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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto antifungico in vitro
del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. (palillo) sobre cepas de
Candida albicans. Se llevé a cabo un estudio de tipo comparativo longitudinal,
prospectivo, experimental. La poblacién estuvo conformada por el conjunto de
placas inoculadas con las cepas de Candida albicans, aplicandoseles el extracto
etandlico del rizoma de Curcuma longa L. (palillo) observandose su efecto
antifingico para dichas cepas. Se observé que el extracto etandlico del rizoma de
la Curcuma longa L.(palillo) tuvo efecto inhibitorio in vitro frente a Candida albicans,
al utilizar las diferentes concentraciones de (25%, 50%, 75% y 100%), Para evaluar
la actividad antifungica se utilizé el método de Kirby Bauer (difusién en disco) y la
determinacién de la concentracibn minima inhibitoria (CMI), se aplico Candida
albicans ATCC 10231, asi mismo se utiliz6 un grupo control con fluconazol,
realizandose 10 repeticiones en cada caso. Se observd que el efecto antifiingico
del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “Palillo” sobre Candida
albicans ATCC 10231, fue sensible a partir de las concentraciones de 50% y 75%
con un diametro promedio de los halos de 12 y 16 mm de diametro respectivamente,
mientras que a concentracion de 100% el diametro promedio del halo fue 25
Mostrando asi un efecto semejante al fluconazol. La CMI para Candida albicans
ATCC 10231 fue a concentraciéon del 50%. Finalmente se concluye que el extracto
etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “Palillo” si tiene efecto antifungico sobre
Candida albicans ATCC 10231.



ABSTRACT

The present research aims to evaluate the in vitro antifungal effect of the ethanolic
extract of the rhizome of Curcuma longa L. (toothpick) on strains of Candida
albicans. A longitudinal, prospective, experimental comparative study was carried
out. The population consisted of the set of plates inoculated with the strains of
Candida albicans, applying the ethanolic extract of the rhizome of Curcuma longa
L. (stick), observing its antifungal effect for said strains. longa L. (toothpick) had an
inhibitory effect in vitro against Candida albicans, when using the different
concentrations of (25%, 50%, 75% and 100%). To evaluate the antifungal activity,
the Kirby Bauer method (diffusion in disk) and the determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC), Candida albicans ATCC 10231 was applied, likewise
a control group with fluconazole was used; performing 10 repetitions in each case.
It is believed that the antifungal effect of the ethanolic extract of the rhizome of
Curcuma longa L. "Palillo" on Candida albicans ATCC 10231, was sensitive from
the concentrations of 50% and 75% with an average diameter of the halos of 12 and
16 mm in diameter respectively, while a concentration of 100% the average
diameter of the halo was 25, thus showing an effect similar to fluconazole. The MIC
for Candida albicans ATCC 10231 was a concentration of 50%. Finally, it is
concluded that the ethanolic extract of the curcuma longa L. "Palillo” rhizome does

have an antifungal effect on Candida albicans ATCC 10231.
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|. INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS), constituyen un problema de salud
publica a nivel mundial, que aqueja tanto a hombres como a mujeres, se estima
gue ocurre mas de 340 millones de casos nuevos de enfermedades de trasmision
sexual curables al afio en el mundo. Cada dia, mas de un millon de personas
contraen una infeccién de transmision sexual. Segun la organizacion mundial de la
salud (OMS) la mayor parte de las infecciones de transmision sexual son
asintomaticas y la mayoria de ellas afectan a personas entre el rango de 15y 49
afios de edad, es decir en plena etapa productiva y reproductiva (1).

Es asi que las infecciones vaginales pueden presentarse en cualquier etapa de la
vida de la mujer, y éstas se deben a malos habitos higiénicos, alimentacion
inadecuada, uso de ropa sintética, climas calidos y humedos, el uso de duchas
vaginales, cambios hormonales, tratamiento con antibidticos y otros medicamentos
que alteran la flora normal de la vagina, por ese motivo representan un problema

de orden biopsicosocial (2).

Por lo que si las infecciones de transmision sexual, no se manejan adecuadamente,
pueden generar costos monetarios altos, directos o indirectos, asi como otras
repercusiones para las personas y las comunidades. Asi mismo estas infecciones
influyen en las elevadas tasas de morbilidad y mortalidad materno-infantil y tienen
consecuencias tales como infertilidad, embarazo ectopico, bajo peso al nacer, e
infeccidn por el VIH, estas al parecer cuando no son tratadas adecuadamente y a

tiempo (3).

Asimismo se sabe que una de las infecciones de transmisién sexual mas comun,
es la producida por hongos, en la actualidad hay miles de variedades de tipos de
esta especie en el mundo y la mas comun es la Candida albicans, que es la causa

mas frecuente de morbilidad en el Pera y en el mundo (4).

Esta micosis registra una incidencia que se ha incrementado en los ultimos afios
debido al incremento de tratamiento prolongado con antibidticos vy
corticoesteroides, se sabe que uno de los tratamientos con mayor eficacia es el

fluconazol para la prevencion de la infeccion bucofaringea, asimismo el fluconazol
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presenta la misma eficacia para la prevencion de infecciones en otras parte del

organismo (5).

A pesar de que existen tratamientos médicos, con base cientifica, la poblacion hace
uso de las plantas medicinales para poder tratar diversas enfermedades,
incluyendo las enfermedades producidas por hongos; siendo esto asi las plantas
medicinales han sido una alternativa de uso en la poblacion a través de los afios y
gue ha aumentado su popularidad por medio de la informacién oral. Dentro de estas
plantas que se usan tanto para aseo vaginal especificamente como prevencion de
hongos vaginales encontramos: el ajo, el aceite organico orégano, llantén,
arandanos organicos, vinagre organico de sidra de manzana, sangre de grado,

palillo, etc. (6).

