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RESUMEN

Objetivo. Determinar la actividad antifungica del extracto etandlico de Plumbago scandens L. sobre el crecimiento de Candida
albicans aislada de pacientes obstétricas. Material y métodos. Se realizé un estudio experimental con un disefio de estimu-
lo creciente. La muestra estuvo constituida por seis cepas de hongos de C. albicans aisladas de pacientes que presentaron
candidiasis y que fueron atendidas en el Servicio de Obstetricia del Hospital Regional Docente Las Mercedes. Se emplearon
tres repeticiones para cada una de las tres concentraciones (4, 6 y 8 ug/mL) de extracto etandlico de las raices de P. scan-
dens L. Para obtener dicho efecto se procedié a realizar la prueba de susceptibilidad de C. albicans en agar MllerHinton.
Resultados. Se encontré que la longitud del halo del grupo control fue significativamente diferente (p < 0,01) de la longitud
del halo para las otras tres concentraciones, la longitud promedio del halo para la concentracion de 4 pg/ul fue de 3,44 cm,
para 6 pg/uL fue de 3,68 cm, y para 8 pg/uL fue de 4,0cm. Conclusiones. El extracto etandlico de Plumbago scandens var.
Linneo presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Candida albicans.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF THE ETHANOLIC EXTRACT
OF PLUMBAGO SCANDENS VAR. LINNAEUS ON CANDIDA
ALBICANS ISOLATED FROM GYNECOLOGIC AND
OBSTETRIC PATIENTS AT A AOSPITAL [N NORTHERN
PERU

ABSTRACT

Aim. To determine the antifungal activity of the ethanolic extract of Plumbago scandens L. on the growth of Candida albicans
isolated from obstetric patients. Material and methods. An experimental study with an increasing stimulus design was per-
formed. The sample consisted of six strains of C. albicans fungi isolated from patients who presented candidiasis and who
were treated at the Obstetrics Service of the Las Mercedes Regional Teaching Hospital. Three repetitions were used for each
of the three concentrations (4, 6 and 8 pg/mL) of ethanolic extract from the roots of P. scandens L. To obtain this effect, the
susceptibility test of C. albicans was carried out in Muller-Hinton agar. Results. It was found that the halo length of the con-
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trol group was significantly different (p < 0.01) from the halo length for the other three concentrations, the average halo len-
gth for the 4 pg/uL concentration was 3.44 cm., for 6 pg/uL it was 3.68 cm, and for 8 pg/uL it was 4.0 cm. Conclusions.
The ethanolic extract of Plumbago scandens var. Linnaeus presents an inhibitory effect on the growth of Candida albicans.

Keywords: Plumbago scandens L., antifungal activity, Candida albicans

INTRODUCCION

Uno de los problemas que aquejan a las gestantes es la
candidiasis, infeccion causada por diversas especies de
levaduras del género Candida. La principal manifestacion
es la vaginitis caracterizada por irritacion con abundante
flujo vaginal caseoso que puede ir acompafiada de uretri-
tis, disuria, etc. (1), pero las consecuencias mas graves
incluyen intolerancia alimentaria, distension abdominal,
letargia, hipotermia, dificultad respiratoria, apneas e ines-
tabilidad hemodinamica, sepsis neonatales tardias, parto
pre término con bajo peso al nacer y la muerte. Los prin-
cipales drganos blancos son el tracto genitourinario, glo-
bo ocular, sistema nervioso central (SNC), higado, bazo,
corazon, tejido celular subcutaneo, aparato locomotor y
pulmén (2).

En los centros de salud y hospitales del Peru, el tratamien-
to antimicético de la candidiasis se realiza con fluconazol,
imidazol y nistatina por via oral o vaginal segun la Direc-
cion General de Medicamentos Insumos y Drogas (3), sin
embargo, el consumo de estos antimicéticos constituye
riesgos para la salud como nefrotoxicidad, hipokalemia,
hipomagnesemia y, en grado extremo, insuficiencia renal,
mielosupresion y elevacion de enzimas hepaticas. La ma-
yoria de las reacciones adversas son dosis dependiente,
y reversibles al suspender el tratamiento. Se ha sugerido
que existe una menor frecuencia de compromiso renal
en la poblacion pediatrica, en especial en los prematuros
extremos, lo que se deberia a una mayor depuracion del
compuesto que en los adultos (4).

