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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue demostrar el efecto antimicético in
vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre Candida albicans
ATCC 10231. El estudio es de tipo experimental, longitudinal; se evalué midiendo
los halos de inhibicion distribuidos en 4 grupos mediante el método de Kirby-
Bauer. El aceite esencial se obtuvo de las hojas frescas por el método de
hidrodestilacion en equipo de Clevenger. Los grupos de trabajo fueron aceite
esencial en concentraciones de 1,6% y 3,2%, como control estandar el Fluconazol
(25ug/disco) y control negativo Dimetilsulfoxido (DMSO) al 5%. Con los
resultados obtenidos se evaluo el efecto antimicotico, las medidas de los halos de
inhibicidn a las 48 h fue para el aceite esencial 1,6% (35,95 mm); al 3,2% (41,25
mm); para el control estandar (28.69 mm), y para el control Negativo (6mm). Se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en cuanto al efecto antimicotico
del aceite esencial de Ruta graveolens al 1,6% y 3,2%. Por lo tanto se concluye
que el aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens si demostré un excelente

efecto antimicotico frente a Candida albicans.

Palabras clave: Ruta graveolens, aceites esenciales, Candida albicans, halo de

inhibicién, efecto antimicotico.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to demonstrate the in vitro antifungal
effect of the essential oil of Ruta graveolens leaves on Candida albicans ATCC
10231. The study is experimental, longitudinal; it was evaluated by measuring the
inhibition zones distributed in 4 groups by the Kirby-Bauer method. The essential
oil was obtained from the fresh leaves by the method of hydrodistillation in
Clevenger equipment. The working groups were essential oil in concentrations of
1.6% and 3.2%, as standard control Fluconazole (25ug / disc) and negative control
Dimethylsulfoxide (DMSO) at 5%. With the obtained results the antifungal effect
was evaluated, the measurements of the inhibition halos at 48 h was for the
essential oil 1.6% (35.95 mm); at 3.2% (41.25 mm); for the standard control (28.69
mm), and for the Negative control (6mm). A statistically significant difference was
found regarding the antifungal effect of Ruta graveolens essential oil at 1.6% and
3.2%. Therefore it is concluded that the essential oil of Ruta graveolens leaves

demonstrated an excellent antifungal effect against Candida albicans.

Key words: Ruta graveolens, essential oils, Candida albicans, inhibition halo,

antifungal effect.
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. INTRODUCCION

A lo largo de la historia se ha usado la Medicina Tradicional, dentro del cual esté las
plantas medicinales que se siguen usando como terapia para mejorar la salud, se calcula
que el 80% de los habitantes a nivel mundial se cura con remedios a base de plantas
medicinales, esto facilita la gran diversidad que existe, encontrandose un promedio de
35000 especies medicinales que tienen un gran potencial terapéutico. En la actualidad se
ha incrementado el uso y la comercializacién de plantas medicinales con fines terapéuticos
tanto en paises desarrollados y subdesarrollados @.

La Organizacion Mundial de Salud (OMS), da a conocer las pautas en la investigacion
para identificar, dar certeza, validar, determinar la eficiencia y el efecto terapéutico de los
preparados vegetales desde el punto de vista cientifico, teniendo en cuenta requisitos
importantes como: nombre comun, ldentificacion taxonémica, parte de la planta a usar,
forma y método de preparacidn, ensayos fisico quimicos para encontrar los compuestos y
cuantificar la sustancia activa. Para determinar la calidad, tiene que demostrar ser pura,
legitima, determinar caracteristicas micro-macroscépicas, asi como Ssus rasgos
organolépticos, detallando los ensayos fisico-quimicos realizados para ver la accion
terapéutica @,

La medicina tradicional siempre se ha preocupado por promover el mantenimiento de la
salud no solo previniendo, sino también en el diagndstico y tratamiento de las
enfermedades. Se realizé estudios e investigaciones sobre terapias tradicionales de la
mente, el cuerpo y plantas medicinales siendo usados por la mayoria de personas de paises

desarrollados ©,



En el Peru se estd realizando diversas investigaciones sobre la eficacia de plantas
medicinales pero se considera que solo han sido estudiadas el 60% de ellas, encontrandose
que 1400 especies se usan en diversas terapias, en su mayoria son de la Amazonia
Peruana; quedando todavia por explorar la sierra. A mediados del siglo XX a la flora
Peruana se le da un enfoque magico, conocido por los que curan con hierbas, 152 especies
de plantas son compradas por los usuarios en el mercado. En el Norte del Peru se
registraron 510 plantas medicinales que son usadas en diversas terapias y con diferentes
aplicaciones @,

En la actualidad existe diversas enfermedades que afecta a la poblacidn en general dentro
de ellas las enfermedades fungicas debido a que las personas son inmunodeprimidos, pos-
quimioterapia, cirugias por trasplante o el uso de una inmensa gamma de antibacterianos
transforméandose en “placas de cultivo vivientes” para enfermedades oportunistas. Los
Problemas de salud causada por hongos son causa de una alta tasa de morbi-mortalidad.
Los Farmacos antimicéticos en la actualidad presentan un cierto porcentaje de toxicidad,
y no solo eso sino que interaccionan con otros medicamentos que el paciente usa
produciendo resistencia, por lo que es de suma urgencia descubrir nuevos medicamentos
anti fngicos con mas potencia, que demuestren mayor efectividad ©.

Hoy en dia se estan realizando muchos estudios para demostrar la eficacia terapéutica en
los diversos compuestos derivados de plantas medicinales siendo una alternativa mas
segura que los antimicrobianos sintéticos lo cual motiva que los principios activos de
origen natural sirvan de base para el desarrollo de nuevos fito-farmacos con accion

bactericida y antimicotica ©.



Los hongos tienen mdaltiples funciones en nuestra vida, tienen importancia en la ecologia
por la capacidad de descomposicion de materia organica. En biotecnologia se usa en la
elaboracion de productos como el vino, pan, antibidticos, enzimas, etc. Sin embargo
algunos son patdgenos para el hombre, siendo estos causantes de las infecciones
micoticas, afectando de manera superficiales a nivel de piel, pelos, ufias 0 mucosas y
profundas o sistémicas. Siendo la més frecuente las dermatofitosis, pitiriasis vesicolor y
la candidiasis, llegando a tener altas tasas de morbi-mortalidad ©

El género Candida forma parte de la flora normal, por lo que algunas personas con riesgo
0 susceptibles pueden infectarse a si mismos (infeccién endogena), la candidiasis alcanza
hasta el 80% de infecciones invasoras, y una mortalidad de hasta 30%, los avances
tecnoldgicos hacen que tenga mas resistencia incrementando los costos en el tratamiento,
tornandose en una enfermedad grave, progresiva, con dificil diagnéstico y dificil
tratamiento .

La Candidiasis es una enfermedad causada por diversas levaduras del género Candida,
que afectan cualquier tejido (boca, vias respiratorias altas, via digestiva, vagina)
evidenciando diversos cuadros clinicos de acuerdo al estado de inmunidad del paciente.
La Candidiasis tiene una distribucién geografica universal produciéndose en un 70% por
C. albicans siendo mas frecuente a nivel de piel y mucosas pero también puede afectar de
forma sistémica y son mas invasivas y severas, se observan el 1% en pacientes con SIDA
0 en pacientes con predisposicion. Tambien el 75% de las mujeres que estan en la etapa

reproductiva pasan episodios de vulvovaginitis por Candida, el 33% es reiterado .



La planta de ruda tienen multiples estudios sobre la toxicidad que presenta, pero estos
datos faltan ain documentar con mas estudios, Hoy en dia existe nuevas investigaciones
sobre esta planta con otras posibilidades terapéuticas para la elaboracion de nuevos
fitofarmacos, presenta propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas,
antimicrobianas, antimicoticas, antiespasmodicas, entre otras. Sus principales
constituyentes son los aceites esenciales, alcaloides furoquindlicos, flavonoides y otros
que le confieren el uso en diversas terapias ©.

La ruda es cultivada en varios paises, es considerada autoctona del Sur de Europa vy el
Norte de Africa, ha sido usado desde hace mucho tiempo en preparaciones médicas,
contienen mas de 120 compuestos naturales como alcaloides de acridona, cumarinas,
aceites esenciales (90% es metilnonilcetona) , flavonoides y furoquinolonas. En la
medicina tradicional es usada como estimulante, emenagogo, diurético, antimicético,
antibacteriano y abortefaciente. Por lo tanto la ruda ocupa un lugar importante en la
medicina tradicional para la terapia de diversas enfermedades, afecciones
antiinflamatorias y sera la base para muchas drogas sintéticas ©.