El palillo cuyo nombre cientifico es la Curcuma longa L, es una especie procedente
de la India, perteneciente a la Familia Zingiberaceae originaria del sudeste asiatico,
conocida mundialmente como una especie aromatica (7). El nombre de Curcuma
deriva del arabico antiguo de la planta Kurkum, mas conocida como azafran, de

hecho, a la curcuma se la conoce como el azafran asiético (7).

Existen diversos tipos de Curcuma. Ademas de la Curcuma longa L. (la Curcuma
propiamente dicha), existe también la Curcuma xanthorrhiza Roxb. (Curcuma de
Java), y la Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe. Los neerlandeses trajeron la
Curcuma de Java a Europa, donde también se conoce como “temul lawak”. La
Curcuma zedoaria procede del Himalaya, donde utilizan las hojas de la planta como
ensalada. Segun Van Hellemont, la Curcuma de Java es la preferente ya que esta
especie tendria una mayor concentracion de aceites volatiles y por tanto un mayor
efecto colagdgico y colerético que la Curcuma longa L., afirma que ésta tiene sobre
todo interés culinario y la Curcuma zedoaria debe emplearse mas para molestias
gastricas. Sin embargo, los estudios demuestran que la Curcuma longa L, posee
potentes propiedades colagdgicas y coleréticas, ademas de una gran cantidad de
otras cualidades farmacoldgicas que por el momento no se han observado en la

Curcuma de java (7).



La Curcuma es una planta poco caldrica, baja en grasas y fundamentalmente
compuesta por carbohidratos. Presenta una alta proporcion de minerales como el
potasio, el fésforo y el magnesio, y es una buena fuente de vitaminas C y E (7).
Pertenece al reino: plantae, Filo: Magnoliophyta, Clase: Liliopsida, Orden:

Zingiberales, Familia: Zingiberaceae, Género: Curcuma, Especia: Longa (8).

La composicion de la Curcuma, es su color amarillo naranja debido a los derivados
diarilmetalicos de los cuales, la Curcumina es la mas importante. Es un polvo
cristalino insoluble en agua y éter, pero soluble en etanol y acido acético glacial,
con un punto de fusion entre 180-183°C (8). Las caracteristicas de aroma y sabor
son determinadas por los constituyentes de los aceites volatiles. En los tipos de
Curcuma comerciales, el contenido de pigmentos (expresados en Curcumina) esta
entre 0.5 -6 % y de aceites volatiles entre 1.3 — 6% (8). La Curcuma se compone
de un grupo de tres curcuminoides: Curcumina (diferuloylmethane),

demetoxicurcumina, y bisdemetoxicurcumina (9).

El rizoma de Curcuma contiene Curcumina (acido turmérico), una materia colorante
amarilla, insoluble en agua, soluble en alcohol y éter; aceite esencial, almidon (entre
un 30 y 40%), resina, goma, aceite graso, oxalato de calcio. Con un rango
establecido del 3 - 5% de Curcumina. La Curcumina es inestable a pH basico,
también ocurre una degradacion extremadamente lenta a pH entre 1 y 7. El aceite
esencial es de color amarillo-anaranjado, se halla en el parénquima cortical y entre
sus componentes figuran: felandreno, sabineno, cineo, tumoral, los aceites de
Curcuma presentan alrededor de ocho zonas rojo violeta con rangos de referencia
de 0.3 (10).

Se debe tener en cuenta, que una planta para ser considerada como medicinal,
esta debe contener al menos 50 ml de aceite esencial por kilo de Curcuma, y no
menos de 0,1% de derivados de dicinamoilmetano expresados como Curcumina,

ambos calculados respecto a la droga anhidra (11).



Segun los estudios farmacocinéticos en animales, estos han demostrado que el 40
y el 85 % de una exposicion oral de dosis de Curcumina, pasa a través del tracto
gastrointestinal sin cambios, con la mayor parte del flavonoide absorbida debe ser

metabolizado en la mucosa intestinal y el higado (12).

Su mecanismo de accion como efecto antioxidante agua y extractos solubles en la
grasa de la Curcuma y su exhibicibn componente Curcumina, crea una fuerte

actividad antioxidante, comparable a las vitaminas C y E (12).

Enlo referente alos efectos anti cancerigenos, los estudios realizados en animales
como ratas y ratones, asi como los estudios in vitro que utilizan lineas celulares
humanas, han demostrado la capacidad de la Curcumina para inhibir la
carcinogénesis en tres etapas: la promocion tumoral, la angiogénesis, y el
crecimiento tumoral, también se han realizado estudios de cancer de colon y cancer
de préstata, en donde la Curcumina inhibe la proliferacién celular y el crecimiento
del tumor (12).

Segun las investigaciones sobre sus propiedades anticancerosas, estas se basan
en que la Curcumina inhibe la produccion de citoquinas (moléculas que
desencadenan los procesos inflamatorios a nivel celular). Estas investigaciones
demuestran que una reaccién inflamatoria se halla a menudo en el origen de la

formacion y el crecimiento de un tumor canceroso (12).

Es asi que las propiedades de la Curcumina en cientos de estudios in vitro y con
animales se ha demostrado las propiedades medicinales de la Curcumina, ademas
se sabe que posee cualidades antioxidantes, antiinflamatorias, inmunomodulantes,
antimutagénicas, anticarcinogénicas, vulnerarias, liporeductoras, desintoxicantes,
hepatoprotectoras, antiespasmadicas, neuroprotectoras, digestivas,

antiangiogénicas y antimicrobianas (13).

En lo referente a la actividad hipolipidémica algunos autores han estudiado el efecto

de la suplementacion diaria de 0.5% de Curcumina en ratas con diabetes inducida
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por estreptozotocina, en las que se detectaron una mejora significativa del estado
metabolico a la vez se observo una reduccion del colesterol sanguineo (debido a la
fraccion LDL), de los triglicéridos y de los fosfolipidos. También se ha observado
una reduccion similar en el colesterol en el higado y en el rifiébn, con un marcado
incremento de la actividad de la enzima colesterol-7-hidroxilasa del higado, lo que
indica una mayor velocidad en el catabolismo del colesterol bajo los efectos de la

curcumina (14).