Por otro lado, en relacion al microorganismo un trata-
miento prolongado prescrito conduce a la adquisicién de
resistencia del hongo causante, asi se concluyo en el es-
tudio de Candidiasis vulvovaginal de un grupo de mujeres
gestantes de Medellin, en el que de los 100 aislamientos
obtenidos, el 100% presenté sensibilidad al fluconazol y el
88% presento sensibilidad al itraconazol; se hallé también
resistencia al itraconazol en el 9% de los aislamientos de
C. albicans y el 2,5% de los aislamientos C. albicans re-
sultaron sensibles segun la dosis a dicho antifungico (5).
Por lo mencionado, la candidiasis se ha convertido en un
verdadero problema social muy dificil de curar de manera
definitiva, ya que las pacientes, particularmente las que
acuden a los consultorios de ginecologia y obstetricia, pa-
decen de ataques recurrentes presente o candidiasis vul-

d

vovaginal recurrente (CVVR), siendo la especie de mayor
ataque recurrente C. albicans, con 90% (6).

Por otro lado, investigaciones sefialan que el aceite esen-
cial de las partes aéreas de P. scandens L. extraido por
arrastre de vapor y purificado por cromatografia de colum-
na tiene efecto inhibitorio contra cepas de hongos de C.
albicans de la American Type Culture Collection (ATCC)
(7).
Considerando el impacto de C. albicans en pacientes
obstétricas, el objetivo del estudio fue determinar el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de P. scandens L.
sobre C. albicans causante de candidiasis en gestantes.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de investigacion

El presente estudio es de tipo experimental y el disefio es
de estimulo creciente.

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por cepas de C. albicans
aisladas de pacientes que presentaron candidiasis y que
fueron atendidas en el Servicio de Obstetricia del Hospital
Regional Docente Las Mercedes (HRDLM) y la muestra
estuvo constituida por seis unidades de hongos corres-
pondientes a seis “cepas”.

Procedimiento

Elaboracion del extracto etandlico

Siguiendo lo descrito por Cowan, 1999 (9), las raices de
P. scandens var. L. frescas se desinfectaron utilizando hi-
poclorito de sodio al 1%, luego se elimind el exceso de
desinfectante enjuagando con abundante agua destilada
estéril, para luego ser sometidas al secado al aire libre en
sombra durante cuatro semanas.

Posteriormente, este material seco se triturd en un molino
de cuchillas hasta obtener un polvo muy fino, que fue pe-
sado consiguiendo 60 g. que posteriormente fueron ma-
cerados en alcohol etandlico por 48 horas, manteniendo
una proporcién 3:1.

La mezcla de alcohol y el polvo de P. scandens var. L.
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se dejo reposar por 48 horas, posteriormente fue filtrado
en placas de Petri donde reposo durante cinco dias, tras
los cuales quedd un sedimento pastoso, llamado extracto
bruto. Se colectd el sedimento en un vial con una espatula
de metal, resultando 4 g.

Reactivacion de C. albicans

Las cepas de C. albicans se sembraron en tubos con cal-
do Sabouraud glucosado y se incubaron por 24 horas, y
se procedio a preparar una suspension en solucion salina,
ajustada a la escala del nefelometro de McFarland (tubo N°
0,5), cuya densidad poblacional es de 1,5 x 108 UFC/ml.

Preparacion de discos de susceptibilidad

Se empled papel filtro Whatman N° 41 para obtener los 54
discos de 5 mm de diametro, usando un perforador, éstos
fueron colocados en un frasco de vidrio, luego se esterili-
zaron en horno a 180°C por 24 horas. Posteriormente con
la ayuda de una pinza esterilizada, los discos se embebie-
ron con el extracto etandlico de P. scandens var. L.

Prueba de susceptibilidad de C. albicans

En placas de Petri previamente esterilizadas se sirvieron
10 ml. de agar Mdiller Hinton Il modificado (MHm), se dejo
solidificar y se realizd el control de esterilizacién llevando-
las a incubacion a 37°C por 24 horas. Luego se introdujo
el hisopo esterilizado dentro del indculo estandarizado,
eliminando el exceso por rotacion firme contra la pared in-
terna del tubo. El indculo se sembro superficialmente por
estria en tres direcciones diferentes, con el fin de cubrir
toda la superficie del agar, después se dejo secar duran-
te cinco minutos y se coloco el disco impregnado con el
extracto etanolico de P, scandens var. L. en el centro de
la placa.

