= Universidad

Altiplano

TESIS UNA - PUNO g ~ Nacional del

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

NACIONAL DEL

o

(a)]
<
a
(%)
4
w
e
z
=

EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE

cinnamomum zeylanicum “CANELA” SOBRE candida albicans

TESIS

PRESENTADA POR:

Br. OLINDA HUARACHA YUCRA

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:

LICENCIADO EN BIOLOGIA

PUNO - PERU

2019

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
= Altiplano

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Cinnamomum
zeylanicum “CANELA” SOBRE Candida albicans

TESIS PRESENTADA POR:
Br. OLINDA HUARACHA YUCRA
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:

LICENCIADO EN BIOLOGIA

APROBADO POR JURADO REVISOR CONFORMADO POR:

PRESIDENTE

a—

D.Sc. DANTE JONI CHOQUEHUANCA PANCLAS

PRIMER MIEMBRO  : %«:%

Mg. MAR'R:!A ELIZABETH APARICIO SAAVEDRA

SEGUNDO MIEMBRO : 7
Mg. JE NLQ MAMANI

DIRECTOR / ASESOR

D.Sc PAURO ROQUE

Fecha de sustentacion: 02 de septiembre del 2019
Area : Ciencias Biomédicas

Tema : Biotecnologia Vegetal

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
: Altiplano

DEDICATORIA

A Dios Todopoderoso por darme el ser y la
sabiduria; siempre me ha ayudado a salir
adelante, en todo momento. En especial en

los més dificiles.

Le dedico este trabajo a mis queridos
padres, Angel Flavio Huaracha Quispe y
Fidela Simona Yucra Cutipa por su ayuda
incondicional, su apoyo motivacion para
seguir adelante y cumplir con mis

objetivos.

A toda mi familia quienes me apoyaron y
confiaron siempre en mi, con sus palabras
de aliento y sonrisas me motivaban a seguir

adelante.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
i Altiplano

AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional del Altiplano de
Puno, por haberme brindado Ia
oportunidad de forjarme mi futuro, en
especial a la carrera profesional de
Biologia y cuerpo docente por sus
conocimientos impartidos durante mi

formacion profesional.

Expreso mi especial agradecimiento a
todo el personal del departamento de
patologia y laboratorio clinico del
Hospital Manuel Ndfiez Butron - Puno
por haberme permitido realizar mi trabajo
de investigacion en esta Institucion, ya
que con su ayuda y aporte me ayudaron a
incrementar mas conocimientos en la

ejecucién de mi tesis.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i Nacional del

Altiplano

INDICE GENERAL ..ottt isss s en s sss st ses s ssnensnes 5
INDICE DE FIGURAS ... oo 7
INDICE DE TABLAS ..ottt es st enas s assss s 10
INDICE DE ACRONIMOS......coovtiiiimeiiseiesisssssisssss s 11
RESUMEN ... 12
I INTRODUCCION .....coieiceeretieeeeeee e ses s sses s s 14
1.1, ODJetiVO gENEIAl ......ccveeiece et 16
1.2, ODJetivos SPECITICOS .....vcuiiueieiiiieiieieie e 16
1. REVISION DE LITERATURA ..ottt 17
2.1, ANTECEDENTES.......i o 17
2.2, MARCO TEORICO ....ccoiiiierimeineeeeneessesessssisssesssss s essssssssssssssssasssesssesssens 20
2.2.1.  Las plantas MediCiNales ..........cccoiviieiiiiiiniieee e 20
2.2.2.  ACEIES BSENCIAIES ... 21
2.2.3.  Utilizacion de 10S ACEITES .......cccoiruirieiiiirieieesesees e 21
2.2.4.  Técnicas de extraccion de aceites esenciales............cooevvvrereincneneen, 22
2.2.5.  Canela Cinnamomum zeylaniCum ...........cccvevveiieieeiieiie e 24
2.2.6.  MICOSIS OPOMUNISTA......eeivieiiceieciieiie et 28
2.2.7.  Candida alDICANS .........cceiiiiiieiie e 29
2.2.8. Manifestaciones ClINICAS ...........ccorireiiiirieieiree e 34
2.2.9.  Diagndstico de [aboratorio..........cccceevveiieiiiiic i 35
2.2.10.  TratAMIENTO ...ccviiiieiiieir et 36
I, MATERIALES Y METODOS ......ooiieieieeeiieeseeieee e 37
3.1, Areade EStUAIO..........coiveiveiiiiciececceie et 37
B0 I o To T (=T (1o | o USROS 38
3.3, PODIACION Y MUESTIA ....c.veviciecieciecceee et 38
3.4.  Diseflo de iINVESLIGACION ........ccccveieiieieiccc e 38

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
Altiplano
3.5, MEtOAOIOGIA ... 40
A ANALISIS €StAUISTICO ... 45
IV. RESULTADOS Y DISCUSION .....cooovieiireteiieeeisseeteieee s senes s 48
V. CONCLUSIONES ... .ot 56
VI. RECOMENDACIONES ... s 57
VI REFERENCIAS ... .ot 58
VL ANEXOS ...ttt nne s 66

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Destilacion con agua o hidrodestilacion (SENA, 2012)..........ccccceeviveieieennnn, 23
Figura 2. Destilacion agua-vapor o vapor hiumedo (Vidal, 2015) .........ccccevvevviieieennnnn, 24
Figura 3. Pared celular de hongo de levadura, se muestra la superposicion de
elementos de mananos, glucanos, quitina y elementos proteinicos. Fuente:
Microbiologia (Ryan, 2012). .......cccceiieieieiieie e 31
Figura 4. Etapas de la infeccidn por Candida albicans y los mecanismos de virulencia
que intervienen en cada etapa (De la Calle et al, 2012). ........cccoovevveiviinnnene. 33
Figura 5. Patogenia de las infecciones por Candida albicans. Se muestran los
mecanismos propuestos para la union e invasion por Candida albicans.
Fuente: (RYan, 2012) ........coveiiiieieeie et 34
Figura 6. Zona de extraccion del aceite esencial de canela y ejecucion de la
investigacion (Hospital Manuel Ndfiez Butron) Puno, durante los meses de
noviembre 2018 a febrero 2019. .......coccvviieveieereee e 37
Figura 7. Comparacién de los tratamientos a diferentes concentraciones del aceite
esencial de canela, durante el mes de febrero, 2019 .........ccccvceiiiiiiiiiciennn, 50
Figura 8. Corteza de Cinnamomum zeilanicum (canela) adquirido en la ciudad de
Juliaca, NOVIEMDIE 2018.......cocceeiie et sbaae e 66

Figura 9. Pesado de corteza de canela. Laboratorio de Taller de Frutas y Hortalizas,

NOVIEMDIE 2018. ... .ot 66
Figura 10. Molido de corteza de canela en el Lab. de Taller Frutas y Hortalizas,
0N VA TT 401 o] £ SR 66