Se ha comprobado que la actividad hipocolesterolemia de la Curcuma comosa
acelera la movilizacion del colesterol desde los tejidos periféricos al higado,
aumentando su excrecion biliar. Asimismo, se ha demostrado la actividad
hipocolesterolémica e hipolipidémica de la curcumina, cuando esta se administraba
a las ratas durante siete semanas, a dosis de 0.15% de la dieta. Posteriormente,
Deshpande et al. (1997) estudiaron el efecto de un extracto etanolico en humanos,
y observaron una disminucion importante en los triglicéridos plasmaticos y algo
menos drastica del colesterol total. El efecto hipolipidémico del extracto se

acompafo con una disminucion de la peroxidacion lipidica plasmatica (14).

En efectos antimicrobianos, el extracto de Curcuma y el aceite esencial de Curcuma
longa L, inhiben el crecimiento de una variedad de bacterias, parasitos y hongos
patdgenos. Un estudio en pollos infectados con el parasito cecal Eimera maximos
demostraron que las dietas suplementadas con 1 % de la Curcuma dieron como
resultado una reduccion en el intestino delgado puntuaciones de las lesiones y la

mejora de la ganancia de peso (15).

Se debe tener en cuenta que la Curcuma longa L., esta contraindicada en pacientes
gue pueden presentar hipersensibilidad a la Curcuma y a las plantas de la familia
de las Zingiberaceas (jengibre), por lo que su uso estad contraindicado. Puede
producirse en estos casos una dermatitis por contacto, tanto en piel como en cuero
cabelludo. No se debe utilizar en caso de obstruccion de las vias biliares o estenosis
biliares. Su uso en el tratamiento de la colelitiasis debe de hacerse exclusivamente

bajo prescripcién y control médico (11).



Los Efectos Secundarios de la Curcuma longa L, es en el uso prolongado puede
producir molestias gastricas, especialmente en dosis altas o por un uso prolongado
pueden aparecer nauseas y diarrea. En ensayos de animales y de laboratorio, la
Curcuma puede aumentar el riesgo de sangrado, por lo que es importante controlar

pacientes con problemas de coagulacion y pacientes sincronizados (11).

La Curcuma puede producir contracciones de la vesicula biliar, por lo que, en caso
de utilizarla pacientes con calculos biliares, se puede producir un cdlico biliar (11).EI
uso de la Curcuma en pacientes diabéticos o con hipoglucemias, asi como de
pacientes que tomen medicamentos 0 suplementos que reducen los niveles de
glucosa en sangre, debe estar controlado, ya que la Curcuma puede variar los
niveles de azucar en sangre (11).El uso en el embarazo y la lactancia, la Curcuma
causa estimulacion uterina y estimula el flujo menstrual, por lo que se exige
precaucion en su uso, en el caso de la lactancia la Curcuma no ha demostrado que

pueda atravesar la barrera madre-hijo (11).

La Curcuma tiene una amplia actividad antimicrobiana e inhibe in vitro el
crecimiento de bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus), virus (VIH, virus
del papiloma humano), hongos patdégenos, protozoos (Leishmania, Giardia lamblia,
Trichomonas vaginalis, Plasmodium) y helmintos. Un aspecto importante es que el
extracto de Curcuma inhibe in vitro la bacteria SARM (Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina) y hace que vuelva a ser sensible a los antibiéticos

betalactamicos.(13).

Otros efectos adversos en pacientes con Ulcera gastrica pueden causar acidez al
utilizar altas dosis y por tiempo prolongado. Con menor frecuencia produce nauseas
y diarrea, por lo que solo debe usarse por periodos cortos y en dosis adecuadas;
en personas con trastornos de la coagulacién puede aumentar el riesgo de
sangrado, por lo que debe evitarse su empleo; en animales de experimentacion la
Curcumina suele aumentar las pruebas de funcion hepatica, pero en humanos la
Curcuma no tiene efecto sobre estas (16). asi mismo la Curcuma puede debilitar el

sistema inmunoldgico y por tanto se debe usar con precaucidén en pacientes con



deficiencias en el sistema inmunolégico (16).

La absorcion de la curcumina, segun estudios realizados en animales han
demostrado que es rapidamente metabolizado, conjugado en el higado, y se
excreta en las heces, por lo tanto al haber limitado la biodisponibilidad sistémica a
40 mg / kg dosis intravenosa de la curcumina se administrd a ratas traducido en el

aclaramiento plasmatico total a una hora de la dosis (17).

Diversos investigadores han estudiado acerca de los efectos de la Curcuma longa

L, entre los que tenemos:

Naveen K, Kalagatur- Venkataramana, Mudili- Allen, et al. La cual su estudio tuvo
como objetivo determinar los efectos inhibidores de Curcuma longa L. aceite
esencial (CLEO) contra el crecimiento y la produccion de zearalenona (ZEA) de
Fusarium graminearum. La actividad antifungica de CLEO se evalud utilizando el
método de micro-dilucién bien, y minima inhibitoria (MIC) y las concentraciones de
fungicidas minimas (MFC). Los resultados del estudio concluyeron que, CLEO
puede encontrar una aplicaciéon potencial en la industria alimentaria para controlar

la infestacion de hongos y la contaminacion (18).

Serairi, R - Msikini, N - Jameleddine, S - Ksouri, R, et. Al. Se inform0 previamente
como la reduccion de higado graso no alcohdlico (NASH) y el estrés oxidativo en
ratas. El proposito del estudio fue examinar el efecto protector y curativo de la
Curcuma Longa en la hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono (CCl4)
en ratas. Estos resultados fueron confirmados por el estudio histolégico de
secciones de higado de todos los animales de experimentacion y el estudio de la
composicién quimica de CL que muestra un alto contenido de compuestos feno-
LIC (16.35 mg GAE. G -1 DW) y flavonoides (12,35 mg CE. g -1 DW). Conclusion
Curcuma Longa muestra efectos protectores y curativos en la hepatotoxicidad
inducida por CCl4 en ratas (19).