Posteriormente se llevaron las placas a incubacién a 37°C
por 24 horas. Transcurrido el tiempo se midieron los halos
de inhibicién (mm), registrando la medida para cada una
de las cepas.

Se realizaron tres repeticiones por cada cepa y cada con-
centracion.

Analisis de datos

El presente trabajo correspondio al disefio de contrasta-
cion de hipétesis de estimulo creciente o grados de mani-
pulacion de la variable en este caso, un grupo control con
ausencia de estimulo, y seis grupos experimentales con
tres concentraciones de estimulo (8). Los datos fueron
organizados en tablas y procesados mediante el software
estadistico Statistica version 12. En la matriz de datos no
fueron considerados los datos del grupo control.

Para contrastar la hipdtesis estadistica los datos obteni-
dos fueron transformados (raiz cuadrada por tratarse de
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datos obtenidos por conteo) y sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) para determinar diferencias estadisti-
camente significativas entre los tres tratamientos (u0; p4;
u6; p8). La hipdtesis contrastada fue: HO: p0 = p4 = pé
= p8 vs H1: pi # j. Es decir, se contrasté el hecho de
que las medias de los tratamientos son iguales frente a
la alternativa de que al menos dos de ellas son diferentes
debido al extracto. Para evaluar el efecto inhibitorio del
extracto sobre las cepas de C. albicans se empled ANOVA
y la prueba complementaria de Tukey se emple6 un nivel
de significancia del 0,05.

RESULTADOS

Se demostro el efecto inhibitorio del extracto etandlico de
P. scandens var. L. sobre C. albicans aislada de pacientes
obstétricas (Figura 1), determinandose que el mayor efec-
to se observo con la cepa 3, con la concentracion de 8 g/
uL y con tamafio de halo de inhibicion de 4,6 cm.

Por otra parte, el menor efecto se observo con la cepa 1,
con la concentracion de 4 pg/mL y con tamafio de halo de
inhibicion de 3,03 cm (Tabla I).

La longitud del halo del grupo control fue significativamen-
te diferente (p < 0,01) de la longitud del halo de las otras
tres concentraciones de extracto de P. scandens var. L.
para cada una de las seis cepas de C. albicans.

Ademas, para todas las cepas, la longitud promedio del
halo para la concentracion de 4 pg/mL fue de 3,44 cm,
para 6 ug/mL fue de 3,68 cm, y para 8 ug/mL fue de
4,0cm.

Asimismo, cuando se compararon las longitudes del halo
de crecimiento entre las seis cepas para las concentracio-
nes de 4, 6 y 8 ug/mL de extracto etandlico de P, scandens
var. L., se encontré que algunos grupos fueron diferentes
entre si, segun la concentracion de extracto comparado.
Mediante la prueba de ANOVA se encontraron diferencias
significativas tanto para las concentraciones del extracto
etanolico como en las cepas de C. albicans (Tabla II).
Adicionalmente se usé la prueba post hoc Tukey. Para
ambas pruebas se empled un nivel de significancia del
0,05 e intervalo de confianza del 95%, donde los halos de
inhibicion promedio por concentracion de extracto fueron
significativamente diferentes (Tabla Ill), mientras que, los
halos inhibitorios mostrados por cada una de las cepas,
evidenciaron que hubo diferencias significativas entre gru-
pos de cepas de C. albicans (Tabla IV).

DISCUSION

El extracto tiene efecto inhibitorio del crecimiento de C. al-
bicans. Se encontré diferencia significativa entre el creci-
miento de C. albicans de los controles y de todos los expe-
rimentales, con un halo de inhibicién de hasta 48 mm. en
la cepa 3 con la concentracion de 8ug/mL. Este efecto es
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Tabla I. Promedio de tamafio de halo de inhibicion de las cepas de C. albicans aisladas de pacientes obstétricas
de un hospital de Chiclayo, 2019

Cepas de C. albicans Extracto etandlico de P. scandens (ug/ul) Promedio (mm)
4 30,3
32,0
34,0
34,3
38,0
40,0
39,3
42,0
46,0
32,0
35,0
40,0
40,0
41,0
44,0
30,7
32,0
35,0

Cepa1

Cepa 2

Cepa 3

Cepad

Cepa5

Cepa 6

O O[O ||| [O|| |00

Mediante la prueba de ANOVA se encontraron diferencias significativas tanto en las concentraciones del extracto etané-
lico como en las cepas de C. albicans (Tabla Il).