Figura 11. Extraccién del aceite esencial de canela por el método de arrastre de vapor
de agua. En el Lab. De Talles de Frutas y Hortalizas, noviembre 2018 ........ 66
Figura 12. Decantacion del aceite de canela en el laboratorio de Taller de Frutas y
Hortalizas, NOVIEMDBIE, 2018 ........coovieeiiee e 67
Figura 13. Obtencién del aceite esencial de canela en el laboratorio de Taller de
Frutas y Hortalizas, noviembre, 2018 ...........cccoooieiieiiieiic e 67
Figura 14. Concentracion de aceite esencial de canela al 100%, 75%, 50%, 25%,
control positivo (fluconazol) y control negativo (alcohol), Servicio de
Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de

microbiologia, noviembre 2018 a febrero, 2019...........cccoeiviiicii e 67

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932500
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932501
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932502
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932502
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932502
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932503
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932503
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932504
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932504
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932504
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932505
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932505
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932505
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932506
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932506
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932507
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932507
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932508
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932508
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932509
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932509
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932510
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932510
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932511
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932511
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932512
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932512
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932513
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932513
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932513
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932513

Universidad

TESIS UNA - PUNO | /L Nacional del

Figura 15. Aislamiento de cepas de Candida albicans, Servicio de Patologia Clinica
del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén, area de Microbiologia,
noviembre 2018 a febrero, 2019. ..., 67
Figura 16. Preparacion de la Escala de Mc Farland. Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel NGfiez Butron, area de Microbiologia, durante
los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019. ... 68
Figura 17. Observacion de Candida albicans a 40x, Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante
los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019. ..o 68
Figura 18. Procesamiento de muestra para el método de tubo germinativo, Servicio
de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel NUfiez Butrdn, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019 ......... 69
Figura 19. Observacion al microscopio a 40 x para Candida albicans, Servicio de
Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel NUfiez Butron, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 20109. ........ 69
Figura 20. Halo de inhibicion a una concentracion de 50%. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel NuOfez Butron, éarea de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019. ........ 70
Figura 21. Halo de inhibicion a una concentracion de 75%. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019. ........ 70
Figura 22. Halo de inhibicion a una concentracion del 100%. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019 ......... 71
Figura 23. Inoculacion de cepas de Candida albicans en Agar Saboraud Dextrosa.
Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez
Butrdn, area de Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a
TEDIero, 2019, ... s 71
Figura 24. Halo de inhibicion a una concentracion de 25%. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel NdGfiez Butrén, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019 ......... 72
Figura 25. Control negativo (alcohol). Servicio de Patologia Clinica del Hospital
Regional Manuel Nufiez Butrdn, area de Microbiologia, durante los meses
de noviembre 2018 a febrero, 2019........cvevviiiiiiii i 72

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932514
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932514
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932514
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932523
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932523
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932523
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932524
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932524
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932524

Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
Altiplano

Figura 26. Control positivo (fluconazol). Servicio de Patologia Clinica del Hospital
Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses
de noviembre 2018 a febrero, 2019........ccccoviiiiiiiiiie e 72

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis



file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932525
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932525
file:///E:/borrador%20de%20tesis%2027-08-19.docx%23_Toc18932525

Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Componentes de 1a Canela ............cccooveiieii i 26
Tabla 2. Disefio de investigacion para Comparar el efecto inhibitorio in vitro de la
mejor concentracion inhibitoria del aceite esencial de Cinnamomun
zeylanicum y el antibiotico fluconazol sobre Candida albicans. Servicio de
Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero del 2019....... 39
Tabla 3. Disefio del experimento, concentraciones y nimero de repeticiones para
hallar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). .......cccocevviiiiniiiiiiece, 39
Tabla 4. Preparaciones de concentraciones o tratamientos de aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum “canela”. Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel Nufiez Butrdn, durante los meses de noviembre
2018 @ TEDrero 2019, ...c.ei it 43
Tabla 5. Tabla de estandarizacion de los halos de inhibicion (mm)..........ccccevveiiiieen. 45
Tabla 6. Inhibicion antifingico in vitro del aceite esencial de Cinnamomun
zeylanicum sobre Candida albicans. Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante
los meses de noviembre 2018 a febrero del 2019........cccooceveiiiiiiieiiieieeen, 48
Tabla 7. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial Cinnamomum zeylanicum “canela” a diferentes concentraciones.
Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel NUfiez Butron,

durante el mes de enero a febrero 2019. .......oooooieeeeeeee e 54

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
Altiplano

INDICE DE ACRONIMOS

HMNB Hospital Manuel Nafiez Butron
OMS Organizacion Mundial de la Salud
CMI Concentracion Minima Inhibitoria
pl Microlitros

mm Milimetros

CMF Concentracion Minima Fungica
ug Microgramos

ml Mililitros

cm Centimetros

pum Micrémetros

°C Grados celcius

ECM Elementos de la Matriz Extracelular
KOH Hidréxido de Potasio

ASD Agar Sabouraud Dextrosa

kg Kilogramo

UFC Unidades Formadoras de Colonias

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

N1

RESUMEN
El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio del Hospital Manuel NGfiez Butron
de la Ciudad de Puno (noviembre 2018- febrero 2019). Las infecciones fungicas constituyen
uno de los principales problemas que afectan a la poblacion disminuyendo su bienestar y
generando una demanda importante a nivel de los servicios de salud. El objetivo de la
investigacion fue determinar la actividad antimicdtica in vitro del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum “canela” sobre Candida albicans. La metodologia consistio: El
aceite esencial se obtuvo por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua, a partir
de la corteza de “canela” en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, esta se realiz6 en
el Laboratorio de Taller Frutas y Hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Altiplano, las cepas micoéticas se obtuvieron
del Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel NGfiez Butron, area de
microbiologia y fueron sembradas en agar Muller - Hinton a traves del método de difusion
en agar. Para evaluar la actividad antimicdtica de la “canela” se prepararon discos de papel
filtro embebido en concentraciones de canela, los cuales se contrastaron con la prueba
control positivo (Fluconazol) y un grupo control negativo (alcohol), se llevaron a incubar a
los hongos a 37 °C durante 24 horas. Se realizd 5 repeticiones de cada concentracion,
obteniendo 30 tratamientos expresados en (%), del grupo experimental todo ello se llev6 a
cabo en el Hospital Manuel Nufiez Butron (HMNB) del servicio de Patologia Clinica en el
area de microbiologia. Se aplicé estadistica descriptiva, analisis de varianza y prueba de
rango multiple de Tukey, para la concentracion inhibitoria adecuada y la evaluacion de los
halos de inhibicién. Los resultados fueron al T1 (25%) fue 20.15mm; T2 (50%) fue
21.35mm; T3 (75%) fue 23.78mm y T4 (100%) fue 25.17mm; y del grupo de Fluconazol
26.08mm. No se observé halos de inhibicidon en el grupo control negativo. Se encontrd
diferencia significativa entre el T1 — T4 y el grupo de Fluconazol a (p <.0001), a un a = 0.05.
En conclusion el tratamiento al 100% demostrd una concentracion inhibitoria adecuada de
25.17mm (T4), resultando ser superior con un diametro de halo de inhibicion mayor, en
comparacion a los demas tratamiento, demostrandose que el aceite de Cinnamomum

zeylamicum “canela” tiene efecto antimicotico sobre cepas de Candida albicans.