Sumiyoshi M, Kimura. La Curcuma se ha utilizado tradicionalmente para el
tratamiento de la inflamacion, heridas de la piel y trastornos hepaticos en Ayurveda,
Unani y la medicina china, aunque la aplicacién topica u oral de la Curcuma se
utiliza para mejorar problemas de la piel, no hay evidencia para apoyar este efecto.

El objetivo del estudio fue aclarar si la Curcuma previene el dafio de la piel crénica



-irradiated ultravioleta B (UVB). Se examinaron los efectos de un extracto de
Curcuma en dafio de la piel, incluyendo cambios en el grosor y la elasticidad de la
piel, pigmentacién y arrugas causadas por el largo plazo, una dosis baja de rayos
ultravioleta B radiacion en ratones sin pelo que poseen melanina. El extracto (a 300
0 1.000 mg / kg, dos veces al dia) impidi6 un aumento de grosor de la piel y una
reduccion de la elasticidad de la piel inducida por la exposicion UVB cronica.
Prevencion de envejecimiento de la piel inducido por UVB por la Curcuma puede
ser debido a la inhibicion de los aumentos en la expresion de MMP-2 causada por

la irradiacion crénica (20).

En el Perq, la poblacion en general conoce de la Curcuma longa en lo culinario
como “palillo”, mas no en los beneficios y propiedades que tiene esta especie, en
diferentes enfermedades y una de ellas son las enfermedades transmitidas por

hongo y siendo la mas comun la candidiasis.

Es por ello que es importante, conocer los principios activos que corroboran el
efecto antifingico de dicha planta, no hay registros cientificos que validen la dosis
adecuada para el uso antimicético; hasta donde se ha revisado la bibliografia, hay
trabajos de investigacién cientifica sobre la accién antifungica de Curcuma longa L.
“palillo” siendo necesario dentro de la profesidén de obstetricia, el estudio del efecto
antifangico de dicha especie antes mencionado sobre las cepas de Candida
albicans, y por ser un tratamiento tradicional aportaria una nueva alternativa
antimicética frente a la gama del programa del manejo sindromico para las
infecciones de transmision sexual; Siendo los obstetras quienes evaluan, brindan
tratamiento, informacion y orientacion, para implementar nuevas alternativas en el

manejo por Candida albicans.

Frente a éstos hechos y siguiendo las recomendaciones de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), de utilizar la medicina alternativa y tradicional y teniendo
conocimiento del uso de ésta planta medicinal por la poblacion  como
antiinflamatorio en la Amazonia, es que resulta justificado y de vital importancia
realizar el estudio de la Curcuma longa L, para determinar el efecto antifiingico,
ante una infeccién producida por Candida albicans, el cual nos pueda dar resultado
positivo, asi mismo podamos ponerlo en valor como una alternativa de un
tratamiento antifiingicol? con base cientifica y validado por el Ministerio de Salud,

contribuyendo de ésta manera con el tratamiento sindromico de las infecciones de



transmision sexual. Ademas, permitira generar el interés de estudiar otras plantas
con propiedades antifungicas para que estas puedan ser validadas por la

Organizacion mundial de la salud (OMS) (2,5).

1. JUSTIFICACION

En los departamentos de la Libertad y Lima pertenecientes a las regiones de la
costa mostraron tasas altas de infecciones de transmision sexual, de ello se
desprende que la poblacion no tiene el conocimiento y la educacion adecuada de
lo que significa las infecciones de transmision sexual y de cOmo se transmiten y
cdmo son sus sintomas, y al no acudir a un centro de salud u hospital, por diversos
factores, la gente opta por la automedicacion y el uso de plantas medicinales sin
saber los dafios que estas puedan ocasionarles y que efectos colaterales o efectos

secundarios ocasionan a su organismo.

Por lo general la gente conoce a la Curcuma longa en lo culinario como “palillo”, y
también lo utiliza de manera empirica por sus beneficios y propiedades medicinales
gue tiene dicha especie en diferentes enfermedades y una de estas propiedades,

es utilizada para combatir las enfermedades transmitidas por hongos.

2. PROBLEMA

¢Existe efecto antifungico in vitro de extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L. “palillo” sobre Candida albicans ATCC 10231? Universidad Privada
Antenor Orrego Trujillo 2019.

3. HIPOTESIS

H1: El extracto etanodlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” tiene efecto

antifangico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231.

HO: El extracto etanolico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” no tiene efecto

antifingico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231.

4. OBJETIVOS



4.1. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto antifingico del extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L. “palillo” sobre Candida albicans ATCC 10231.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar el efecto antifungico por método de extracto en disco.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de la Curcuma longa
L. “palillo” sobre Candida albicans ATCC 10231.

e Determinar la concentracion fungicida de la Curcuma longa L. “palillo”
sobre Candida albicans ATCC 10231.

ll. MATERIAL Y METODO

1. MATERIAL

1.1.Tipo de Estudio

Experimental

1.2.Disefio de Investigacion

Solomén

1.3.Poblacion

La poblacion estuvo conformada por el conjunto de placas inoculadas con
las cepas de Candida albicans ATCC 10231.

1.4.Muestra

Considerando que los antifingico de uso comun presentan 80% de alta
efectividad frente al 28% del extracto etandlico del rizoma Curcuma longa

L. “palillo”

n=(Za/l2+72B)223S2
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(X1 - X2)2
Siendo:

n= el nUmero de repeticiones efectuados en cada investigaciéon
Za/2=1.96 paraa=0.05

ZB3=0.84parap =0.20

S=0.8(X1-X2) 10

n=10

Con estos datos se determiné una muestra de diez (10) observaciones
para cada concentracion del extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L. “palillo” para Candida albicans ATCC 10231 en donde se
realizaron: diez (10) repeticiones, en donde se colocé a una concentracion
al 25%, diez (10) repeticiones en donde se coloco6 a una concentracion al
50%, diez (10) repeticiones en donde se coloc6 a una concentracion al
75%, diez (10) repeticiones en donde se colocO a una concentracion al
100%.

