezcla deCalendula officinalis Rosmarinus 50:50
officinalis
6 Mezcla deRosmarinus officinalis, Salix alba 50:50
7 Mezcla desalix albay Calendula officinalis 50:50
8 Ketoconazol (como control) 2
9 Blanco

Una vez aislado e identificado el hongo se lo cwisen caldo Dixon a 32°C, para
posteriormente realizar las pruebas de sensibilaad los diferentes tratamientos, los
cuales se evaluaron por el método de Mitscher,dssama concentracién de extracto

crudo de 20mg, y se obtuvieron los siguientes rados.
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CUADRO No. 7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI Malassezia globosa DE LOS
HIDRODESTILADOS

HIDRODESTILADO ACTIVIDAD
A

Hidrodestilado d&kosmarinus officinalis

Hidrodestilado d€alendula officinalis I
Hidrodestilado dé&alix alba A

>

Mezcla de Hidrodestilado dgosmarinus officinalis, Salix alba

Calendula officinalis

Mezcla deCalendula officinalis Rosmarinus officinalis

Mezcla deRosmarinus officinalis, Salix alba

Mezcla deSalix albay Calendula officinalis

> —l P >

Ketoconazol (como control)

A: activo ; P: parcialmente activo; I: inactivo

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluaatifungica de hidrodestilados; los
tratamientos activos frente crecimientoMeglobosason los siguientes en comparacion
con el Ketoconazol al 2% : hidrodestilados Besmarinus officinalis, Salix alba,
combinacion de Hidrodestilados d&osmarinus officinalis, Salix albg Calendula
officinalis, combinaciéon de Hidrodestilados d®osmarinus officinalisy Salix alba

combinacion d&kosmarinus officinalig Calendula officinalis.

La combinacion de Hidrodestilados dgalix alba y Calendula officinalis es
parcialmente activa frente al crecimientoMeglobosa.Mientras que el hidrodestilado

de Calendula officinalises inactivo frente al crecimiento de este hongo.



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Se obtuvo los hidrodestilados por arrastre de vdpoagua de cada uno de los
vegetales frescos, todos son liquidos con olorcteniatico al vegetal. El tamizaje
fitoquimico de los hidrodestilados determinan qereCalendula officinalis hay
la presencia de sesquiterpenolactonas (Baljetacgites esenciales (Sudan Il +);
enRosmarinus officinalifay sesquiterpenolactonas (Baljet +), aceitescesen
(Sudan 1l +), vy terpenoides (Rosentaler +); Salix alba hay flavonoides

(Shinoda +) y terpenoides (Rosentaler +).

2. Se muestre6 a 20 pacientes que padecian de de&rreabiorreica obteniéndose
18 cepas confirmadagn‘vitro” del hongaMalassezia globosaagente causal de

la caspa.

3. Los resultados expresados en el cuadro N°7 derlesb@s antimicoticas que se
realizaron a las dos cepas Malasseziaglobosa frente a los hidrodestilados y
sus mezclas asi como frente al Ketoconazol indigae ‘in Vitro” tienen
actividad antimicotica 20mg de cada hidrodestilado Romero Rosmarinus
officinalis), Sauce ®$alix albg, mezcla de Romero, Sauce y Caléndula
(Rosmarinus officinalis, Salix alba y Calendula @ffalis), mezcla de Romero y

Sauce Rosmarinus officinalis y Salix alpamezcla de Romero y Caléndula
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(Rosmarinus officinalis y Calendula officinglisal mismo nivel que el
ketoconazol al 2%; mientras que la mezcla del Hidstilado de Saucesélix
alba) y Calendula Calendula officinali} son parcialmente activos frente al

crecimiento déMalassezia globosa



CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Determinar el grupo fitoquimico responsable de dévimlad antimicética ih

vitro” de los vegetales que inhiben el crecimientdvidéassezia globosa

2. Aprovechar los conocimientos y tecnologia aplicaetsayos ih vivo” para
verificar la actividad antimicotica de los vegetalédentificados en esta

experimentacion.