Palabras clave: Aceite esencial, antimicético, in vitro, canela, Candida albicans,
Cinnamomum zeylamicum, fluconazol.
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ABSTRACT

The research work was carried out in the Laboratory of the Manuel Ndfiez Butron
Hospital in the City of Puno (November 2018 - February 2019). Fungal infections are one
of the main problems that affect the population, reducing their well-being and generating
an important demand at the level of health services. The objective of the research was to
determine the in vitro antifungal activity of Cinnamomum zeylanicum “cinnamon"
essential oil on Candida albicans. The methodology consisted of: The essential oil was
obtained by the steam distillation method, from the “cinnamon bark” in concentrations of
25%, 50%, 75% and 100%, this was done in the Laboratory of Fruits and Vegetables
Workshop of the Professional School of Agroindustrial Engineering of the National
University of the Altiplano, the fungal strains were obtained from the Clinical Pathology
Service of the Manuel Nuafiez Butron Regional Hospital, microbiology area and were
seeded in Muller - Hinton agar through of the agar diffusion method. To evaluate the
antifungal activity of the “cinnamon”, paper discs embedded in cinnamon concentrations
were prepared, which were contrasted with the positive control test (Fluconazole) and a
negative control group (alcohol), and the fungi were incubated at 37 ° C for 24 hours.
Five repetitions of each concentration were performed, obtaining 30 treatments expressed
in (%), from the experimental group all this was carried out in the Manuel Nufiez Butrén
Hospital (HMNB) of the Clinical Pathology service in the area of microbiology.
Descriptive statistics, variance analysis and Tukey's multiple range test were applied for
adequate inhibitory concentration and evaluation of inhibition halos. The results were at
T1 (25%) was 20.15mm; T2 (50%) was 21.35mm; T3 (75%) was 23.78mm and T4
(100%) was 25.17mm; and from the group of Fluconazole 26.08mm. No inhibition halos
were observed in the negative control group. A significant difference was found between
T1 - T4 and the Fluconazole group a (p <.0001), at an o = 0.05. In conclusion, the 100%
treatment showed an adequate inhibitory concentration of 25.17mm (T4), resulting in a
higher inhibition halo diameter, compared to the other treatment, demonstrating that
Cinnamomum zeylamicum “cinnamon” oil has an effect antifungal on strains of Candida

albicans.

Keywords: Essential oil, antifungal, in vitro, cinnamon, Candida albicans, Cinnamomum

zeylamicum, fluconazole.
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I. INTRODUCCION

La candidiasis es una infeccion micética producida por Candida albicans, con
manifestaciones clinicas considerablemente variables de progreso agudo, subagudo,
cronica o episodico, por lo tanto, el hongo de la candidiasis puede causar lesiones
cutaneas, muco cutdneas, profundas o diseminadas. El problema principal de la
candidiasis es facil de adquirirla porque podemos encontrarla en cualquier parte del
cuerpo humano, esto puede ser afectado y a su vez referida en diferentes cuadros clinicos,
siendo las mas frecuentes por infecciones superficiales ya que no es facil de tratar en la
poblacion femenina, en especial en madres gestantes ya que esto presentaria alteraciones
o complicaciones al nacer un nifio y ser contagiada por su madre ademas la otra parte de
la poblacién femenina es propensa a la infeccion ya sea por un mal uso de higiene,
probarse ropa de otra persona, utilizar jabones inadecuados para la higiene entre otros.
Ahora en nuestra actualidad atn sigue siendo un problema comun y esta asociado a altos
niveles de morbilidad, manifestdndose de diferentes maneras ya que presenta una

distribucién universal.

La candidiasis vaginal se presenta en mayor porcentaje en madres gestantes que es
causada por un sindrome de flujo vaginal esta es ocasionada por un cambio del pH
vaginal, seguida de la agrupacion de hormonas sexuales como el estrégeno ya que esta es
referente al aumento del glicogeno del tejido vaginal, construyendo una zona rica en
carbono para el desarrollo de Candida albicans como también la candidiasis oral es una
de las més frecuentes en nifios y personas adultas esta podemos encontrarla en nifios con
los dientes careados y adultos con dentadura postiza, ya que nuestro pais en

Latinoamérica es uno de los paises mas afectados también por las enfermedades bucales.

El manejo de los aceites esenciales como sustancias medicinales es una alternativa
fitoterapéutica que actualmente se encuentra en constante desarrollo, segin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el 80% de toda la poblacion mundial
acude a la medicina tradicionales para atender sus necesidades primordiales y asistencia
médica (Mendoza, 2016), y ademas la mayor parte de las plantas medicinales son
provenientes de paises desarrolladas donde se realizan estudios mas avanzados para

saber qué tipo de componentes activos presentan las plantas, y estos podrian utilizarse en
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forma de esencias, aceites y extractos, también podrian disminuir o eliminar el uso de

productos quimicos artificiales.

Los aceites son mezclas que se obtienen de compuestos mas o menos volatiles derivados
de los metabolitos secundarios de las plantas aromaticas o especias, y podemos obtenerlos
de las diferentes formas o técnicas de extraccion y pueden ser obtenidas de determinadas
partes de las plantas como: hojas, tallos, raices, corteza, ramas ,madera, frutas, entre otros,
y estos aceites se pueden utilizar en pasteleria, postres y bebidas calientes, en la medicina
es utilizada gracias a sus propiedades carnitivas, eupéptico, antiséptico, espasmolitico,
antidlcericas, analgésicas, estomacales, antioxidante, antiviricas, antivomiticas,
insecticida, fungicida y parasitaria. También conocidas sus propiedades contra
enfermedades respiratorias como resfrié comun, tos y sinusitis, al mismo tiempo de las

enfermedades digestivas como la indigestién y flatulencias.

Las plantas medicinales como la canela se vienen utilizando ancestralmente, es
consumida por muchos pobladores del &rea rural en forma de infusién para aliviar dolores
estomacales, también es muy efectiva para contrarrestar la flatulencia y el mal de altura,
la canela es una plata que puede medir de 3 a 10 metros de altura que presenta una corteza
amarillosa y aromatica de sabor dulce y picante. El arbol es oriundo de India e Indochina.
En el Pert no se encuentra plantaciones de canela ya que todos son importados de otros
paises como el medio oriente. Por tal motivo la presente investigacion podra brindar una
alternativa de tratamientos para el control de infecciones fungicas. Sin embargo, poco se
conoce y se ha explorado sobre su capacidad antimicdtico y menos aun aplicado en
pacientes con afecciones presentes o inmunocomprometidos. Motivo por el cual se realiz6
la presente investigacion, que servira como una alternativa de tratamiento terapéutico de

menor costo y mayor eficacia en el restablecimiento y mejora de la salud.
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1.1. Objetivo general

» Evaluar la actividad antimicética in vitro del aceite esencial de canela

Cinnamomum zeylanicum sobre Candida albicans.

1.2.  Objetivos especificos

» Comparar el efecto inhibitorio in vitro de la mejor concentracion inhibitoria del
aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum y el antibiotico fluconazol sobre

Candida albicans.

» Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum “canela”, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

sobre Candida albicans.
Hipotesis

e El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum “canela” presenta efecto
inhibitorio in vitro sobre cepas de Candida albicans.
e Es factible determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite

esencial de canela, a concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100%.
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Il.  REVISION DE LITERATURA
2.1. ANTECEDENTES

Aizaga (2017), estudio el efecto antifingico del aceite esencial de canela (Cinnamomun
zeylanicum) en cepas de Candida albicans a diferentes concentraciones 25%, 50%, 70%
y 100% en 16 repeticiones, donde consiguié resultados positivos ya que al 100% obtuvo
un mayor efecto antifingico con un promedio de 24.06 mm con referencia a las demas
concentraciones, por otra parte Aguilar (2016) nos indica que el efecto sinérgico del aceite
de canela acompafiado con el ketoconazol también en cepas de Candida albicans es
sumamente sensible a todas las concentraciones, ademas el halo inhibitorio al 100% es
igual al ketoconazol con 40.25mm; de tal forma que Salas (2017) evalu6 efecto
antimicotico del aceite de mufia en Candida albicans a una concentracion de 1/250 ul es
la concentracion inhibitoria adecuada para Candida albicans, de tal forma que también
tiene efecto inhibidor frente a bacterias como es Streptococcus mutans, y Alcala et al.
(2011) dicen que a mayor concentracion habra mayor efectividad antifangica en aceite de
Minthostachys mollis (mufia) frente a Candida albicans.