En la actualidad la medicina modernay las Industrias Farmacéuticas ha alcanzado sus mas
grandes avances Cientifico Tecnoldgicos pero sin embargo al encontrarse frente a diversos
microorganismo patogenos resistentes, existe una gran preocupacion por el dificil
diagnostico, prolongando tratamiento e incremento de los costos economicos. En los
ultimos afios se evidencia que la gran mayoria de los tratamientos antimicoticos se han
visto frustrados, por diversas causas, siendo una de ellas el surgimiento de levaduras
resistentes, esto se debe a la aparicion de otras especies patogenas extrafias a la

automedicacion o prescripcion irracional. Por ello es importante mejorar las medidas



profilacticas, asegurandose el éxito en los tratamientos, ya que el fallo del tratamiento es
la principal causa de resistencia 9.

Hoy en dia las plantas medicinales han recuperado su importancia, siendo una alternativa
a nuevas aplicaciones terapeuticas por ejemplo el aceite esencial de Ruta graveolens tiene
muchos beneficios preventivos y curativos. De alli que surge una alternativa en la
medicina natural cuyos componentes fitoquimicos logren el efecto terapéutico esperado.
El presente trabajo se justifica por su importancia experimental dando a conocer la
existencia de plantas medicinales con propiedades antimicéticas, formando parte de una
de las alternativas de prevencion y tratamientos frente a enfermedades micoticas;
generando asi la elaboracion de nuevos fitofarmacos de origen natural que sean mas
efectivos, menos nocivos y estén al alcance de la poblacién de bajos recursos.

Los aceites esenciales presentan una diversidad de efectos terapéuticos que aln siguen
siendo estudiados por la ciencia médica, razon por la cual es necesarios profundizar dichos
estudios para analizar la composicion y bioactividad de los aceites de Ruta graveolens y
motivar su uso como agente antimicético.

Existen diversas Instituciones y organizaciones de salud que no solo tienen interés en el
efecto terapéutico de ciertas plantas, sino que también desean mejorar las condiciones
econdmicas del Pais con nuevas formas farmacéuticas por lo que pueden ser exportados a
otros paises, logrando un alto nivel de calidad y llegar a competir en los mejores mercados

Nacionales e Internacionales.



La busqueda de nuevos productos de fuentes naturales no solo permitira el reemplazo de
los productos quimicamente sintetizados, sino que también nos ayuda a usar los recursos
que estan a nuestro alcance y apoyar con la preservacion del medio ambiente y disminuir

el efecto invernadero.

¢El aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens (Ruda) demostré  su efecto

antimicoético sobre Candida albicans?

OBJETIVOS GENERAL:

v Determinar el efecto antimicético In vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta

graveolens (Ruda) sobre Candida albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Determinar el efecto antimicotico del aceite esencial de Ruta graveolens (Ruda) al
1.6% y 3.2% sobre Candida albicans.

v' Comparar el efecto antimicotico del aceite esencial de Ruta graveolens (Ruda) al 1.6%
y 3.2% frente al estandar farmacolégico (Fluconazol).

v Determinar el grado de sensibilidad que presenta Candida albicans al aceite esencial
de Ruta graveolens segun escala de Duraffourd en comparacion con el estandar

farmacoldgico.



2.1.

REVISION LITERARIA:

ANTECEDENTES:

Aouadhi et al, en el 2013 Estados Unidos, evalué la composicion quimica y las
actividades antimicética y anticadndidiales de los extractos de Ruta chalepensis,
mediante el método difusion en disco y dilucién en caldo, estudié también los
componentes del aceite esencial por cromatografia de gases encontrdndose mentol
(49,92%), linalol (31,1%) y 2-hexanal (5,2%). Los resultados obtenidos son que los
extractos de Ruda tienen efecto antimico6tico contra Aspergillus niger, A. flavus y
Candida albicans con halos de 11-17 mm en 3-6 % @9,

Pino et al, en el 2014 en Habana, determina la composicion quimica mediante
cromatografia de gases y la actividad antibacteriana por difusion en agar del aceite
esencial de Ruta Chalepensis L; cuyos componentes mayoritarios fueron cetonas
alifaticas como 2-undecanona (34.88%) y 2-nonanona (25,23%). Tiene un
rendimiento de 0.3% (v/p). El aceite esencial inhibi6 el crecimiento de bacterias
fitopatogenas aisladas de cafia de aztcar y tomate 2,

Jimenes el al, en el 2014 en Colombia, determina el efecto antimicético de extractos
de hojas de Ruta graveolens, sobre Botrytis cinérea usando como solventes el hexano,
diclorometano y etanol con la técnica de microdilucién, cuyo resultado es que el
extracto con diclorometano inhibe el crecimiento de los conidios de B. cinerea en un
57%. Por lo tanto se concluye que el efecto antimicotico se debe a los metabolitos

secundarios como cumarinas, flavonoides y alcaloides %),



Desam et al, en el 2016 en Arabia Saudita, investigaron sobre los componentes
quimicos y antimicoticas de los aceites esenciales de Ruta graveolens, extrajeron los
aceites esenciales por hidrodestilacion siendo analizados con cromatrografia de gases,
encontrandose 13 fitoconstituyentes siendo los componentes mas principales 2-
undecanona, 2-nonanona, 2-acetoxitetradecanona, etc. EIl aceite esencial demostro
actividad antimicotica frente a Candida albicans con una inhibicion de 12.57- 27.10
mm (p<0.01) su mayor efecto antifingico llega a 35.1 mm; por lo tanto se demuestra
que los aceites esenciales de esta planta puede usarse en terapias para enfermedades
micéticas o bacterianas. 9,

Mayta, et al en el 2015 en Iquitos. Realizé estudios para determinar la actividad
antibacteriana a partir de extractos etanolicos de hojas de Ruta graveolens sobre S.
aureus y E. coli. Se realiza el tamizaje fotoquimico encontrandose alcaloides, taninos,
fenoles, flavonoides, saponinas, cumarinas El extracto que inicia el efecto fue de 0,5
mg/mL para S. aureus y 0.25 mg/mL para E. coli. Por lo tanto se concluye que los
extractos etanolicos de Ruta graveolens presenta buena actividad antibacteriana ©.
Ruiz et al, en el 2015 en Lima. Se Determina la composicién quimica de aceites
esenciales de algunas plantas como es el caso de Ruta graveolens, dicho estudio se
hace con miras a conocer su potencial ecol6gico como atrayente o repelentes. Sin
embargo en la industria farmacéutica se pueden elaborar fragancias, cosmeéticos,
productos desinfectantes, antimicaticos e incluso pueden ser usados como plaguicidas.
Los constituyentes mayoritarios que presentd es 2-undecanona (1,79-84,2 %), 2-
decanona (0,1-11,6%), 2-nonanona (5,2-33,6%) y 2-nonanilacetato (2.8-20,9%) a

quienes se le atribuye sus efectos terapéuticos, presenta un rendimiento de 0.27% @9,



2.2. BASES TEORICAS

A. DESCRIPCION DE LA PLANTA ESTUDIADA

Origen y distribucién:

La planta de ruda denominada como Ruta graveolens tiene su origen en la parte Sur
de Europa, el Norte de Africa y el Mediterraneo, crece en suelos pedregosos, hoy en
dia se cultivan en diversos lugares del mundo. En el Per( la mayormente se siembra
en la serrania hasta una altitud de 2500-3000 msnm. Es considerada como una planta
ornamental, como remedio casero, condimento culinario, y como protector de “las
malas vibras” & 16),

Taxonomia ©),

La planta de Ruda es parte de la Familia de las Rutéaceas, existen 161 géneros y méas
de 1600 especies. Sus principales fitoconstituyentes son aceites esenciales, alcaloides
y glucosidos, taxonémicamente se clasifica en: (ver en cuadro 01)

La ruda también es llamada también arruda, rue, péganeon, ruta, aruga, raute.
Descripcion botanica:

Es una planta bien resistente, vive un promedio de 2 afios, es un arbusto que mide
hasta un metro de altura, tiene raiz lefiosa, fasciculada, sus tallos son cilindricos, estan
erguidos que van engrosando con el paso del tiempo.

Las hojas se ubicada en forma alternada, presentan un color de verde hasta azulado, bi
o tripinadas, tienen unas glandulas del que depende el olor fuerte un tanto

desagradable. Las flores son de color amarillo con un tono verdoso, se agrupan en

forma de ramilletes. Los pétalos son dentados y concavos. El fruto es como una



capsula redonda, tiene muchas semillas tienen forma ovoide, son negras en forma de
rifion @,

Cultivo ©),

Se adapta facilmente en climas donde hay abundante luz solar o semi-sombra, en
climas célidos, templados, frios. Pero requiere de proteccion en vientos fuertes.