1.5.Técnicas e instrumentos de investigacion
Se realiz6 a través del método de ABTS (acido 2,2- azinobis-3-etil
benzotiazolina6-sulfénico) (21), realizandose las observaciones y el
empleo de tablas de evaluaciones pre y pos inoculaciones del extracto

etanolico del rizoma de la Curcuma longa L.

1.6.Unidad de Anélisis
Estuvo constituido por la placa de Petri que contiene el medio de cultivo
correspondiente del microorganismo y el extracto etandlico del rizoma de
Curcuma longa L. “palillo”.
2. METODO:
2.1.Tipo de Estudio:

Segun su finalidad: De Investigacion basica

Segun su caracter: Descriptivo.
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Segun su naturaleza: Cuantitativa.
Segun la orientacion que asume: explicativo experimental.
Segun su Disefio: Experimental: disefio de cuatro grupos de Solomén

Segun su escala de medicién: Nominal a dosis creciente.

Extracto de la raiz de

Fluconazol
la Clrcuma longa
Concentraciones
25% S0% T5% 1005
100mg/mi

Susceptibilidad
— halos de
inhibician (mm)

CiI {UFC)

Candida
albicans 10231

2.2.DISENO DE INVESTIGACION

2.3.VARIABLES:

Independientes:

e Concentracion del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L.
(palillo).

Cuyos indicadores son: Concentraciones al 25%, 50%, 75%, 100%
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del extracto etandlico.

Dependiente:

e Efecto antifingico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231
Cuyo indicador es: Se midi6 mediante halos de inhibicién

antimicrobiana, mediante la escala de Durafford.

2.3.1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:
e Efecto antifungico: Cualquier sustancia capaz de producir una

alteracion o destruccion de los hongos.

e Principio activo: Sustancias que se encuentran en distintas partes u
organos de las plantas y que alteran o modifican el funcionamiento de

organos y sistemas del cuerpo humano y animal (22):

* Medicina tradicional: Suelen utilizarse para tratar o prevenir

dolencias y enfermedades cronicas y para mejorar la calidad de vida.

e Plantas medicinales: Es un recurso, cuya parte o extractos se
emplean como drogas en el tratamiento de alguna afeccién y las que
se emplean con fines terapéuticos se consideran estratégicas e

importantes. En las comunidades carentes de servicios médicos.

e Curcuma: Es una especia india derivado de los rizomas de la planta
y tiene una larga historia de uso en Ayurveda es la medicina como
tratamiento para las enfermedades inflamatorias (1,13).
2.4.PROCEDIMIENTOS

Descripcién del procedimiento

Se obtuvo el permiso para la ejecucion del trabajo, mediante la aprobacion
del proyecto de investigacion por el Comité Permanente de Investigacion
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada Antenor

Orrego con la correspondiente Resolucion Decanal.
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A. De la autorizacion para la ejecucion:
Una vez aprobado el proyecto se prosiguié a solicitar el permiso para
poder trabajar en el Laboratorio de microbiologia molecular y
biotecnologia de la facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad

Privada Antenor Orrego.

B. De recoleccion de la muestra:
Tres kilos del rizoma de Curcuma longa L. “palillo”. fueron recolectados
en el mercado la Hermelinda, ubicado en el distrito de Florencia de

Mora de Departamento de la Libertad.

C. Identificacién y determinacion taxonOmica de la especie
Un ejemplar completo de la planta se llevo al Herbario Antenor Orrego
de la Universidad Privada Antenor Orrego para su identificacion y
posterior verificacion taxondmica segun el sistema filogenético de la

especie.

D. Preparacién de la muestra:

1. Seleccion de la muestra: El material recolectado fue transportado,
al Laboratorio de microbiologia molecular y biotecnologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada Antenor
Orrego, en donde se procedié a eliminar las sustancias extrafias

presentes en el material vegetal.

2. Lavado de la Curcuma longa: Luego de la separacion de las
sustancias extrafias, se prosiguio a lavar la muestra con agua
destilada y desinfectada con hipoclorito de sodio.

3. Secado: Una vez desinfectada, la muestra, fue secada en estufa
60°C. por tres dias.

4. Molienda: Se prosiguio a separar la cascara de la raiz de Curcuma
longa L. y sélo se pulverizo la raiz con ayuda de un mortero.

5. Tamizaje: Se pasoé la muestra molida por un set de tamices para
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homogeneizar el tamafio de las particulas y luego fue colocada en

frascos de vidrio de color ambar para su posterior utilizacion.

E. Obtencién del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longal.:
Del material pulverizado y tamizado, se pesé 50 gr. de polvo del rizoma
de Curcuma longa L., este se colocé en un frasco de vidrio de color
ambar y se le agregd 200 ml de alcohol de 96°, y se dejé macerar por
una semana, agitando todos los dias. Al cuarto dia se agreg6 100 ml

mas de alcohol al 96° y se siguid agitando hasta completar la semana.

El producto fue filtrado tres veces, primero con papel filtro Whatman
N° 41, el segundo filtrado se realiz6 con papel filtro Whatman N° 2 y
por ultimo un tercer filtrado con papel Whatman N° 1. Luego se
concentré en rotavapor y se llevd a la estufa a 40 °C hasta su
sequedad. A partir de la masa de extracto seco de Curcuma longa L.
(palillo) se preparé las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
las cuales fueron guardadas y rotulados en frascos de color ambar
estériles y conservadas en refrigeracion hasta el momento de su

utilizacion en el ensayo antibacteriano.

F. Obtencién de la cepa:
Se obtuvo la cepa de Candida albicans, en el Hospital Regional
Docente de Trujillo (HRDT), la cual se mantuvieron para el estudio en
el Laboratorio microbiologia molecular y biotecnologia de la Facultad

de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada Antenor Orrego.