De Bedout et al, (2003), indican que la susceptibilidad de Candida albicans frente al
fluconazol donde se aisl6 2.139 especies de Candida procedentes de pacientes atendidos
en consultas externas y pacientes hospitalizados y que Candida albicans es las mas
frecuente con un (62%), consecutivamente C. parapsilosis (11%), C. tropicalis (8.5%),
C. glabrata (3.5%) y C. krusei (2.2%), obteniendo el 92.1 % de la especie Candida
albicans es susceptible al fluconazol; Revelo (2017) posteriormente manifiesta que al
estudiar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela (Cinnamomun zeylanicum)
en cepas de salmonella a diferentes tratamientos T1 (10%), T2 (30%), T3 (50%), T4
(70%) y T5 (90%), donde nos demuestra que la concentracion minima inhibitoria(CMI)
esapartirde T3, T4, y T5, seguidamente los T1 y T2 son altamente sensibles a diferencia
de las demas concentraciones. Por ultimo Sanchez (2017), al estudiar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de canela sobre Staphylococcus aureus meticilino que
es resistente a diferentes concentracion, donde el aceite esencial presentd efecto
antibacteriano a 50%, 70% y 100% y ademas presentado un mayor promedio de halo de
inhibicién al 100 %, observandose que a mayor concentraciéon hubo mayor efecto
antibacteriano de 42.5mm.

Marca (2013), nos indica que la actividad antimicética del aceite de canela (Cinnamomun
zeylanicum Breyn) frente a Candida albicans, es sumamente sensible al aceite de canela

y que la concentracion minima inhibitoria(CMI) es efectiva para candida al 0,01895
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mg/ml y la concentracion minima fungica (CMF) es 0.020529166 mg/ml, sin embargo
Luis (2017), al estudiar el efecto antibacteriano del aceite de canela en comparacion con
clorhexidina al 0.12% frente a Streptoccocus mutans donde demostro que el aceite de
canela presenta actividad antibacteriana y que la clorhexidina tuvo mayor efectividad
antibacteriana frente al aceite de canela a las 12 horas. Asi mismo Garcia (2016) al
realizar su investigacion acerca del efecto antibacteriano del aceite de canela sobre
Fusobacterium nucleatum, nos demuestra que el aceite de canela tiene efecto
antibacteriano frente a Fusobacterium nucleatum y a todas las concentraciones las cuales
fueron 5%, 25%, 50%, 75% y 100%.

Huayta & Paco (2015), estudiaron el efecto de la ingesta de canela sobre el nivel de
glucosa sérica en pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, donde se trabajo con 31
pacientes divididos en dos grupos, de 16 personas grupo experimental y 15 personas del
grupo control sin tratamiento, donde indica si hubo una diferencia significativa en grupo
experimental en pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il. Garcia (2015) por otra parte al
indicar que el efecto antibacteriano del aceite de Pelargonium hortorum sobre
Pseudomonas auruginosaaciones y Staphylococcus aureus es altamente sensible,
ademas afirma que a las concentraciones de 25%, 50% y 75% es efectivo en Pseudomonas
auruginosa y para Staphylococcus aureus nos dice que es efectivo a todas las
concentraciones 5%, 25%, 50% y 75% ademas afirmo que los diametros de los halos de
inhibicién para Pseudomonas auruginosa fueron mayores en 50% y 75% y para
Staphylococcus aureus en 75%. Teran (2016), sin embargo al comparar la efectividad
antimicrobiana entre aceite esencial de canela y Clorhexidina frente a Enterococcus
faecalis donde obtuvo mayor crecimiento del halo de inhibiciéon con una medida de 12.20
mm para aceite de canela al 100% siendo esta una sustancia sensible (+), mientras que
para la clorhexidina se obtuvo una media de 16.60 mm en los halos de inhibicién, siendo
esta una sustancia muy sensible a Enterococcus faecalis.

En tanto la investigacion reportada por Charri & Huaman (2017), sobre la actividad del
aceite esencial de canela frente a biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus en lentes de contacto, se observd la actividad inhibitoria del aceite
a diferentes concentraciones, consiguiendo un resultado positivo a la formacion de
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa, donde se llegd a reducir en un 23.94% el
crecimiento de dichas biopeliculas, mientras que en las biopeliculas maduras, el aceite
tuvo mejor actividad en Staphylococcus aureus con una reduccion del 24.85% mejor que

la solucion multipropédsito; sin embargo Mendoza (2016), al evaluar el efecto
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antimicrobiano del extracto oleoso de “canela” sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa
comparado con Ceftazidima, obteniendo resultados favorables a las diferentes
concentraciones donde 23.53 mm para la concentracion al 100%, 21.24 mm al 75%, 20.28
mm al 50%, 22.41 mm al 25% y 28.48mm para Ceftazidina ya que este tubo mayor
inhibicion por ser el control positivo; por otra parte Gigante (2015), manifiestas que al
evaluar los potenciales de los aceites mas comerciales de canela y laurel en el control de
Fusarium oxysporum, donde la velocidad de crecimiento de Fusarium en medio PDA
(control) fue de 5.75 mm/dia y al agregar al medio de cultivo los aceites de Laurus nobilis
y Cinnamomum zeylanicum, el crecimiento del hongo fue de 5.22 mm/dia en el caso del
laurel y de 2.44 mm/dia en el de canela y a la dosis ensayada (300 pg/ml), se dice que el
aceite esencial de laurel reduce la velocidad de crecimiento de F. oxysporum un 9%. Sin
embargo, con el aceite esencial de canela se conseguido reducir el crecimiento hasta un
60%.

Castillo (2011), al estudiar el efecto de la inhibicidn de crecimiento de microorganismos
lacticos mediante el empleo de camela, cilantro y oligosacéaridos de quitosan a diferentes
concentraciones 0.5%, 1% y 1.5%, donde nos indica que a una concentracion de 1% que
los microorganismos aun no pasan a la fase lag que es en donde se adaptaria al medio
antes de formar su crecimiento y al 0.5% es donde se observé que a partir de las primeras
horas adaptandose rapidamente al medio; cuando la concentracién fue al 1.5% las
bacterias crecieron hasta las 24 horas (fase lag) pero después de este tiempo los
microorganismos entraron a la fase de lisis celular, ademas Perez (2016), nos demostrd
que el efecto del agente antimicrobiano del aceite esencial de canela y limén en la
cobertura comestible y el tiempo de almacenamiento sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y el recuento de mohos, levaduras y aceptabilidad en rodajas de banano
(musa paradisiaca) donde se determind que la cobertura con aceite de canela presento
menor pérdida de peso seguida de una mayor luminosidad y presento el menor recuento
de mohos y levaduras.