La ruda es una planta poco exigente por lo tanto se adapta a diversos tipos de suelos,
en especial los calizos y siliceos.

Requiere de riego en un rango de 2 veces por semana, sin exceso, intensificando el
riego en verano y suspendiendo en invierno.

Se siembra con semillas o por esquejes. Las semillas germinan en 2-3 semanas y luego
se trasplantan. Los esquejes se colocan en surcos en una distancia de 70 cm entre surco
y 40 cm entre planta.

Se cultiva y se poda después de la floracién para estimular su crecimiento firme y
renovado. Se fertiliza con estiércol o compost o superfosfato triple de Calcio.

La época de floracion es en los meses de mayo-agosto, por lo tanto se cosechan en
estado de boto6n, ya que alli posee mayor cantidad de principios activos. Si se necesitan
hojas y tallos se cosecha antes de la floracién porque sus p.a. estan concentrados en la
savia, y se corta a una distancia de 12-15 cm del suelo. Se renueva con bastante
rapidez, por lo tanto se cosechan varias veces al afio.

Para alistar la muestra a trabajar se selecciona solo las hojas que estén en buen estado,

se eliminan las que presenten mohos u mal estado.

10



Principios Activos &9,

Existen estudios que han encontrado mayor a 120 fitoconstituyentes naturales

Aceite esencial (0,1-0,6%): cetonas alifaticas (metilnonilcetona en un 90%);

terpenos (pineno, limoneno, metilnonil-carbinol y cienol); acidos (caprilico,

anisico, plagonico y salicilico).

- Cuamarina y furanocumarinas (0,15-0,70%): como psoraleno, bergapteno,
dafnoretina, xantoxina, etc.

- Alcaloides furoquindlicos como la arborinina, rutamina, skiamina, graveolina,
graveolinina, arborotina, etc.

- Flavonoide: La Rutina (1 a 2% quercetina 3- B rutinosido), también luteolina.

- Otros metabolitos: como la Resina, gomas, taninos, acidos ascérbico, Palmitico
y Malico, compuestos amargos, glucésidos, rutamarina, etc.

Usos: Se usa en terapias antiespasmadicas, antiparasitarias, hipotensoras, sedantes

alopéticas, citotdxicas, antisépticas, venotonicas, vasoprotectoras, cefaleas, etc. Por

via tdpica se usa en vitiligio, sarna, reumatismo, calambres, golpes, ciatica, otalgia,

bronquitis. ©.

Propiedades &9,

Actla como antifingico siendo demostrado en diversos estudios in vitro inhibe el

crecimiento de hongos y sobre Candida albicans siendo el constituyente mas

importante las cetonas y las cumarinas al cual se explica dicha actividad antifungica.

A nivel de sistema nervioso bloquea los canales de potasio por lo que puede tratarse

con ello la esclerosis mdltiple.
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Tiene actividad venotonica, la rutina ejerce acciones vasoprotectoras, actia sobre la
resistencias y la permeabilidad capilar.

Se usa en terapias para inflamacion. Espasmo, procesos alérgicos, antibacteriano y
neoplasias; contiene acido linoléico (omega 6) y a. alfa linolénico (omega 3) por lo
tanto actia como antioxidante ejerciendo efecto en enfermedades cardiacas,
circulatorias, neuroldgicas ya que actla en sangre y sistema nervioso.

En caso de Psoriasis actdan las xantotoxina, furanocumarinas y bergapteno.

Inhibe la movilidad de los espermatozoides en humanos, puede ser por efecto
bloqueante de los canales de potasio por presencia de las cumarinas.

Interfiere la reproduccién alterando a nivel hormonal y la forma de los ovarios
(probado en ratas), debido a los flavonoides, cumarinas, terpenos y fitoxinas que son
citotoxicos y anticoagulantes.

La cumarinas ejercen acciones anticoagulantes, inmunomoduladoras, se fijan al ADN
alteran la division celular de las células tumorales.

Reacciones adversas y recomendaciones ),

Puede ocasionar dermatitis de contacto, melancolia, vértigos, espasmos, molestias
gastricas, suefio, aborto, puede causar vomitos, incluso hematuria.

Evitar la administracién oral debido a que existen escasos estudios para determinar la
dosis terapéutica y la dosis toxica.

Prohibido el uso en gestantes o lactantes por ser embriotdxica, no usar también en

pacientes que padecen dafio renal, gastritis, prostatitis o problemas cardiacos.

12



B. ACEITES ESENCIALES:

Definicion e Importancia:

Los aceites esenciales son productos volatiles, lipofilos, presentan un cierto aroma
agradable, es propio de los vegetales superiores, y se localizan en hojas, flores frutos,
rizomas, corteza, etc. La sintesis y acumulacién de un aceite esencial se asocia con
estructuras histoldgicas especiales y células con esencia, pelos secretores, glandulas
secretoras y canales secretores (8,

Los aceites esenciales son de suma importancia en la polinizacion de las plantas ya
que atraen a los insectos y actian como defensa frente a depredadores. Son liquidos a
temperatura ambiente, tienen una cierta coloracién (ligeramente amarillos), su
densidad generalmente es inferior al agua excepto el clavo de olor y la canela; tienen
elevado indice de refraccion y poder rotatorio. Los aceites presentan buena solubilidad
en alcohol y disolventes organicos apolares, liposolubles. Son extraidos por
destilacion por arrastre a vapor, por hidrodestilacion. @9,

Los aceites se encuentran principalmente en las coniferas, mirtaceas, rutaceas,
labiadas y las umbeliferas; asi miso estan presentes en diferentes 6rganos de la panta
como hojas, flores rizoma, lefio, corteza, frutos, flores. La composicion varia de
acuerdo con el lugar de origen, clima (clima calido mayor cantidad), momento de que
es recolectado, el método de extraccion, etc. 9.

Siempre se debe tener en cuenta que dosis elevadas de aceite son tdxicos, en especial
en el sistema nervioso central, en el caso de la ruda por sus propiedades abortivas,
algunos también puede causar problemas topicos como alergias o ciertos grados de

dermatitis 19,
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Los aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo a diversos criterios: Por nimero
de unidades de isopreno (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, etc). Por su
consistencia (esencias, balsamos, resinas). Por su origen (naturales, artificiales,
sintéticos). Por su naturaleza quimica (son mezclas complejas de sustancias quimicas,
el quimiotipo que es diferente por sus metabolitos secundarios ejemplo el tomillo tiene
6 quimiotipos) @9,

Su olor es variable de acuerdo a la propiedad de la planta, su sabor de igual forma son
variables, algunos son dulces, suaves, picantes, acidos, causticos o ardientes. Cuando
son expuestos a la luz, se deterioran con facilidad cambiando su calidad y fragancia.
(19).

Sus caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Ruta graveolens se detallan
en el (ver cuadro 02).

Obtencion de Aceites Esenciales:

Los aceites se pueden obtener por diferentes métodos: Se expresan en el pericarpio
ejemplo en los citricos, extraccion por destilacion por arrastre a vapor, por disolucion
en grasa. La droga tiene que presentar buenas caracteristicas organolépticas, en caso
de la ruda se realiz6 en estado fresco, se extrajo el aceite esencial empleando el método
de hidrodestilacion por arrastre en corriente de vapor de agua, 400 g de las hojas se
sometid al balon de Clevenger, siendo éste el método mas adecuado *®.

El Clevenger tiene un matraz redondo que sirve para depositar las hojas de la muestra
molida y una cantidad de agua pura. Los aceites esenciales se almacenan en glandulas,
conductos, sacos o ciertos reservorios dentro del vegetal, por lo que se recomiendan

desmenuzar las hojas para facilitar el acceso a la accion del agua 9.
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Posteriormente se calienta hasta ebullicion, una vez que el aceite es extraido, es
arrastrado con el vapor de agua hasta el condensador, enfria la mezcla, luego se separa;
el agua que ya ha sido condensada regresa automaticamente al balon por el rebose que
esta conectado hacia el balon, una vez obtenido el aceite es desecado con sulfato
sodico anhidro (Na2SQOg4, anhidro), posteriormente guardado en un frasco &mbar a una
temperatura de 4°C hasta su posterior estudio 8.

Usos de los Aceites Esenciales

Su principal uso de la planta de ruda es como antiséptico, antiespasmadico, digestivo,
expectorante, carminativo, eupéptico, gota, problemas reumaticos y conservante
alimenticio. Siendo de mayor interés en la industria farmaceutica, cosmética y en la
perfumeria .