Tabla Il. Andlisis de varianza (ANOVA) del efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico
de P. scandens var. Linneo frente a C. albicans.

Fuente de Variacion SC gl CM F p-valor
Extracto 2802 2 1401 33.47 0.000
Cepa 8933 5 1787 42.69 0.000
Extracto*cepa 0216 10 0.022 0.52 0.867
Error 1507 36  0.042

SC: Suma de cuadrados; gl: Grados de libertad; CM: Cuadrado medio; F: Test

Tabla lll. Prueba de Tukey para comparar el halo de

inhibicion entre las diferentes concentraciones Tabla IV. Prueba de Tukey para comparar el halo
del extracto etandlico de P scandens var. L. de inhibicion entre las seis cepas de C. albicans.
Extracto (ug/mL) Halo (mm) Cepa Halo (mm)
4 344 a c1 32,2 a
6 36,8 b cé 32,8 a b
8 40,0 c (o) 354 b c
C2 374 c
C5 41,9 d
C3 42,7 d
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similar al demostrado en una investigacién desarrollada
en la Universidad de Arizona utilizando extracto etandlico
de P. scandens, procedente de diferentes ciudades de Es-
tados Unidos como Arizona, California, Nevada, Texas y
Utah con una concentracion del extracto 2,000 pg/mL; sin
embargo, el extracto se obtuvo a partir de hojas, las que
se ha demostrado tienen menor contenido de plumbagina
que las raices y tallos (10).

La plumbagina ha demostrado actividad antifungica, el
1,4-naftoquinona esta implicado de una manera que altera
la composicidn de la membrana de células de C. albicans,
dando lugar a un cambio en la permeabilidad de la mem-
brana y la interrupcion de su integridad fisica, causando
la fuga del contenido celular, asi se demostré mediante la
técnica de difusion en disco, se utilizaron discos de 5 mm,
cada uno con 5 mL de solucion de 10 mg/ mL de naftoqui-
nona disuelto en sulféxido de dimetilo (DMSO). Se incu-
baron por 48 horas para medir la actividad antifungica a
37 °C. Los resultados se registraron mediante la medicion
del diametro de las zonas de inhibicién completa, inclu-
yendo el diametro del disco, resultando halos de hasta 20
mm, discos que contienen fluconazol (25 mg/disco) se uti-
lizaron como control y DMSO como control en blanco (11).
En Brasil, usando el extracto cloroférmico de raices de P,
scandens recolectadas del campus de una universidad en
Rio de Janeiro, demostraron una actividad antimicrobiana
sobre C. albicans a una concentracién de 0,78 mg/mL.
Asimismo, P. scandens también ha demostrado actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus (12) y My-
cobacterium tuberculosis multidrogoresistente (MDR) a
isoniacida y rifampicina (13).

Se han encontrado diferencias en el efecto inhibitorio de
las diferentes cepas. En el caso de la cepa 3, fue aislada
de una paciente que presento anteriormente candidiasis y
en ese momento se encontraba en su segundo trimestre
de gestacion, mientras que la cepa 5 provino de una ges-
tante que acudio anteriormente a consulta ginecoldgica y
de quien no hay registro de que hubiera presentado can-
didiasis. Por otro lado, las cepas 2, 4 y 6 fueron solamente
de pacientes con diagnéstico confirmado de candidiasis y
la cepa mas resistente al efecto del extracto fue la cepa
1, la cual provino de una paciente con candidiasis cronica,
y tratada con Clotrimazol 500 mg por via vaginal en dosis
Unica; en una segunda oportunidad se trat con 6vulo de
Tinidazol 150mg, pero sin culminar ningun tratamiento en
el periodo establecido. Por otra parte, la poblacién fue pro-
cedente unicamente del servicio de obstetricia, gestantes
con diferentes episodios de candidiasis en su vida pre
gestacional y gestacional.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Plumbago scandens var. Lin-
neo presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Candida albicans, lo cual demuestra que dicha especie
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vegetal representa una alternativa natural al tratamiento
de infecciones provocadas por el mencionado patége-
no, por lo que, una extraccion y caracterizacion de los
principios activos de P. scandens var. Linneo seria muy
(til en la continuacion de las investigaciones ademas de
realizar los ensayos in vivo para determinar su nivel de
toxicidad.
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