Lopez (2015), evalu6 la concentracion de aceite de canela en la cobertura comestible y
el tiempo de almacenamiento sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas
en ciruelas, al 0.2% de aceite esencial de canela incorporado a la cobertura comestible a
base de almidon de maiz mostraron principales diferencias fisicoquimicas y
microbioldgicas durante 12 dias de acumulacion a 7 £ 0.05 °C; Por otra parte Herrera
(2011), nos demostrd que el aceite esencial de canela y de nuez moscada es efectiva para

el recubrimiento comestible y para la conservacion de frutos de mora ademas obtuvo
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resultados positivos ya que presentan un efecto inhibitorio al lograr retardar el desarrollo
de Botrytis cinerea en frutos de mora de castilla almacenados a temperatura ambiente
reduciendo el porcentaje de infeccion e indice de severidad de la infeccién causada por

Botrytis cinerea.

Rubio (2017), al estudiar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de orégano y
canela en el pan integral donde indica la aplicacién en masa de estos aceites esenciales
retarda el incremento de los hongos predominantes en la disminucion del pan (Penicillium
y Aspergillus) por mas tiempo en comparacion con el benzoato de sodio; siendo el aceite
de canela el que presenta mejores resultados y por un periodo mas prolongado, ademas
indicando que al 67% de los encuestados les agrada y 93% consumiria pan con aceites
esenciales, seguidamente Romero et al. (2011), manifiestan que al estudiar los
antimicrobianos en peliculas de almidon oxidado de platano en aceites esénciales; el
aceite esencial de canela presento una mayor actividad antimicrobiana en comparacion
con el sorbato de potasio en las dos cepas estudiadas, y a la incorporacion de aceite de
canela disminuyo la permeabilidad al vapor de agua de 18.34 x 101%a5.07 x10 *°%g donde
el aceite esencial de canela puede ser una alternativa para elaborar peliculas con potencial
como material de empaque. Finalmente Silva (2013), evalud la proteccion antifingica y
enriquecimiento antioxidante de fresa con aceite esencial de hoja de canela, donde se
observo una inhibicion significativa (P < 0.05) del ataque por hongos por efecto de los
tratamientos con AHC, y la concentracion de 0.005 g m/l fue la mas efectiva ademas
incremento los contenidos de fenoles (78%) y de flavonoides totales (35%), y con ello

elevo la capacidad antioxidante de los frutos.

2.2, MARCO TEORICO

2.2.1. Las plantas medicinales

Son aquellas plantas que elaboran sus propios productos Ilamados principios activos, que
son compuestos que realizan una accion farmacologica, estos pueden ser benéficas o
perjudiciales para el hombre. Su funcion principal, a veces es muy especifica, esto puede
servir muchas veces como droga o medicamento, como también aliviar la enfermedad o
mejorar la salud decaida; es decir, que tiende a reducir o contrarrestar por completo la
enfermedad (Lagunas, 2012), asimismo la cantidad de plantas medicinales utilizadas en
el campo de la salud tradicional es muy amplio y esta en constante desarrollo a medida

gue van siendo exploradas nuevas especies como la canela, la cual posee muchas
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propiedades, y vienen siendo aprovechadas por el ser humano de diferentes maneras
(Salas, 2017).

Formas de utilizacion de las plantas medicinales

2.2.2. Aceites esenciales

Los aceites son productos volatiles que circulan a través de la epidermis de las plantas
ademas presenta una naturaleza muy compleja que se obtiene a partir de la materia prima
de las plantas aromaticas (Cardenas, 2013). De tal forma que los aceites esenciales
presentan sus principales productos aromaticos que podemos encontrar en diferentes
partes de las plantas como; hojas , tallos, raiz, semillas y las flores, se evaporan por
exposicion al aire a temperatura ambiente, por lo que se denominan: aceites volatiles,
aceites esenciales o esencias, aceites etéreos (Torrez, 2012), ademas los aceites son
productos del metabolismo secundario de las plantas ya que en su composicion intercede
una proporcion de hidrocarburos llamados polimetilénica del grupo de los terpenos que
se expresan en la formula (CsHg)n seguida de otros componentes que son casi
continuamente oxigenados (alcoholes, ésteres, aldehidos, compuestos fendlicos y éteres)
(Flores, 2010; Anaya, 2018).

2.2.3. Utilizacion de los Aceites

Industria farmacéutica

Algunos aceites esenciales se utilizan en farmacia por presentar diversos principios
activos como mezclas y aromatizantes en la elaboracion de jarabes, analgésicos,
inhalantes, elixires y otras representaciones farmacéuticas (Stashenko, 2009). Asimismo,
podemos encontrarla en la industria de la alimentacion, en las licorerias a veces se suelen
utilizar con mayor frecuencia como aromatizantes. La mayor parte de los aceites
esenciales generalmente son utilizados con mayor frecuencia en la medicina natural, en
las industrias farmacoldgicas, en la cocina como saborizantes, en la cosmética y
perfumeria (L6pez, 2004).

Cosmética

En la cosmetica y perfumeria los aceites son utilizados frecuentemente por sus principios
activos que puede presentar. El uso en perfumeria es muy importante debido al aroma que
presentan los aceites esenciales. Esto hace que se utilice en un sinnimero de productos:
desde perfumes para aguas de colonia hasta fragancias para detergentes de ropa

(Montoya, 2010). En cuanto a su empleo en cosmética es importante en las funciones

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO = Nacional del

especificas que algunas esencias presentan sobre la piel, ademas del uso como
aromatizante en incomparables preparaciones cosméticas (SENA, 2012).
Aromaterapias

Es muy utilizado en la medicina tradicional ya que se emplea basicamente los aceites en
sus tratamientos antiinfecciosos, antibacterianos y antifungicidas donde se obtiene
resultados muy favorables (Sanchez, 2013).

Almacenamiento

Los aceites esenciales por ser sustancias altamente volatiles, es muy importante que sean
almacenados en frascos estériles de vidrio oscuro totalmente sellados. No se deben
exponer a temperaturas altas, por lo que se recomienda mantenerlos en un lugar fresco o
refrigeracion para una mejor conservacion (Gonzalez, 2010). Si es correctamente
almacenada, su duracidn serd de 6 meses hasta 2 afos ((Aizaga, 2017).

Agente antifungico natural

Los productos naturales ofrecen una variedad de sustancias con actividad bioldgica, por
ejemplo, la obtencién del aceite esencial de la corteza de canela que puede llegar a ser

util para la mejora de las terapias antifungicas(Cava, 2013).

2.2.4. Técnicas de extraccion de aceites esenciales

El método de extraccion depende del tipo de material a procesar ya sea raiz, pétalos, hojas,
cortezas, entre otros. Es muy importante conocer el lugar donde se ubica la sustancia
aromatica dentro de la estructura celular de la planta. La cual es muy importante el
material vegetal que se utilice para su extraccion (Flores, 2010).

Destilacion por arrastre con vapor de agua

Es el proceso mas comun que se puede utilizar para la extraccion de aceites esenciales,
de tal forma que en este proceso se aprovecha la todas las propiedad que tienen las
elementos de agua en estado de vapor de asociarse con moléculas de aceite (Albarracin
& Gallo, 2003).