Los aceites esenciales se pueden usar en la industria alimentaria en diversos
preparados, en la industria farmacéutica se usan como cremas dentales, analgésico,
inhalantes, neutralizantes del sabor de medicamentos, etc. Se usan también en la
produccion de cosméticos, colonias, jabones, perfumes y maquillaje. Pueden ser
usados como repelentes o insecticidas 9.

Mecanismo de Accion de los Aceites Esenciales:

A pesar de los multiples estudios hechos sobre el mecanismo de los aceites esenciales
aun sigue siendo complejo y no esta del todo entendible, EI modo de accion dependera
del tipo de microorganismo, actia a nivel de estructura sobre la pared celular y la

membrana externa de los hongos. En los dermatofitos actla destruyendo la pared
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celular y la membrana citoplasmatica, es decir rompe el citoplasma y su coagulacion.
(21).

Los Aceites esenciales pueden actuar de forma lipofilica e hidrofilica, los terpenoides
son los que afectan la accion de las enzimas catalizadoras de membranas, ciertos
componentes pueden desacoplar e interferir la translocacion de la membrana e
interrumpen la fosforilacion del ADP @Y,

La estructura de la pared celular de los hongos son de quitina y es alli donde actdan
los agentes antimicaticos. Los aceites esenciales tienen terpenos/terpenoides tienen
naturaleza lipofilica alta y peso molecular bajo, alteran la membrana celular causando
muerte o inhibicion de la célula en fase de esporulacion y germinacion 2.

En Candida albicans altera sus propiedades y afecta la funcién de la membrana; causa
también adelgazamiento y distorsiona las paredes de las hifas, lo transforma
bifurcandolo en estructuras similares a brotes; altera la permeabilidad y fluidez de la
membrana, reduce el ergosterol causando inestabilidad en la osmdsis y metabo6lismo
en la célula fungica impidiendo su reproduccion y accion micGtica 2.

Los terpenoides pueden causar disminucion del contenido mitocondrial, por lo tanto
logran alterar la oxigenacion y formacion de ATP, evitando la absorcidn de nutrientes,
inhibe el H+ ATPasa causando una acidificacién intracelular por lo tanto la célula

muere @2,
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C. MICOSIS

Generalidades:

La micosis es una enfermedad producida por hongos, ciertas micosis se trasmiten de

los animales al ser humano. Las micosis se clasifican desde el punto de vista de su

localizacion anatomica en superficiales y profundas o sistémicas. Las micosis

superficiales son las que afectan a las capas dermis y epidermis de la piel, mucosas,

semi-mucosas; mientras que las M. profundas afectan a la dermis, tejido celular

subcutaneo; pudiendo tornarse sistémicas y llegan a afectar cualquier 6rgano ejemplo

el aparato broncopulmonar, llegdndose a complicar de acuerdo al estado de inmunidad

del huésped. Las mas comunes son las micosis superficiales, son contagiosas pero de

facil diagnostico, responden bien al tratamiento %),

Principales Micosis Superficiales

- Dermatofitosis: Son producidos por un grupo de hongos filamentosos (mohos),
Ilamada también tifia, tienen una cierta incidencia zoonotica. Los llamados
“empeines” que hacen que la piel lesionada se descame y se torne lisa, el “pie de
atleta” afecta la zona podalica, los tricofides”.

- Los dermatofitos, son capaces de afectar tanto a la piel como a los cabellos y ufias,
tenemos a género microsporum y Trichophyton (afectan piel, pelos y ufias) @3,

- La Micosis por Candida: Ataca a nivel de piel y mucosas y es capaz de penetrar
en los tejidos y diseminarse por via sistémica produciendo cuadros severos de
septicemia y lesiones viscerales profunda. Es de caracter oportunista estando

como reservorios endogenos o exogenos; ultimamente se ha visto incrementada
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debido al wuso indiscriminado de antibioticos, corticoides, pacientes
inmunodeprimidos con VIH-SIDA. El género Candida son levaduras asexuadas,
originan colonias blandas y cremosas, formadas por células ovoides de 3-4 micras
de diametro. Se diferencia por sus caracteristicas bioquimicas destacandose
Candida albicans, otras especies de interés son C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis, C. glabrata, etc. C. albicans vive de forma normal como parasito
obligatorio en el tubo digestivo del hombre y animales, y se prolifera cuando hay
factores favorables @9,

- Pitiriasis versicolor y otras malasseziosis: Representa un conjunto de afecciones
superficiales que afectan la capa cornea. Presenta una imagen de grupos o racimos
de levaduras esféricas de 3-8 um de diametro ?®,

- Su diagndstico de las micosis superficiales: se realiza mediante examen directo
por diferentes técnicas y por cultivo de materiales patoldgicos, examenes
microscopicos, con ello se diagnostica tanto dermatomicosis como candidiasis y
pitiriasis versicolor. Para complementar el estudio se cultiva en agar glucosado de
Saboraud (peptona 1%, glucosa 4%, agar 2% y agua destilada) 3.

Micosis Profundas y Sistémicas

Son procesos patoldgicos que muchas veces tienen una secuencia, se inician de forma
aguda a subaguda donde, torndndose cronica, pudiendo ser también pulmonar o
crénica con reactivaciones. Este tipo de enfermedad lastima la piel y puede traspasar
el epitelio, se diseminan por via linfohematica. Este tipo de micosis puede ser por

patdgenos primarios o por hongos oportunistas (Candida). Existe un aumento en las
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infecciones causadas por levaduras debido al uso irracional de antibidticos, implante
de oOrganos, nifios prematuros, exceso uso de corticoides inmunodeficiencia, se
recomienda usar nuevos métodos estandarizados para ver la sensibilidad a los
antifungicos @4,

Hongos:

Son microrganismos eucariotas, su ndcleo se encuentra envuelto por una membrana,
no poseen clorofila, son saprofitos, simbiontes, o parésitos. Poseen un complejo
citosol que contiene microvesiculas, mitocondrias, ribosomas, aparato de Golgi, La
membrana celular contiene todo el ADN celular, también tiene nucleo que contiene
ARN @0,

La mayoria de los hongos desarrollan caracteristicas para adaptarse y proliferarse en
ambientes hostiles, por lo tanto llegan a colonizar dermis, epidermis y ufias
(metabolizan queratina). Los hongos por su forma basica se dividen en levaduras e
hifas, pasando por su fase vegetativa y reproductiva @9,

Levaduras:

Es un germen unicelular nucleario, cuya reproduccion es por gemacion, algunas por
fusién o por gemacién. Algunas levaduras son ascomicetos, otras basidiomicetos,
otros son imperfectos, razén por la cual “levadura” sigue siendo algo incierto. Se les
puede encontrar en algunos procesos patoldgicos y en otros casos no guarda relacion
con la enfermedad. Lo bueno que pocas levaduras son realmente patogenas para el

hombre 49,
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D. DESCRIPCION DE LA CEPA ESTUDIADA Candida albicans

Descripcion Micoldgica:

La cepa en estudios es la Candida albicans, es un hongo dismorfico, no crece de
acuerdo a la temperatura de crecimiento como levadura, crece a 37° C en el huésped
y a 25°C en la naturaleza, su division es ascomycota y se reproduce asexualmente por
gemacion. Como levadura tiene un aspecto ovalado de 3-8 um x 2-7 um de tamafio,
forma grupos; mientras que en forma filamentosa, sus células se alargan por lo tanto
forman filamentos, o pseudohifas. En forma de levadura es saprofita, es decir convive
en simbiosis con el huésped, mientras que es estado filamentoso es un paréasito
patdgeno, lo que conlleva a los diversos sintomas del huésped. En agar sabouraud
crece en forma de colonias blancas, cremosas y lisas 2,

Composicion Quimica

C. albicans representa del 20-30% de proteinas, 30-50% de polisacaridos, pero varia
en los lipidos dependiendo de la cepa o del ambiente donde vive. Los polisacaridos
Ilamados manan (15,2-22,9 %), glucan (47-60 %), y quitina (0,6-9%) son los que
componen la pared celular, aunque también depende de las condiciones de
crecimiento. Algunos estudios detallan que la pared celular de C. albicans se compone
de (adentro hacia afuera) de monoproteinas, B-glucan-quitina, B-glucan,

manoproteinas y una capa de fibrillas ¢%.
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e Ecologia.
Se asocia a seres vivos de sangre caliente y crece a una temperatura de 37°C, su habitat
favorito es la mucosa vaginal, tracto digestivo y respiratorio y son causa de candidiasis
enddgena. Sobrevive en zonas himedas, siendo un tanto susceptible a zonas secas @2
e Patologia