G. Reactivacion de la cepa:
Una vez que se obtuvo la cepa, ésta fue reactivada en placa Petri
conteniendo Agar Sabouraud dextrosa 0.1% a 37°C por 48 horas para
Candida albicans ATCC 10231.

H. Preparacién del in6culo:
Preparamos el in6culo, de una asada de una colonia de Candida
albicans de un subcultivo en Agar Sabouraud (SDA) a diez en donde
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observamos reactivada la cepa, cultivamos en tubos de ensayo
cerrados herméticamente conteniendo el medio agar Sabouraud para
Candida albicans ATCC 10231 ml de caldo peptonado, suplementada
con 0.1 % de glucosa. incubamos a 37 °C x 18 horas, en agitacion;
Luego, se trasvaso el cultivo a un tubo cénico de 15 mly se centrifugo
a 800 °C por quince minutos, asi mismo lavamos dos veces el pellet
con PBS estéril.

Ajustamos el in6culo a una concentracion de 1.5 x 108 cel./ml en PBS
estéril de Mac Farland luego los tubos fueron girados entre las palmas
de las manos durante treinta segundos antes de proceder al sembrado

para distribuir los microorganismos adecuadamente.

Sembrado

Realizamos con un hisopo estéril, el cual fue embebido en las cepas
de Candida albicans las cuales fueron obtenidas del Hospital Regional
Docente de Trujilo (HRDT), del area de patologia, asi mismo
sembramos en placas Petri conteniendo agar Sabouraud para ser
estirado en césped, hisopando uniformemente sobre toda la superficie

del agar y girando cuatro veces aproximadamente.

Determinar el efecto antifungico (prueba de susceptibilidad,
difusion en disco)

Para la prueba de susceptibilidad se prepararon cuatro diluciones del
extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L., las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Dichas diluciones se
conservaron a 4°C para el estudio microbiolégico. Luego de realizar el
sembrado de la cepa de Candida albicans ATCC 10231 en placas
Petri, se realiz6 la prueba de susceptibilidad utilizando el método de
difusion en discos o método de Kirby-Bauer. Se prepararon discos de
papel filtro estériles sumergiéndolos dentro de cada una de las
concentraciones de extracto etandlico; y después, con una aguja
estéril fueron colocados sobre los cultivos de Candida albicans ATCC
1023, en las placas Petri preparadas previamente. Se utilizaron como

grupos de control el fluconazol y suero fisiolégico estéril,
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posteriormente las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas. La
siembra de los microorganismos fue para cada una de las
concentraciones del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa
L. Los valores que se obtuvieron se compararon con los respectivos
grupos controles. Finalmente, la lectura se llevé a cabo a las 48 horas,
luego de la cual se midieron los halos de inhibicidn (susceptibilidad) de
cada una de las concentraciones, incluyendo el &rea del disco de papel
de filtro, con una regla milimetrada, procediéndose de igual manera
con ambos controles, la lectura de los halos de inhibicion producidos

se midié en milimetros, teniendo en cuenta la escala de Duraffourd.

. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas de Candida albicans fueron obtenidas del Hospital Regional

Docente de Trujillo (HRDT), del area de patologia.

2.5.ANALISIS DE DATOS

El procesamiento de la informacion fue llevado a cabo por un estadistico.

Estadistica descriptiva: Para analizar la informacion se construiran
tablas de distribucion de frecuencias de una entrada con sus valores
absolutos, asimismo se calculé su media y su desviacion estandar.

-Estadistica analitica: Para determinar el efecto in vitro del extracto
etandlico del rizoma de Curcuma longa (palillo) sobre Candida
albicans, se utilizd6 un andlisis de varianza con un disefio
completamente aleatorizado, para el efecto fungicida analizado por
halos de inhibicién, luego se hizo una prueba de comparaciones
multiples, para la cual se utilizé la prueba Duncan, ambas con un nivel

de significancia del 5%.

Todos estos datos fueron realizados por un estadistico el cual utilizé un
paquete estadistico SPSS- 18.0.

2.6.ASPECTOS ETICOS:

Con respecto a los aspectos éticos, la realizacion del trabajo de
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investigacion, fue in vitro, por lo tanto, no hay incumplimiento de normas
éticas. En la investigacion realizada se respeto el principio ético adoptado
en el capitulo 6 del cédigo de ética del Colegio Médico del Peru titulado:
“Del trabajo de investigacion”, especificamente el capitulo 6 del Art. 48°,
donde se sefiala la veracidad en la publicacion de los resultados
obtenidos en el estudio. Asi mismo, se tuvo en cuenta los principios de

bioseguridad correspondiente a trabajos in vitro.

[II.RESULTADO

Basado en los resultados de la investigacion in vitro para evaluar el efecto de
diferentes concentraciones del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L.
sobre cepa de Candida albicans ATCC 10231, se realizaron las siguientes tablas y

graficos:

Tabla 1:
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Indicador del diametro del

Concentracion de Extracto etandlico del rizoma Curcuma

halo (mm) longa L.
25% 50% 75% 100 %
Media 8 12 16 25
Desviacion Estandar 0,57 0,57 1,43 4,68
Prueba F F =307.35 p= 0.00
Prueba Duncan entre A B C D

grupos

Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto etandélico del rizoma
de Curcuma longa L. sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Interpretacion: En la Tabla 1 al someterse los datos al analisis de varianza que

compara las medias de cada grupo de estudio se obtiene F=307.35, con una
diferencia altamente significativa (p=0.00), es decir, al menos una de las
concentraciones produce un efecto medio diferente, para complementar el andlisis

se aplica la prueba de Duncan para comparar los promedios por parejas de grupos
0 tratamientos, lo cual nos indica p < 0.05 al comparar cualquier pareja de
tratamiento, lo que permite sefialar que todos tienen efectos diferentes en cuanto a
la susceptibilidad en el dimetro del halo de inhibicién.