Se trata de destilar dos mezclas de liquidos inmiscibles, en una vaporizacion donde las
temperaturas seran inferiores a las de la ebullicion de los componentes volatiles esto
ocurre por el efecto de una corriente directa de vapor de agua (Flores, 2010), donde se
realiza la doble funcidn de calentar la mezcla hasta llegar a un punto de ebullicion. El
vapor de agua Yy el aceite esencial que sale, se enfrian hasta volver a la fase liquida, y se
separan en un decantador ((SENA, 2012).
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Destilacion con agua o hidrodestilaciéon

La destilacion con agua consiste en hervir agua y el material vegetal, esto se realiza para
evitar el sobrecalentamiento y la carbonizacion del material vegetal, ya que puede
realizarse a fuego directo. Debe estar en constante movimiento para evitar que se junte o
precipite al pegarse a las paredes del recipiente, ya que esto puede provocar también su
degradacion térmica formando olores desagradables al obtener el aceite (Contreras ,2010;
(SENA, 2012)

Agua y esencia

Aquay esencia en fase vapor
en fase vapor e N
: Condensador
s e
Aguay § B Aguay
material e - material
vegetal : 5 Decama%; vegetal

Calentamiento

Fuego ™ {
: | ' - con serpentin
directo ! * \ y vapor

; dirach Hidrodestilacion con calentamiento
Hidrodestilacion a fuego directo con serpentin y vapor

Figura 1. Destilaciéon con agua o hidrodestilacion (SENA, 2012)

En cuanto al tiempo de la destilacion de los aceites, es muy importante si el aceite presenta
compuestos de alto punto de ebullicién, el tiempo de destilacion debera ser mayor, los
aceites esenciales obtenidos por el método de destilacion en agua generalmente muestran
olores mas fuertes y un color mas oscuro a comparacion a otros métodos (Albarracin &
Gallo, 2003).

Destilacion agua- vapor o vapor hiumedo

En este método el vapor puede ser formado por una fuente externa o dentro de la propia
camara extractora, seguidamente el material se coloca sobre una parrilla, entre el fondo y
la parrilla se pone el agua aunque separado del material vegetal (Aguilar, 2018), el agua
que sale con el aceite en la primera extraccion, se recircula al extractor para sostener el
proceso de destilacion (cohobacion). La diferencia entre los demas métodos es que el
material vegetal es suspendido en un fondo falso que evita el contacto con el material
vegetal y el medio liquido en ebullicion, este sistema reduce la capacidad neta de carga
de materia prima dentro del extractor pero mejora la calidad del aceite obtenido Vidal
(2015).
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Destilacion previa maceracion

Este método se utiliza para extraer el aceite de bulbos de cebolla, semilla de almendras,
bulbos de ajo y hojas de abedul. Por otra parte las plantas aromaticas necesitan ser
sometidas a un proceso de maceracion con agua caliente para ayudar la separacion del
aceite ya que sus compuestos volatiles estan asociados a componentes glicosilados
(Albarracin & Gallo, 2003).

Cuello de Cisne

Alambique fi, Condensador

Material
Vegetal

Esencia

Vaso florentino

Figura 2. Destilacion agua-vapor o vapor humedo (Vidal, 2015)

2.2.5. Canela Cinnamomum zeylanicum

La canela pertenece a la familia Lauraceae, del género Cinnamomum que tiene
aproximadamente 250 especies, las tres variedades mas importantes de donde se extrae
aceite de canela son C. zeylanicum, C. cassia Blume y C. camphora L (Sanchez, 2013).
La canela posee efectos bioldgicos como la analgesia, es antiséptico, antiespasmadico,
afrodisiaco, astringente, carminativo, hemostatico, insecticida y parasiticida (Gonzélez,
2010).

Sinonimia

Nombre comun: canela de Ceilan, canelo, canelon (Aizaga, 2017).

Aleman :zimt
Inglés : cinnamon
Italiano : cannella
Cataléan : canyella
Vasco : kanelondo
Galo : caneleiro
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Francés : canelle (Luis, 2017)

Descripcion morfoldgica

La canela es un planta que corresponde a la familia Lauraceae, es un arbol que puede
medir entre 3 y 10 m de altura; se observa bien ramificado, de hojas opuestas,
lanceoladas, de colores verde amarillento, brillantes, ovaladas u oblongas, que miden de
15 a 20 cm de largo(Jacome, 2019). Las flores pueden ser blancas o purpureas, pequefias
y sedosas. Las hojas presentan aroma y sabor caracteristico a la canela, en cuanto al olor
de sus flores resulta ser desagradable. Presenta frutos de color morado en bayas del
tamafio de un guisante y presenta un sabor agrio cuando esta verde ademas en su interior
presenta dos semillas (Cava, 2013)

Presenta una corteza rugosa y gruesa de un color caracteristico marron rojizo, donde se
desprende de la planta en forma rollos o tiras, con un tamafio de 50 cm de largo, para
después ser desecados, por lo tanto posee el uno por ciento de aceite volatil (Charri &
Huaman, 2017). Las plantaciones de canela necesitan un clima tropical himedo con una
temperatura no menor a 25°C y con una precipitacion pluvial de uno a dos metros anuales;
puede prosperar bien cerca del nivel del mar hasta unos 500 metros en terrenos de aluvion,
bajos arenosos- humiferos (Sanchez, 2013).

Caracteristicas de la corteza de la canela

La canela esté caracterizada por:

Forma tubular doble

Color marron — terroso.

Superficie bastante lisa con lineas onduladas

Olor caracteristico

Sabor astringente(Luis, 2017)

Distribucion geografica

La planta de la canela es un especie nativa de Sri Lanka y suroeste de la india se puede
observar en zonas célidas, semicalidas, semisecos Yy lugares templados entre los 100 y
200 msnm(Marca, 2013). En la actualidad se produce en los Estados Unidos, Austria e
islas del Pacifico. Seguidamente podemos mencionar la variedad de especies de canela
que hay como: Cinnamomum verum o zeylanicum, también conocida por la canela
original o la canela de Ceilan, que es plantada en Sri Lanka, el sur de India, seguidamente
tenemos la Cinnamomum aromaticum, también conocida como Cassia, que se cultiva en
China, Indonesia y Vietnam (Hurtado, 2019). La canela presenta un color marrén

amarillento y producir un polvo mas fino que la Cassia que tiene un color pardo grisaceo.
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La canela de Sri Lanka, es la favorita por los europeos ya que es mas suave, tiene un sabor

dulce y es mas cara(Revelo, 2017).

Clasificacion taxondmica

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Laurales
Familia . Lauraceae
Género : Cinnamomum
Especie : Cinnamomum. zeylanicum

Nombre comun : Canela
Fuente: (Aizaga, 2017)

Composicion quimica del aceite de canela
Al mencionar la composicion quimica del aceite de canela, nos referimos a los
componentes que la corteza que la canela presenta(Aizaga, 2017), donde las cantidades
de sustancias quimicas en su mayoria corresponden a aldehido cinamico, eugenol,
felandreno, linalool, benzaldehido, cariofileno, &cido benzoico y cinamato de bencilo
((Luis, 2017), también podemos mencionar sustancias que presentan en menor cantidad
como: taninos, cumarina, azlcares y resina, encontrando también fécula, mucilago, acido
tanico, materias minerales y flavonoides, siendo una de estas sustancias la que
corresponde a brindar un efecto antifingico(Padrén, 2010).