Existe factores que predispone la proliferacion de C. albicans, ejemplo: ¢

Adhesinas: Los materiales plasticos usados en medicina permiten la unién de la
célula fungica a los receptores del hospedador.
- Proteinasas y fosfolipasas: Enzimas que ayudan a diseminarse por los tejidos del
hospedador.
- Trigmotropismo: encuentra espacios discontinuos y logra ingresar en los tejidos.
- Toxinas y sustancias inmunosupresoras: primero que su pared le sirve de
proteccion por su rigidez. Presenta buena adherencia porque existe una lesién
epitelial por los carbohidratos y por la diminucion de la flora saprofita. Presenta
genes de la hexosaminidasa, genes de proteinas asparticas, gen que produce tubos
germinales y aumenta adhesion.
e Medio de cultivo
El medio de cultivo adecuado para levaduras es el Agar Sabouraud Dextrosa, su
componente de Glucosa y su pH bajo de éste medio logran un buen crecimiento y

desarrollo de las levaduras .
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Poder patogeno

La levadura Candida albicans es considerada como no patdgena puesto que la flora

bacteriana y el sistema inmunoldgico evitan su proliferacion, estando en equilibrio

para no producir enfermedades; pero al alterarse se produce las denominadas

Candidiasis que ocasiones desde leves infecciones en piel 0 mucosas hasta micosis

graves, profundas y sistémicas. ).

Tipos de Candida ©9.

- C. mucocutéanea: afecta a la cavidad bucal y mucosa vaginal, aparece en forma de
placas blancas que pueden unirse en forma de membrana, se diagnostica
observando las pseudohifas y blastoconidios tefiidas en Gram de frotis del
exudado, afecta al 100% de pacientes con SIDA.

- C. cutdnea: estan presentes en las zonas himedas ejemplo entre los dedos de
manos y pies, bajo las mamas, en axilas, en ingle. Afecta también en ufias
denominandose onicomicosis.

- C.sistémica: afecta a pacientes terminales con cancer o VIH, en trasplantes.

- C. del Aparato Urinario: causa cistitis, debido al cambio de pH intercambiando

los iones Na** e H*.

- Meningitis por Candida: suele complicarse en neurocirugia.
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I11.  HIPOTESIS:

HO: El aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens no tiene efecto antimicotico sobre

las Cepa Candida albicans

H1: El aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens tiene efecto antimicético sobre las

Cepa Candida albicans
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IV. METODOLOGIA:

4.1. DISENO DE LA INVESTIGACION:

La Presente Investigacion es de tipo experimental, longitudinal.

Se llevé a cabo mediante el método de Kirby-Bauer (Agar Difusion) cuyo fundamento se
basa en la inhibicién del crecimiento del hongo Candida albicans, mediante la difusion
de sustancias activas en un medio sélido la que se evidencia con la formacion de halos de
inhibicion ?9),

La extraccion del aceite esencial se realizé mediante el método de hidrodestilacion que
consiste en llevar a ebullicion un componente soluble de un material vegetal aromatico,
de modo que los vapores se condensan y como el aceite es inmiscible en agua, se separan
de acuerdo a su densidad, logrando recolectarse el aceite esencial 9.

4.2. POBLACION Y MUESTRA

A. POBLACION VEGETAL.:

Se realizo la recoleccion de la planta completa en el mismo lugar de procedencia Ruta
graveolens (Ruda) de Otuzco, distrito de Usquil ubicado a 3,018 m.s.n.m, con la ayuda
de un familiar con experiencia en esta planta.
- Muestra vegetal:

La muestra estuvo constituida por las hojas frescas de Ruta graveolens (Ruda)
- Criterios de Inclusion:

Las hojas de ruda en buen estado, libre de bacterias, sin hongos,

El transporte se realizo en bolsas de papel de Kraft en condiciones higiénicas para

evitar la contaminacion y asegurar la ventilacion, evitando la putrefaccion.
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Luego se transportd desde el lugar de recoleccion, hacia la ciudad de Trujillo para
su respectiva identificacion en el Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo
en donde fue codificada y registrada como Ruta graveolens 59052.

- Criterios de exclusion:
Las hojas con bacterias y hongos.

B. POBLACION MICROBIOLOGICA:

La poblacion microbiolégica fue Candida albicans Cepa ATCC (American Type Culture
Collection) 10231. La Cepa se obtuvo en el laboratorio microbiologico de la
Universidad Nacional de Trujillo.
- Criterios de Inclusion:
Se empled levaduras jovenes, se extrajo con hisopo estéril y se sembro en agar
Sabouraud medicado con Cloranfenicol, donde crecen nuevas levaduras.
- Criterios de exclusion:

Se excluyd cepas que sobrepasen de 30 horas de haberse cultivado.
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4.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables Definicién conceptual | Definicion Indicadores Escala de
operacional de medicion. | medicion
Dependiente Levadura Candida | Se determiné | Diametro  de | Variable
albicans causante de | al medir los | halos de | cuantitativa
Efecto diversas micosis, forma | diametros de | inhibicién en | de Razon
antimicético halos de inhibicion | los halos de | mm

sobre Candida | alrededor de los discos | inhibicion.
albicans. al ser expuesto a agente

antimicético.

Independiente | Capacidad del aceite | Concentracion | Aceite esencial

Aceite esencial | esencial para inhibir el | del aceite | al 1,6% Variable

de Ruta | crecimiento de la cepa. | esencial de | Aceite esencial | cualitativa

graveolens Ruta al 3,2% Nominal
graveolens

4.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS

Los equipos materiales utilizados se detallan en (cuadro 03)

A. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL:
Extraccion de los aceites esenciales:
Se realiz6 en la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad los Angeles de
Chimbote.
Primero se armo el equipo de destilacién Clevenger, luego se coloc6 400 g de las hojas

frescas de ruda en el balén aforado a 1L, se sometid a ebullicién para que el aceite
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esencial con el agua se evaporen continuamente; el condensador que va acoplado al
balon, permite acumular el aceite en la parte superior de la mezcla condensada.
Después de agotar completamente la planta se procedio a retirar con mucho cuidado
el aceite esencial, una vez separado se coloco en frasco de vidrio de color &mbar y
luego es refrigerado para conservar sus caracteristicas y propiedades terapéuticas.
Método de extraccion de los aceites esenciales por hidrodestilacion (Ver Grafico 01).
Equipo de hidrodestilacion y partes (Ver Gréafico 02)

Caracteristicas organolépticas:

Se detallan en (cuadro 02).

Determinacién de la Densidad:

d= densidad (g/ml) M= picnémetro (Q)

m= masa (Q) M1= picnémetro con agua (g) d=miv
v=volumen (mL) M2= picnémetro con aceite (Q)
M2 - M 18.38 — 10.1280
“M1-M 4= 2014 =101250 _ 8252 &
' ' ~10.015 mL
mg
d =08239-> d = 823.9—=
mL m
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Rendimiento del Aceite Esencial (RAE):

Se determind a partir de las hojas frescas de Ruta graveolens 400 g de hojas en cada
extraccion haciendo un total de 4000 g de muestra obteniendo un total de 10 mL.
Establecido en la siguiente formula:

% RAE= Porcentaje de rendimiento del aceite esencial

Vol. A.E.= Volumen del aceite esencial obtenido

W muestra = Peso de la muestra a destilar

Vol. A.E (mL)x100

%RAE =
% W muestra (g)
10 mLx100
HRAE = 5008

%RAE = 0.25% (p/v)

Medicion del Indice de Refraccion:

Nos sirvio para calcular la diferencia entre el angulo de incidencia y el de refraccién
del haz. Se coloco 2-3 gotas de aceite esencial en el centro de la superficie del prisma.
El indice de Refraccion nD? es de 1.4250 (T-20).

Significa que se ha usado la linea de emisién de sodio a 589 nm a una temperatura de

20°C lo que indica la presencia de compuestos oxigenado aromaticos.
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B. PREPARACION DEL ESTANDAR 0,5 MCFARLAND PARA EL INOCLO:
McFarland es una escala que consiste en una serie de tubos estandarizados que
contienen una suspension de un precipitado fino, semejante a suspensiones bacterianas
en opacidad. ElI fundamento de éste método es establecer una relacion entre un
precipitado quimico y una suspension bacteriana. El patron 0,5 McFarland tiene una
amplia aplicacion en la preparacion de indculos, para la realizacion de las pruebas de
sensibilidad antimicéticas, se utiliza para la preparacion de in6culos en disolucion de
agar.