3. Disefiar la forma farmacéutica mas adecuada pararpagrovechar las

propiedades de dichos vegetales
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CAPITULO VI

RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en el labdmatde Microbiologia Clinica de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Poltaéde Chimborazo. El objetivo de la
misma es identificar la actividad antifingica destvegetalesRosmarinus officinalis
(A), Salix alba (By Calendula officinalis (Cly sus mezclas (AB, BC, AC, ABC) para
Malassezia globosagente causal de la caspa, ya que esta enferrasdath de las que
afecta a mas del 50% de la poblacion mundial, gusere encontrar algan tratamiento de
origen natural. Se procedié a aislar e identifielhagente causal de la caspa en medio
Dixon modificado incubado a 32°@& 1°C por un periodo de siete dias, después se
conservan las cepas en caldo Dixon. Para detertaiatividad antifingica se utilizo el
Método de Mitscher que consiste en mezclar losodistilados con el medio Dixon e
incubar las cepas ddalassezia globosd.os hidrodestilados de los vegetales A, By C
se extraen por arrastre de vapor. Los resultadds determinaciorfin vitro” de la
actividad antifangica frente al blanco son posgiymara hidrodestilados de: A (100%),
B(100%), ABC (33%, 33%, 33%), AB (50%, 50%), AC $%®0%), ya que tienen una
reaccion similar a la actividad que ejerce el ketazol al 2% sobre las cepas. Se
concluye que los hidrodestilados mencionados amteente tienen actividad antifagica

para el hongdalassezia globosa.
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SUMMARY

This research was conducted at the Laboratory ofical Microbiology, Faculty of
Science of the Polytechnic of Chimborazo. The psepaf it is to indentify the antifungal
activity of three plants:Rosmarinus officinalis (A), Salix alba (B) and Galala
officinalis (C) and their mixtures (AB, BC, AC, ABC) foMalassezia globosathe
cusative agent dandruff, since this disease istlvateaffects more tan 50% of the world,
and you want to find a natural treatment. We prdedeto isolate and identify the
causative agent of dandruff in modified Dixon médiand incubated at 32 °C +/- 1°C
for a period of seven days, then strain broth kbeqpn. To determine the antifungal
activity was used Mitscher method of mixing the togistilleds Dixon with the médium
or incubating the strains dlalassezia globosa he hydrodistilleds of plants A, B and C
is extracted by steam distillation. The resultdefermining in vitro antifungal activity
against the target are positive hydrodistilledsf0{100%), B (100%), ABC (33%, 33%,
33%), AB (50%, 50%), AC (50%, 50%), as they hav&nailar reaction to the activity
exerted by ketoconazole 2% of the strains. We cwolecthat the above hydrodistilleds

have antifungal activity for the fungialassezia globosa.
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8. ANEXOS

ANEXO No. 1 TOMA DE MUESTRA DE UN INDIVIDUO AFECTADO

ANEXO No.2 CEPAS DE Malassezia globosa EN AGAR DIXON
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ANEXO No. 3 CAMBIO DE CAJA DE LAS CEPAS OBTENIDAS EN EL PRIMER AISLAMIENTO

ANEXO No. 4 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS OBTENIDAS
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ANEXO No. 6 SEGUNDO AISLAMIENTO DE LAS CEPAS OBTENIDAS

ANEXO No. 7 PRUEBA BIOQUIMICA, CATALASA 1
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ANEXO No.8 PRUEBA BIOQUIMICA, CATALASA 2

ANEXO No. 9 PRUEBA BIOQUIMICA,CRECIMIENTO EN TWEEN NEGATIVO
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ANEXO No. 10 PRUEBA BIOQUIMICA, CRECIMIENTO EN TWEEN POSITIVO

ANEXO No. 11 PRUEBA BIOQUIMICA, DESDOBLAMIENTO DE ESCULINA
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ANEXO No. 12 PRUEBA BIOQUIMICA, DESDOBLAMIENTO DE ESCULINA POSITIVO

ANEXO No. 13 PRUEBA BIOQUIMICA, DESDOBLAMIENTO DE ESCULINA, COMPARACIION ENTRE
BLANCO, POSITIVO Y NEGATIVO
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ANEXO No. 14 ENSAYO DE BENEDICT (CLORURO FERRICO)

ANEXO No. 15 ENSAYO DE ROSENTALER
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ANEXO No. 16 ENSAYO DE SUDAN I

ANEXO No. 17 ENSAYO DE BALJET
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ANEXO No. 18 ENSAYO DE DRAGENDORF

ANEXO No. 19 CALDO DIXON
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ANEXO No. 20 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTI Malassezia globosa, HIDROESTILADO DE

Rosmarinus officinalis

ANEXO No. 21 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTI Malassezia globosa, HIDRODESTILADO DE
Calendula officinalis



- B8 -

ANEXO No. 22 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTI Malassezia globosa MEZCLA DE LOS
HIDRODESTILADOS DE Calendula officinalis y Salix alba

ANEXO No. 23 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTI Malassezia globosa, BLANCO