Tabla 1. Componentes de la canela

Cotnponentes o
Aldehido cinarmico %0
euglenal 1084
maftol 11%
linolol 15%
cineol 1.80%
linonens 0.09%;
EBenzil benzoato 1.00%
hidrocmalmaldehide 0.10%%

Fuente: (Sanchez, 2013;(Marca, 2013)
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Estructura quimica
Estructura de algunos componentes de la canela (Cava, 2013)
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Mecanismo de accion

En la forma que actua el aceite de canela es en la induccién de la apoptosis ocasionando
una muerte celular, por lo tanto, esto genera la necrosis mediante un proceso por el cual
se interfiere la funcion mitocondrial de las células de la levadura, Para lo cual esto va a
producir un aumento de la permeabilidad y la eliminacion de iones la membrana de la
célula del hongo sensible esto se realiza gracias a sus componentes. Incluso, se ha
demostrado que la canela, en diversas células cancerosas presenta actividad citotoxica
((Aizaga, 2017). El efecto de la induccién puede durar hasta las 24 horas después de la
exposicion. Este afecta mayor en las levaduras que sobre bacterias; sin embargo, si
contrastamos sus efectos con los de otros aceites, la canela presenta una mayor actividad
antifungica (Sanchez & Lujan, 2013).
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Indicaciones

La canela no debe ser hervida, debido a que pierde sus propiedades curativas (Aizaga ,
2017). Se ha manifestado que el aceite esencial de canela posee una toxicidad asociada
con una dosis superior a 3 g/kg. La dosis recomendada para uso interno es de 1 a 2g por
2 a 3 veces al dia (Luis, 2017).También estd indicado como agente antiplaca, para el
tratamiento de gingivitis y periodontitis, como desinfectante en estomatitis por dentaduras
(candidiasis sub placa), como tratamiento de ulceraciones aftosas y como coadyuvante en
halitosis. Su uso por lo general se recomienda dos veces al dia, y también puede utilizarse
como enjuague oral que debe ser usado por lo menos 30 segundos. No se debe ingerir y

debe expectorarse después de enjuagarse.

2.2.6. Micosis oportunista

Un microorganismo oportunista en su medio ambiente o habitad natural por lo general es
inofensivo, pero se vuelve perjudicial en un huésped con el sistema inmune
comprometido. Un huésped comprometido esta sumamente debil ya que presenta las
defensas muy bajas esto hace que facilmente adquiera una infeccidn presente (Vasquez
& Arena, 2008). Los hospedadores con bajas defensas inmunitarias son susceptibles a
muchos hongos de amplia distribucion, siendo expuestas también personas sanas. Por otra
parte, se puede identificar el tipo de hongo mediante el cuadro predisponente y primario
del hospedador. Candida y levaduras similares, son de la flora bacteriana normal, pero
pueden cambiar a ser oportunistas endégenos. Las micosis son hongos oportunistas son
ocasionados por hongos exdgenos que en forma natural vive en la tierra, el agua y el aire.
Desde hace mas de 30 afios se utiliza el termino micosis oportunistas para nombrar a un
grupo de afecciones por hongos que viven normalmente en ambientes o cavidades
naturales de las personas, y posee la capacidad de presentar cambios bioquimicos y
morfolégicos de acuerdo a los mecanismos de defensa que presenta el huésped. De
acuerdo a lo mencionado las infecciones muestra un indice elevado de casos, en
inmunodeprimidos por deficiencia de la inmunidad, sea celular (caquexia, SIDA) o
humoral (leucemia, mieloma, etc.) por cambios de la fagocitosis (lupus, diabetes);
granulocitopenia (citotoxicos, radioterapia) o en inmunodepresion consecuente, 0
administracion de glucocorticoides y quimioterapia, principalmente en personas
trasplantados, asi como en pacientes con hiper alimentacién parenteral y con catéteres
intravasculares. Los microorganismos que producen micosis oportunistas por levaduras
son Candida albicans (Salas, 2017).
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Candidiasis

Es una infeccion que puede ser primaria o secundaria, presentada por levaduras del
género Candida, presentando diferentes patologias clinicas considerablemente variables
de evolucién aguda, subaguda, cronica o episodica, de tal forma que el hongo puede
causar lesiones cutaneas, muco cutaneo, profundo o diseminado (Biasoli, 2014).
Clasificacion taxonémica

La clasificaciéon taxonémica de Candida se muestra de la siguiente manera:

Reino : Fungi
Division : Ascomycota
Subdivision : Saccharomycotina
Clase : Saccharomycetes
Orden : Saccharomycetales
Familia : Saccharomycetaceae
Género : Candida

Especie : Candida albicans
Fuente: (Garza, 2012)

Agente etioldgico

El principal agente es Candida albicans, pero pueden estar implicadas otras especies de
Candida, como, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida famata, Candida
krusei; C. lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, etc(Laforet, 2010).

2.2.7. Candida albicans
Caracteristicas generales

Los hongos del género Candida se reproducen por gemacion, en forma de levaduras
ovaladas, redondeadas o esféricas que miden aproximadamente de 3 a 6 um de diametro,
gran positivas y presenta un metabolismo aerobio. Asimismo, tiene la capacidad de
formar pseudo-hifas o pseudo-micelio cuando las yemas siguen creciendo, ademas estos
no se despegan y asi forman cadenas de células largas que muestran muescas 0
constricciones en los tabiques entre célula y célula (Aizaga , 2017). A comparacion de
otras generos de Candida, Candida albicans es dimarfica; al mismo tiempo de las formas

de levadura y pseudohifas también pueden llegar a presentar hifas verdaderas, y pueden
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llegar a desarrollarse en medios de cultivo artificiales y habituales como glucosado de
Sabouraud dextrosa, gelosa sangre, Mueller-Hinton, infusion cerebro corazon y extracto
de levadura agar. A las 24 horas se puede observar el crecimiento de colonias
blanquecinas, lisas 0 consistencia pastosa o cremosa y muy brillante, siendo su
temperatura Optima de crecimiento entre 25y 37 °C (Aguilar, 2016). Existe dos técnicas
faciles que permiten diferenciar Candida albicans, que es el patdgeno mas frecuente, de
otras especies de Candida: seguida de una incubacién en suero durante unos 90 minutos
a 37 °C, las levaduras de Candida albicans empiezan a formar hifas verdaderas o también

Ilamados tubos germinativos (Salas, 2017; Olea, 1995).

(Aizaga, 2017), indica que los hongos son células eucariotas, que estan recubiertas por
paredes celulares las cuales estan formadas por polisacaridos como quitina y glucanos,
ademéas presenta una membrana plasmatica que contiene esteroles como lo es el
ergosterol, el cual se identifica por ser un biorregulador que le da a la membrana fingica
cierta rigidez y estabilidad, siendo este también un punto fijo para la accion de los
antifangicos.