Procedimiento ¢7)

- Lapreparacion del estandar 0,5 McFarland en 10 mL se hizo mezclando 0,05 mL
de sulfato de Bario al 1% y 9,95 mL de &cido sulfurico al 1%.

- Se mezcl6 y con ayuda de un espectrofotometro (longitud de onda a 530 nm), se
ajustd a una densidad Optica hasta alcanzar la turbidez del tubo N 0,5 de escala
de McFarland con una absorbancia de 0,08-0,10 nm. equivalente a una
concentracion aproximada de 1,5x10® UFC/mL UFC= Unidad Formadora de
Colonias.

- Sellar y guardar hasta el momento de uso para comparacion de inéculo.

- Para poder usar el patrén de turbidez se agitd vigorosamente, tiene que haber luz
adecuada, se compard la turbidez micética con la turbidez del patron, sosteniendo
los tubos en un fondo blanco.

Ver Grafico 03. Proceso de preparacion de McFarland.
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C. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Es un medio adecuado para cultivo de hongos patdgenos y no patdgenos, en este caso

se usé el Agar Dextrosa Sabouraud medicado con Cloranfenicol como medio para

evitar crecimiento bacteriano y evitar interferencias en el cultivo. EI Procedimiento

que se hizo es el siguiente: 9,

- Pesar 65 g de Agar Dextrosa Sabouraud medicado, se disuelve en 1 Lt de agua
destilada.

- Calentar y agitar constantemente hasta disolver bien, hervir por espacio de un
minuto.

- Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

- Posteriormente enfriar hasta 45- 50°C, vaciar 17-20 ml del medio en cada placa
previamente esterilizadas.

- Dejar gelificar, invertir las placas, para evitar que se deposite gotas de vapor en
la superficie del medio, identificar con plumén indeleble y almacenar.

D. RECONSTITUCION DE LA CEPA Candida albicans

La Cepa Candida albicans ATCC 10231 fue reactivada o rejuvenecida en caldo de

dextrosa Sabouraud medicado, se prepard una solucion estéril de 5 ml, se hizo un

hisopado de Candida madre en la solucidn, se comparé con la escala del tubo N° 0,5

de McFarland, hasta llegar a una concentracion de 1,5 X10® UFC/ml; posteriormente

en una placa se hizo hisopados en 4 direcciones, se dejé incubar por espacio de 24

horas a 37° C, a partir del cual se realizo el sembrado.
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E. ESTANDARIZACION INOCULACION DE LA CEPA EN PLACAS PETRI.
Una vez que la Candida hija estuvo rejuvenecida pasado las 24 horas, entonces
nuevamente se prepard una solucion esteril con colonias jovenes, se comparo con el
patron del tubo N° 0,5 de la escala de McFarland, estandarizadas a una concentracion
de 1,5 X10® UFC/ml, entonces se saco un hisopado con la suspension del indculo
pasando en 4 direcciones en cada placa, con cada hisopado se logro sembrar 5 placas,
haciendo un total de 20 placas.

F. PRUEBA PILOTO
Para poder determinar las concentraciones que presenten halos de inhibicion medibles
se lleva a cabo dos pruebas pilotos ya que no se cuenta antecedentes que establezcan
concentraciones especificas de los aceites esenciales de Ruta graveolens sobre
Candida albicans.

La primera prueba piloto se trabajé con concentraciones de aceite esencial al 20%,
10% y 5% en la cual presenta una inhibicion total, visualizandose las placas sin
crecimiento fangico, solamente hubo crecimiento fungico en el control negativo con
Dimetilsulfoxido (6 mm).

La segunda prueba piloto se trabajé con concentraciones del aceite esencial menores
al 5%, como 3%, 2% y 1% obteniendo como resultado halos de inhibicion medibles
en 3% (33mm), 2% (15 mm) y 1 % (10 mm), se compard con un control estandar
Fluconazol (27mm) y control negativo (6 mm).

Basado en estos datos de las dos pruebas piloto, se distribuye los grupos de trabajo en

la presente investigacion.
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G. DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS DE TRABAJO

Se distribuyeron en 4 grupos (5 placas por grupo), en cada placa 4 discos distribuidos

equitativamente, haciendo un total de 20 lecturas por cada grupo.

a. EXPERIMENTO 01:
Se prepard una concentracion de aceite esencial de Ruta graveolens al 1.6 %
diluido en Dimetilsulfoxido al 5%. Se agrega en cada disco a razén de 0,01 mL
(10 microlitros) con la ayuda de una micropipeta graduada.

b. EXPERIMENTO 02:
Se prepard una concentracion de aceite esencial de Ruta graveolens al 3.2 %
diluido en Dimetilsulfoxido al 5%. Se agrega en cada disco a razén de 0,01 mL
(10 microlitros) con la ayuda de una micropipeta graduada.

c. CONTROL ESTANDAR :
Con el fin de observar si las levaduras inhiben su crecimiento frente al Fluconazol
que es un farmaco de eficacia comprobada. Se preparé una concentracién de
Fluconazol (25ug/disco) diluido en agua destilada. Se agrega a cada disco a razon
de 25 ul de principio activo.

d. CONTROL NEGATIVO:
Con el fin de observar si el Dimetilsulfoxido (DMSO) no posee actividad
antimicotica. Se utiliz6 al DMSO al 5%.

H. APLICACION DE LOS DISCOS EN LAS PLACAS INOCULADAS.
Una vez que se distribuyd los grupos de trabajo se uso los discos de 6 mm de diametro
de papel Wathman N° 42, previamente esterilizados (los discos de sensibilidad sin

antibiotico), se embebieron con las concentraciones de aceite esencial, asi como con
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los controles estandar y negativo; con pinzas estériles se ubicaron equitativamente en
las placas a razon de 4 discos por placa, se presiond suavemente para ejercer un mejor
contacto con el medio se dej6 reposar 30 minutos a temperatura ambiente para lograr
una mayor difusion de las muestras luego es llevado a incubacion.

I. INCUBACION
Las placas fueron incubadas a una temperatura de 37° C por 24 horas y 48 h para ver
los halos de inhibicion.

J. LECTURA DE DATOS.
Pasado las 24 h se realiz6 la primera lectura midiendo los halos de inhibicion de
crecimiento con regla graduada en milimetros. Los halos de inhibicion fueron medidos
basado en el crecimiento micético alrededor del disco. El diametro de la zona de
inhibicidn fue directamente proporcional al efecto antimicotico del aceite esencial de
las hojas de Ruta graveolens sobre la Cepa Candida albicans. Se realizé la misma

lectura a las 48 horas.

4.5. PLAN DE ANALISIS:
Se recopilan todos los datos de las diferentes placas para posteriormente realizar las
tablas y gréaficos correspondientes. Para el analisis estadistico se utilizd Media y
Desviacién Estandar de los grupos de estudio en concentraciones de 1.6% y 3.2% del
aceite esencial, segun el tiempo. La significancia se determind mediante la prueba de
ANOVA, establecidos en los resultados, Se determind el grado de sensibilidad de la
Cepa Candida albicans segun la escala de Duraffourd en comparacion con el estandar

farmacologico.
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA:

TITULO DE LA | FORMULA- TIPO DE INDICADO | PLAN DE
. . . INVESTIGACION "
INVESTIGACION CION DEL OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DEFINICION RES POR | ANALISIS
IDISENO
PROBLEMA OPERACIONAL ESCALA
DE
MEDICION
EFECTO (El aceite | Determinarel | HO: El aceite esencial | La Presente Dependiente Se determing al Se determind
. . . L . Variable
ANTIMICOTI- esencial de las | efecto de las hojas de Ruta | Investigacion es Efecto medir los la
cuantitativa
CO INVITRO hojas de Ruta | antimicdtico graveolens no tiene | de tipo antimicético didmetros de los de Razén significancia
DEL ACEITE graveolens In vitro del efecto antimicético | experimental sobre Candida halos de mediante la
ESENCIAL DE (Ruda) aceite esencial | sobre las Cepa Candida | longitudinal. albicans inhibicién en prueba
LAS HOJAS DE | demostr6  su | de las hojas de | albicans mm. ANOVA y
Ruta graveolens efecto Ruta H1: El aceite esencial Independiente Concentracion Variable grado de
(RUDA) SOBRE | antimicético graveolens de las hojas de Ruta Aceite esencial del aceite cualitativa sensibilidad
esencial de Ruta
Candida albicans | sobre Candida | (Ruda) sobre graveolens tiene efecto de Ruta graveolens  al Nominal segun escala
i ? i imicoti 0, 0,
albicans? Candida antimicotico sobre las graveolens 1,6%y 3,2%. Duraffourd.
albicans. Cepa Candida albicans
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS:
En el presente trabajo se tratd de cumplir con los principios éticos de un verdadero
trabajo de investigacion in vitro. De acuerdo a Codigo de ética y Protocolo de
Bioseguridad establecido para los trabajos de Investigacion ULADECH, se tuvo
siempre presente la preservacion de especies vegetales con el uso racional y las
Normas de Bioseguridad en el Laboratorio, ejerciendo buenas préacticas en los
diferentes procedimientos hechos, se garantizan la manipulacién de las especies
bioldgicas desde la recepcion hasta la culminacion de la Investigacion. Aunque cabe
recalcar que para todo trabajo de Investigacion siempre se debe evaluar los riesgos y/o
beneficios probables para conservar las especies vegetales, preservar el medio

ambiente y para el Investigador ¢,
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V. RESULTADOS:

5.1. RESULTADOS:

Tabla 1. Evaluacion del efecto antimicoético in vitro del aceite esencial de las hojas de

Ruta graveolens al 1,6% y 3,2 % sobre Candida albicans, segun tiempo.