Diametro del halo {mm)

16
12
B
10
5 '
25% 507 75%

Concentracién del extracto etanélico del rizoma de Curcuma

25

100%
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Grafico 1: Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto etandlico
del rizoma de Curcuma longa L. sobre la cepa de Candida albicans ATCC

10231.
Tabla 2
Indicador del Concentracion de Extracto etandlico del
diametro del rizomade Curcuma longalL.
halo (mm)
25% 50 % 75% 100% | Control

Media 8 12 16 25 36
Comparacion
respecto al
control A B Cc D E

Comparacion del efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto
etandlico del rizoma de Curcuma longa L. sobre la cepa de Candida
albicans ATCC 10231, respecto al control a través de la susceptibilidad en
el didmetro del halo de inhibicién.

Interpretacion: En la tabla 2 se aprecia que las concentraciones del extracto
sobre la susceptibilidad en el didmetro del halo, considerando también el efecto

del grupo control. El fluconazol presenta un valor promedio de 36 mm, valor
gue se diferencia con cualquiera de los grupos de estudio. El fluconazol tiene
mayor efecto sobre la susceptibilidad del halo respecto a las concentraciones

en estudio.

Diametro del halo {mm)

fu
[=] Ln [=] [%] [=] L [=] Ln [=]

=] [ 1) 1)

[

[

36
25
16
12 '
S -
S50%%

25%

Concentracion del extracto etandlico del rizoma de

75% 100 Cortro

Grafico 2: Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto etanélico del
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rizoma de Curcuma longa L. sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231.
Respecto al control a través de la susceptibilidad en el diametro del halo de

inhibicion.

Tabla 3

Indicador UFC . . ]
Concentracion de Extracto etandélico del rizoma

de Curcuma longal.

25% 50% 75% 100%
Media 2,168 1,462 0,414 0,376
Desviacion
Estandar 0,32 0,41 0,847 3,659
Prueba F F=2754 p =0.00
Prueba Duncan a B C D

entre grupos

Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto etandlico del rizoma
de Curcuma longalL. sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231 a través
de la concentracion inhibitoria minima (UFC).

Interpretacion: En la Tabla 3 al someterse los datos al andlisis de varianza que
compara las medias de cada grupo de estudio se obtiene F=27.54, con una
diferencia altamente significativa (p = 0.00) es decir, al menos una de las
concentraciones produce efecto medio diferente. Para complementar el analisis se
aplica la prueba de Duncan para comparar los promedios por parejas de grupos o
tratamientos, lo cual nos indica p < 0.05 al comparar cualquier pareja de
tratamiento, lo que permite sefialar que todos tienen efectos diferentes en cuanto a
la susceptibilidad en el indicador UFC.

=]
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;5]

1,462

=
1))
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Grafico 3: Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones de extracto etanolico del
rizoma de Curcuma longa L. sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231 a
través de la concentracion inhibitoria minima (UFC).

Tabla 4

ni Grupos para Alfa = 0.05
Concentraciones del
extracto etanélico del
rizoma de Curcuma longa
L. G1 G2 G3 G4 G5
25% 10 8
50% 10 12
75% 10 16
100% 10 25
Fluconazol 10 36

Comparaciones multiples del efecto antifungico a las diferentes
concentraciones del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. y el
fluconazol sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231, mediante la
Prueba de Duncan.

Interpretacion: La tabla 4 muestra que existen cinco grupos
significativamente diferentes sobre el crecimiento de Candida albicans ATCC
10231, en todos los grupos se observa efecto antifingico, mientras que en
la concentracion de 100% se acerca a la efectividad con el Gold estandar de
los antifungicos que es el fluconazol. Estos grupos son estadisticamente

diferentes entre si a un nivel de significancia de 0.05.
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IV. DISCUSION

Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), la medicina tradicional
comprende las practicas, los enfoques, los conocimientos y las diversas
creencias sanitarias que incorporan medicinas basadas en plantas, en
animales o minerales, y en ejercicios aplicados de forma individual, o en
combinacion, para mantener el bienestar de la salud, ademas de tratar,

diagnosticar y prevenir las enfermedades (23).

Siendo asi que el empleo de las plantas y sus frutos con fines terapéuticos
es una practica que se ha realizado desde el origen de la humanidad y
actualmente es enorme la difusién y popularidad de las terapias vegetales

en el mundo. De esta forma, el uso de las especies vegetales medicinales
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gue se ha venido practicando en forma empirica y basada en la tradicion,

tiene hoy una base cientifica (24).

Respecto a la especie vegetal Curcuma longa L. “palillo” esta especie crece
y se desarrolla en climas tropicales como de nuestra Amazonia, esta es una
planta foranea cuyo origen se establece en los paises asidticos, las
condiciones de humedad y temperatura de los climas tropicales posibilitan el
desarrollo de esta planta y de sus nutrientes. La Curcuma procedente de la
India se considera una de las principales fuentes medicinales. Esta especie
contiene un elevado contenido en curcumina (19). La curcumina que es su
principal constituyente activo, posee un amplio abanico de efectos
terapéuticos, incluyendo potentes propiedades antitumorales, antioxidantes
y antiinflamatorias. En la Amazonia peruana ademas de su uso como
condimento el extracto de los rizomas se usa en el tratamiento de la hepatitis,
colicos, dolor de muela, analgésico y antiguamente en el tratamiento del Pidn
(cuchipe o frambesia proveniente del africa occidental y que se difundié en
la Amazonia), una enfermedad infecciosa, contagiosa y cronica (no venérea)
gue forma en la piel una papula o una ulceracion rosada, seguida de una
erupcion papilomatosa, seguido de adenopatias, dolor de cabeza y
extremidades, fiebre moderada, causado por el virus Treponema pertenue.
En el estadio terciario se presentan modificaciones destructivas en la piel y
en el sistema esquelético con una evolucion parecida a la sifilis,
antiguamente los médicos lo trataban con salvarsan, un farmaco con efectos

secundarios nocivos.