Grupos
(n=20)

Diametros del Halo de
inhibicién promedio (mm)
24 h 48 h

Aceite esencial de Ruta

graveolens al 1,6 %

Aceite esencial de Ruta

graveolens al 3,2 %

20.05+1.90 35.95+1.96

27.6x7.34 41.25+1.68

Tabla 2. Comparacion del efecto antimicético del aceite esencial de las hojas de Ruta

graveolens al 1,6% y 3,2 % frente al Fluconazol en cultivos de Candida albicans, segln

tiempo.

Grupos Didmetro del halo de inhibicién (mm)

(n=20) 24 h Significancia (p) 48 h Significancia (p)
Control Negativo 06.00 = 0.00 06.00 = 0.00
(DMSD)?
Control estandar 27.00 + 2.64 P=0.8 28.69 + 4.37 P=0.00""
(fluconazol)
Aceite Esencial 1.6% 20.05+1.90 35.95+1.96
Aceite Esencial 3.2% 27.60 + 7.34 41.25+1.68

* * P<0.01, altamente significativo, segun prueba ANOVA

& DMSO: Dimetilsulféxido
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Tabla 3. Grado de sensibilidad que presenta Candida albicans ante el aceite esencial de
Ruta graveolens al 1,6% y 3,2% a las 48 horas, segun escala de Duraffourd en

comparacion con el estandar farmacolégico.

Grupos de estudio Sensibilidad
Control Negativo (DMSD) Nula
Control estandar (fluconazol) Sumamente sensible
Aceite Esencial 1.6% Sumamente sensible

Aceite Esencial 3.2% Sumamente sensible

5.2. ANALISIS DE RESULTADOS:

La importancia del estudio de la Ruta graveolens tiene relevancia en el uso popular,
especialmente en la sierra de La Libertad se usa para el mal de aire, para el susto, para
ahuyentar la envidia y las malas vibras, como antiespasmodico en célicos menstruales y
regulador de la menstruacion, por ser considerada toxica se prohibe en gestantes. También

es usado como antiinflamatorio, antiséptico, entre otros usos.

En la tabla 1, se evidencid el efecto antimicético in vitro del aceite esencial de Ruta
graveolens al 1.6% y 3.2% sobre Candida albicans, en tiempo de 24 y 48 horas, el
diametro del halo de inhibicion por el aceite esencial de Ruta graveolens al 1.6%, fue de

20.05 £ 1.90 20,05 y 35.95 + 1.96 mm respectivamente.

Sin embargo, para la concentracion de Ruta graveolens al 3.2% sobre Candida albicans,
en el tiempo de 24 y 48 horas, el didmetro del halo de inhibicion por el aceite esencial de

Ruta graveolens fue de 27.6 £ 7.34 y 41.25 + 1.68 respectivamente, observandose un
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mayor efecto en la concentracion del aceite esencial al 3.2 %, esto debido a que existe una
mayor concentracion del aceite y mejor difusion en el medio. Los aceites esenciales
presentan una parte lipofilica e hidrofilica, siendo los terpenoides agentes liposolubles,
que afectan a las enzimas catalizadoras de membrana, ciertos componentes pueden
desacoplar e interferir la traslocacion de la membrana e interrumpen en la fosforilacién

del ATP @D,

Segun Mayta et al, en el 2015 menciona que Ruta graveolens presenta aceites esenciales
cuyos componentes son cetonas aliféaticas, terpenos y algunos &cidos que le confieren
actividad antimicrobiana; y Nazzaro en el 2017 confirma que los terpenos y terpenoides
tienen naturaleza lipofilica alta y peso molecular bajo, alteran la membrana celular

causando muerte o inhibicion de la célula en fase de esporulacion y germinacion 22,

En la tabla 2, se observa el efecto antimicético in vitro del aceite esencial de Ruta
graveolens al 1.6% y 3.2% sobre Candida albicans, en comparacién al fluconazol,
presenta mayor efecto debido al halo de inhibicidn que produce. El aceite esencial de Ruta
graveolens al 1.6%, tiene aproximadamente un 25% mas de efecto antimicdtico que el
fluconazol y el de 3.2% mucho mas, esto es debido a que el antifingico ejerce su accion
en la pared celular fungica, la quitina es indispensable para la pared celular, pero es aqui
donde acttan los aceites esenciales, alterando sus propiedades de la membrana, afectan su
funcién, producen adelgazamiento y distorsion de la pared de la hifa, alteran la
permeabilidad y la fluidez de la membrana en Candida albicans, reducen el ergosterol
causando inestabilidad en la osmosis y metabolismo en la célula fungica impidiendo su

reproduccion y accion micética. ?2),
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Segun la tabla 2, nos indican que el aceite esencial de Ruta graveolens a las 48 horas
muestran una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el estandar por
lo tanto se puede afirmar que a las 48h rechaza la Ho y se acepta la H1, presenta un valor
p < 0.05 lo que comprueba el grado de efectividad antimicoética de los aceite esenciales de

Ruta graveolens sobre Candida albicans.

Segun Zamora et al, en el 2016, existe diferentes estudios en miras a buscar compuestos
que inhiban el crecimiento de los hongos, menciona de manera general sobre los aceites
esenciales, presentan componentes que tienen la capacidad de pasar la membrana celular,
rompen polisacéridos, &cidos grasos y lipidos, permeabilizan la membrana de la célula,
ocasionando la pérdida de lones, colapso de la bomba de protones y disminucion de ATP

lo que conduce a la muerte celular .

En la comparacion del efecto del aceite esencial de Ruta graveolens frente al fluconazol,
debido a que éste farmaco presenta similitud en el mecanismo de accion de los aceites
esenciales y es aprobado por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
ser usado como control farmacologico; el fluconazol ejerce efecto alterando la membrana
celular de los hongos, inhibe la sintesis del ergosterol (componente esencial de la
membrana fungica) por lo tanto aumenta la permeabilidad celular produciendo fuga del
contenido celular. Puede también deteriorar los triglicéridos y biosintesis de fosfolipidos
de la membrana. Por lo tanto la efectividad de los aceites esenciales de Ruta graveolens
debe ejercer el mismo mecanismo mencionado por eso presentd halos de inhibicion

superiores al estandar farmacologico G%3Y),
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Segun la tabla 3, se observa que Candida albicans es sumamente sensible al aceite
esencial de las hojas de Ruta graveolens segun escala de Duraffourd, lo cual podria
constituir en el futuro su utilidad en la prevencion y/o tratamiento frente a candidiasis u

otras enfermedades micoticas.

Segun Canton E, en la Guia de Métodos estandarizados para estudios de sensibilidad a los
antifungicos establece al fluconazol como un control farmacoldgico de accion conocida
para medir didmetros de inhibicion de las cepas control de calidad, determiné que para

Candida albicans presenta una inhibicion de 28-39mm G,

Flores K, en el 2017 en Ecuador trabaj6 con aceites esenciales sobre Candida albicans,
para determinar la actividad de sus aceites esenciales usé la escala de Duraffourd y
Lapapraz 1983, lo que garantiza los resultados encontrados en la presente investigacion,
demostré que Candida albicans es sumamente sensible al ambas concentraciones del
aceite esencial de Ruta graveolens, presento halos de inhibicion mayores a 20 mm

(alcanz6 hasta 35.95-41.25mm) ©2)

En la presente investigacion demostré que Candida albicans fue sumamente sensible a las
dos concentraciones de aceite (1,6% y 3,2%) similar efecto encontré Haddouch et al, en
el 2013 en Africa, determiné la actividad antibacteriana y antiflingica de 4 aceites
esenciales de Ruta angustifolia, Ruta chalepensis, Ruta graveolens y Ruta tuberculata
sobre cepas de bacterias y hongos, dando como resultado una gran actividad antifangica
siendo el constituyente mas importante las cetonas al cual se explica su actividad

antimicotica; que asi demostré también en el presente estudio de investigacion ©2),
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En las tablas 1, 2 y 3, se demostro el efecto antimicético de los aceites esenciales de Ruta
graveolens sobre Candida albicans se debe a que tiene componentes organicos como
ceténas alifaticas, ésteres, metilnonil, monoterpenos, alcoholes, furanocumarianas y
cumarinas, que han demostrado ser eficaces como antisépticos, antibacterianos y
antimicaticos, porque tienen la capacidad de romper la pared de la célula micoticas e
inhibir su actividad enzimatica, por lo tanto destruye la pared celular asi como su

membrana citoplasmatica G4,
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VI.

6.1.

6.2.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

CONCLUSIONES

En el presente trabajo experimental se concluye que:
El aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens al 1,6% y 3.2%, si demostré un
excelente efecto antimicotico in vitro sobre Candida albicans alcanz6 un halo de
inhibicién de 35,95 mm (al 1.6%) y 41,25 mm (al 3.2%) a las 48 h.
Las concentraciones 1.6% y 3.2% del aceite esencial presentd mayor efecto
antimicético a comparacion del estandar farmacologico Fluconazol.
Segun la escala de Duraffourd se logré determinar que la Cepa Candida albicans
ATCC 10231 es sumamente sensible al aceite esencial de Ruta graveolens al 1.6%
y 3.2% asi como al Fluconazol.

RECOMENDACIONES:

- Se debe tener en cuenta el excelente efecto antimicotico del aceite esencial de
Ruta graveolens asi como para otras especies de hongos o bacterias.

- Realizar pruebas in vivo para corroborar la efectividad o determinar el grado de
toxicidad de los constituyentes del aceite esencial de Ruta graveolens.

- Elaborar formas farmacéuticas tOpicas para realizar ensayos clinicos en
pacientes con dermatosis, pero en dosis minimas por sus antecedentes de
toxicidad.

- Para hacer un mejor estudio de investigacion, se recomienda hacer estudios
fisicoquimicos de los aceites esenciales y/o extractos fluidos y poder cuantificar

en porcentajes los constituyentes o principios activos de la planta.
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ANEXOS.

ANEXO 01: GRAFICOS

—+ @ Aceite

Fuente de calor p Aceite < p Hy0

Gréfico 1. Esquema del Método de hidrodestilacion para la extraccion de aceites
esenciales.
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Graéfico 2. Equipo de Hidrodestilacion (Clevenger) y sus partes



0,5 mL de Ba; 50 4
al 1%4

9.5 mL de Mezclar
H:50,; al 1%

h 4

Estandar 0,5 Sellar y guardar
McFarland
- Medir la _
Espectrofotometro > . - Absorbancia entre
densidad dpticaa |—»
= 0.08 a3 0.10 nm
625 nm R

Fuente: Patron de turbidez BBL preparado McFarland Turgidity Standard N° 0,5 - 2005.

Graéfico 3. Proceso de preparacion del estandar 0,5 Mcfarland para 100 mL en el estudio
de efecto antimicotico in vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre

Candida albicans.

53



B CONTROL NEGATIVO

B ESTANDAR

WAEL16%
HAE 3.2%

FUENTE: Ficha de recoleccion de datos de investigacion. Afio 2017.
Gréfico 4. Media y Desviacion Estandar de los 4 grupos de estudio en el efecto

antimicotico in vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre Candida

albicans.
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ANEXO 02: TABLAS

Halos de inhibicion en mm del control negativo a las 24 y 48 horas en el estudio de
efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial delas hojas de Ruta graveolens sobre
Candida albicans.

SSF MEDIA MEDIA
24 H 48H
PS 01 6 6
PS 02 6 6
PS 03 6 6
PS 04 6 6
PS 05 6 6

(*) DIMETILSULFOXIDO AL 5%

Halos de inhibicion en mm del control estandar a las 24 y 48 horas en el estudio de
efecto antimicético in vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre

Candida albicans.

Fluconazol MEDIA MEDIA
24H 48H
PS 01 265+4.1 285+6.6
PS 02 30.0+4.9 33.6+5.8
PS 03 250+1.2 28.0+24
PS 04 26.0+0.0 284+ 35
PS 05 275+3.0 249+ 35

27.0 +2.6 28.7 4.4

(*)Fluconazol 25 ug/Disco
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Datos validos segun criterio de Normalidad en el estudio de efecto antimicético in vitro

del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre Candida albicans.

MUESTRAS Casos Casos Validos Casos Perdidos Casos
Validos N Perdidos %
N %
H24 20 100.0% 0 0.0%
H48 20 100.0% 0 0.0%

FUENTE: Paquete estadistico (SPSS) 22.0 Afio 2017.

Prueba de ANOVA Unifactorial para encontrar la significancia de los dos grupos de
estudio y determinar el efecto antimicético in vitro del aceite esencial de las hojas de

Ruta graveolens sobre Candida albicans.

Tiempo Grupos Suma de gl Media F Sig.
de cuadrados cuadratica calculado F
lectura tabular
H24 Inter-grupos 1513.2 2 756.6
Intra-grupos 270.2 12 22.5 33.6 0.0
Total 1783.4 14
H48
Inter-grupos
Intra-grupos L i 1595.8
ot 80.5 12 6.7 237.6 0.0
3272.3 14

FUENTE: Paquete estadistico SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos en la investigacion
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ANEXO 03:

CUADROS

Cuadro. 1. Taxonomia de Ruta graveolens

Reino Platae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Rutacea
Subfamilia Rutoideae
Género Ruta

Fuente: Missouri Botanical Garden, 2009 ©),

Cuadro 2. Caracteristicas Organolépticas del aceite esencial de Ruta graveolens

Caracteristicas

Ruta graveolens

Color Amarillo claro

Sabor Picante

Olor Aromético caracteristico de
la planta

Aspecto Liquido oleoso

Fuente: Caracteristicas observables.
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Cuadro 3. Equipos y materiales utilizados en el estudio de efecto antimicotico in vitro
del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens sobre Candida albicans

Equipos Materiales de | Medios de cultivo y | Otros
vidrio reactivos

Autoclave Tubos de ensayo | Agar Saboraud | Gradilla

medicado con CAF

Estufa Placas Petri Dimetil sultfoxido Espatula

Incubadora Matraces de | Alcohol de 70° Pinza,

100, 250 y 500 marcadores,
mL papel Kraff.

Balanza analitica | Pipetas de 1, 5y | Alcohol de 90° Algodon.

19 mL Discos

Equipo de | Vasos de | Ron de quemar Pabilo, regla

destilacion precipitacion de milimetrada,
100, 200 y 500 calculadora
mL.

Papel filtro Frascos de Uniforme
vidrio color completo de
ambar. laboratorio

Nefeldbmetro de | Probeta de 100 Mortero  de

Mc Falrlnad mL. porcelana
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ANEXO 05: FIGURAS:

Figura 01: Recoleccion y transporte de ruda

Figura 02: Identificacion en el herbario de la Universidad Nacional de Trujillo como

Ruta graveolens, siendo codificada con el N° 59052.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT)
FLORA PERUANA
&

Familia: RUTACEAE

Nombre Cientifico: Ruta graveolens L <

N. Vulgar:  “Ruda macho™ Det. pgr: Herbario HUT
ierba olorosa, flores amarillas. e °

ia: Alrededores de Usquil

Dpto.: La Libertad
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Figura 03: Seleccion de las mejores hojas de Ruta graveolens

Figuran 04.0btencion de aceites esenciales en la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote.
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Figura 05: Comparar con el patrén 0,5 Mcfarland

Figura 06. Rejuvenecimiento de la Cepa Candida albicans en Agar Sabouraud
medicado.
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Figura 07: cultivo de Candida albicans en las placas petri.

Figura 08. Cultivo de control negativo (DMSO).
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Figura 09: halos de inhibicion a las 24 h.

Halos de inhibicion del
aceite esencial al 1,6 %

Halos de inhibicion de
estandar Fluconazol
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Halos de inhibicion de aceite
esencial al 3,2 %

Placas Petri con el control
negativo DMSO al 5%




Figura 10. Halos de inhibicicon a las 48h

Halos de inhibicion del Halos de inhibicion de aceite
aceite esencial al 1,6 % esencial al 3,2 %

Halos de inhibicion de aceite esencial al 3,2 % a las 60h.
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