En la actualidad solo se observa raramente esta enfermedad en aves de
corral. Estudios realizados por diferentes autores, con respecto a la actividad
antibacteriana, difieren un poco de los resultados obtenidos en el estudio de
investigacion y haciendo la comparacion con los resultados de estas
investigaciones se observa que tiene mucha importancia el lugar,
condiciones ambientales, nutrientes del suelo, temperatura y el tipo de suelo,
etc., los cuales influyen considerablemente en la obtencién de los

metabolitos de esta especie vegetal Curcuma longa L. (25).
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En el estudio de tipo experimental que se realizd, se demostro el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L.
cuatro diferentes concentraciones 25%, 50%, 75% y 100% frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231, presentando una CMI en la concentracion al
50% ya que no se logré evidenciar UFC a partir de dicha concentracién para

adelante.

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Sampaio, F (2009), el cual
utilizé extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. contra los
microorganismos patdégenos orales mas comunes, entre ellos Candida
albicans, obteniendo una concentracion minima inhibitoria a una
concentracion al 25%. Dichos resultados pueden diferir posiblemente a
factores intrinsecos y externos tales como la variedad vegetal, el tipo de
suelo, la temperatura ambiental, su cultivo, su cosecha y el método de

extraccion, los cuales pueden afectar la composicion quimica (27).

Con respecto a los halos de inhibicion, se logro obtener una media de 8 mm
al 25%, 12 mm al 50%, 16 mm al 75% y al 100% una media de 25 mm,
obteniéndose al medir segln escala de Duraffourd una sensibilidad limite
con la concentracion al 25% y 50% y una sensibilidad media (++) al 75% y
100%; cdmo se puede observar dicha sensibilidad se obtiene de forma
ascendente segun las concentraciones administradas. Estos resultados
difieren con los obtenidos por Segun un estudio publicado en el Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, el cual en dicho trabajo utiliza el extracto
etandlico del rizoma de Curcuma longa L. frente a la flora salival mixta,
utilizando concentraciones al 6.25%, 12.5%, 25%, 50% y 75%; obteniendo
al medir segun escala de Duraffourd una concentracion al 50% como
sensibilidad media y al 75% como sumamente sensible. Dichos resultados

contrastan con los obtenidos ya que en dicho trabajo se utiliza (28).
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El extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. en diferentes tipos de
cepas, que se encuentran en la flora salival mixta, a diferencia del nuestro
gue solo utilizamos en una unica cepa de Candida albicans ATCC 10231,
teniendo mayor efecto fungicida que bacteriano (29). Los estudios hasta
ahora realizados demuestran que el “palillo” contiene flavonoides,
polifenoles, glucosidos, taninos, triterpenos y otros compuestos con marcada
accion antioxidante, que a la vez actian como antiinflamatorios, dada la
relacion que existe entre las enfermedades inflamatorias y el estrés
oxidativo, de alli su uso terapéutico en medicina popular. La curcumina

representa el 72% (22).

Probablemente serian los fito constituyentes con mayor propiedad
antibacteriana, al precipitar las proteinas (enzimas), implicadas en las

diversas rutas microbianas.

Segun Mazumdar. en su investigacion demuestra que los fenoles y
flavonoides, constituyentes también de Curcuma longa L, tienen propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, y antifingicas, Antioxidante cuya accion
provoca lesiones en la membrana citoplasmatica, ocasionando una

disfuncion en la composicion interna de las células (30).

Los resultados obtenidos con el presente trabajo de investigacion indican e
gue hay efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico del rizoma de
Curcuma longa L. frente cepas de Candida albicans, es asi que el presente
estudio abre nuevas posibilidades en el campo de la investigacion clinica
como farmacoldgica, constituyendo asi una alternativa natural, eficiente y de

bajo costo (31).

Més aun si comparamos el halo de inhibicion del fluconazol de 36 mm al 100
% con el halo de inhibicién de 25 mm de curcuma longa, obtendriamos un

69.4% de efecto antifungico respecto al fluconazol.
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CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo”. Tiene efecto
antifangico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231, a un nivel de
significancia del 0.005(p=0.005).

2. El mejor efecto antifingico del extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L. “palillo” in vitro sobre Candida albicans ATCC10231, se obtuvo a
una concentracion del 100% a un nivel de significancia del 0.005(p=0.005).

3. El extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” posee un
efecto antifingico in vitro sobre Candidas albicans ATCC10231 del 69.4%,

respecto al control positivo fluconazol.

27



VI.

RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar nuevos estudios experimentales en
pruebas in vivo para valorar la efectividad y la toxicidad que pueden

proporcionar los componentes activos de Curcuma longa L.

2. Se recomienda realizar estudios que determinen la dosis
terapéutica y la concentracién Optima para ser utilizado como

medicamento.

3. Utilizar concentraciones menores al 5%, para estudios posteriores.
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VII.

1.

4. Seria conveniente desarrollar la intervenciébn experimental
aleatorizada en el contexto clinico de interés; con la aplicacion del

preparado en pacientes.

5. Realizar nuevos estudios experimentales in vitro o in vivo para
valorar la efectividad anti fangica de otros 6rganos de Curcuma

longa L. “palillo”.
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ANEXO 1
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ANEXO 2

10

Indicador del didmetro del halo (mm)

Concentracion de Extracto etandlico del rizoma
Curcuma longa L.

25% 50% 75% 100% Control
6 12 18 24 32
6 13 14 26 36
6 13 16 26 34
9 11 18 23 35
9 12 17 25 35
8 12 16 25 38
9 13 14 27 38
8 10 16 23 35
10 12 16 25 39
9 12 15 26 38
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ANEXO 3

IMAGEN 1. se obtuvo la cepa, ésta fue reactivada en placa Petri

conteniendo Agar Sabouraud dextrosa 0.1% a 37°C por 48 horas para
Candida albicans ATCC 10231.
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IMAGEN 2. preparamos cuatro diluciones del extracto etandlico del rizoma de
Curcuma longa L., las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.

IMAGEN 3. Placa Petri con discos de papel filtro estériles sumergidos dentro
de cada una de las concentraciones de extracto etandlico; y después,

colocados sobre los cultivos de Candida albicans ATCC 1023.
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