Estructura molecular

Estd compuesto quimicamente por polisacaridos (30% - 50%), seguida de proteinas en
(20% - 40%) y en menor cantidad la concentracién lipidica, esto depende de otros tipos
de cepas como: edad de la cepa, el ambiente y de la fuente de carbono (Aguilar, 2016),
Candida albicans es un organismo que presenta una pared celular la cual estd compuesta
especialmente por manano conocidas también como manoproteinas que presenta (15.2%
a 22.9%) que se encuentran en la superficie de la matriz estructural de la pared celular,
del mismo modo los Glucanos son polimeros de glucosilo que se encuentran en dos
subtipos Dglucano 3-1-3 y el D-glucano 3-1-6 y constituye el 47 % y 60 % de la pared
celular, ademas algunos de estos forman fibrillas que aumentan la fuerza de la pared de
las células micaéticas, con la asociacion de la quitina (Salas, 2017), y por ultimo la quitina
0.6 % a 9 % del peso seco de la pared celular; estos son polisacéridos y su sintesis esta
condicionada al crecimiento y a los estadios metabdlicos. En las levaduras, la quitina
presenta la mayor importancia en la formacion de tabiques cruzados y conductos a través
de los cuales pasa el nucleo de la célula madre a la célula hija durante la divisién celular.
Presenta membranas nucleares la cual estan conformados por cromosoma quienes lo
limitan, un nucléolo rico en ARN Yy organelos citoplasmaticos como mitocondrias,

vacuolas, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y ribosomas 80S. La membrana del
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citoplasma posee invaginaciones como surcos de 200 a 300 mm de espesor donde
presenta 2 compartimientos que tienen esteroides y proteinas, ademas se controla la
permeabilidad celular y la sintesis de la pared celular, es muy importante ya que los
farmacos (antibioticos y antifangicos) usados para contrarrestarla actian a ese nivel.
También contiene enzimas que son encargadas de sintetizar la pared celular, es por eso
que al actuar el medicamento en la membrana citoplasmética, automaticamente
disminuye la sintesis de la pared celular (Aguilar, 2016).

Pared celular de un hongo. Se muestra la superposicion de elementos de manano,
glucanos, quitina y elementos proteinicos. Las proteinas que forman complejos con el

manano (manoproteinas) se extienden més alla de la pared celular.

Proteinas fibrilares

. — ?\\ / } Manoproteinas
- P ~—"T
Y \?L; =

Glucanos

Quitina

Membrana -2 (;
citoplasmica - .

Figura 3. Pared celular de hongo de levadura, se muestra la superposicion de
elementos de mananos, glucanos, quitina y elementos proteinicos. Fuente:
Microbiologia (Ryan, 2012).
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Epidemiologia de Candida albicans

Candida albicans tiene la capacidad de colonizar al ser humano, se encuentra en el tubo
digestivo desde la cavidad bucal hasta el recto, como también puede llegar a desarrollarse
en la vagina, la uretra, la piel, y bajo las ufias del pie y la mano. Se dice que entre un 25%
y un 50% de las personas sanas presentan alguna especie de Candida en la microflora
normal de la cavidad bucal; Candida albicans representaria entre un 70% y un 80% de
las cepas. Las tasas mas altas se puede apreciar en la poblacion diabética , sujetos
infectados con VIH (Garza, 2012; Marca, 2013).

Por lo mencionado anteriormente, la mayor parte de las infecciones son de origen
enddgeno a partir de los reservorios muco cutaneos o cutaneos (introducidos a partir de
catéteres u otros dispositivos de uso médico, que dificultan la barrera cutanea), aungque
también pueden ser exdgenas, por ejemplo en los hospitales, donde las levaduras pueden
ser transmitidas a lactantes a partir de mamaderas mal esterilizadas, 0 a pacientes
trasplantados o inmunosuprimidos a partir de materiales quirargicos, equipos de dialisis
0 endoscopios mal descontaminados o por transmision horizontal a partir de la existencia
de infecciones por levaduras en manos o ufias del personal que trabaja en unidades de
cuidados intensivos (UCI), sin la debida proteccion (Biasoli, 2014).

Patogenia

El delicado balance o equilibrio que hay entre comensal (levaduras) y hospedero podria
quebrarse y dar lugar al parasitismo o desarrollo de una infeccion oportunista (Vallejos,
2017), al convertirse en agente patdgeno todo esto depende primordialmente de la
alteracion del equilibrio entre la microbiota y el sistema inmunitario del hospedador
(Laforet, 2010). Originandose de forma enddgena en la mayoria de los casos y
relacionandose a una inestabilidad de la flora microbiana, que atribuye al crecimiento de
Candida, por la alteracién del pH, aumento de glucdgeno o por el uso de antibi6ticos; o
debido a procesos que se interponen en la respuesta inmune provocando una reduccién
de esta flora (Aizaga, 2017). Estos factores de virulencia juegan un papel en cada etapa
de la infeccion por Candida albicans la infeccion puede dividirse en cuatro etapas
(Castillo & Valverde, 2018):

1. Colonizacion: en esta participan la adhesion epitelial y adquisicion de nutrientes
por medio de la accion de adhesinas, enzimas hidroliticas, formacion de hifas y
cambio de fenotipo.
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2. Infeccidn superficial: en esta etapa es importante la penetracion epitelial por
medio de degradacién de proteinas del hospedero por enzimas hidroliticas y
formacion de hifas.

3. Infeccidén profunda: participan la penetracion tisular, invasion vascular y evasion
inmune por medio de enzimas hidroliticas y también la formacion de hifas.

4. Infeccion diseminada: Candida albicans la realiza a través de la adherencia al
endotelio, infeccion de tejidos del hospedero, activacion del sistema de
coagulacién por intervencion de adhesinas, enzimas hidroliticas, formacion de
hifas nuevamente y cambio de fenotipo. Estudios in vitro, en animales y humanos,

han implicado a las proteasas como (De la Calle et al, 2012):

Infeccién Infeccion Infeccién

superficial profunda

Colonizacion ; s
diseminada

Adhesién epitelial Penetracién Invasién vascular Adherencia al
Adquisién de epitelial Evasion i e dotelio
nutrientes por Degradacion de Enzimas Activacion del
enzimas proteinas por hidroliticas sistema de
hidroliticas, enzimas Formacion de coagulacién
formacion de hifas hidroliticas y hifas Adhesinas
y cambio de formacion de hifas Enzimas
fenotipo hidroliticas
Formaciéon de
hifas

Figura 4. Etapas de la infeccion por Candida albicans y los mecanismos de virulencia
que intervienen en cada etapa (De la Calle et al, 2012).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
Altiplano

Unidn de fibronectina Actividad de proteinasas

,"l‘l
Fibronectina \y \

Células epiteliales

Membrana Colagena IV — -— : ‘ '| ' \;
o |
basal i B w1 (M) | {
ECM ¥
Colagenga ———— vy \
intersticial \\l

Figura 5. Patogenia de las infecciones por Candida albicans. Se muestran los
mecanismos propuestos para la unién e invasion por Candida albicans. Fuente: (Ryan,
2012)

Patogenia de las infecciones por Candida albicans: Se muestran los mecanismos
propuestos para la union e invasion por Candida albicans. Los receptores de superficie de
glucomanano en la levadura pueden unirse a la fibronectina que cubre las células
epiteliales o0 a los elementos de la matriz extracelular (ECM) cuando se pierde la
superficie epitelial o cuando Candida ha invadido mas alla de ésta. La invasion se asocia
con formacion de hifas y produccion de proteinasas, las cuales pueden digerir elementos
histicos (Aguilar, 2016).

2.2.8. Manifestaciones clinicas

Candidiasis mucocutanea

La candidiasis de las mucosas afecta sobre todo la cavidad bucal y el conducto vaginal.
La candidiasis bucal, es una enfermedad conocida como muguet, es la manifestacion
clinica mas habitual de candidiasis en las personas (Biasoli, 2014). Esta infeccion se
muestra por la presencia de placas blancas en la mucosa bucal y la lengua que en las
infecciones mas graves, pueden unirse en una membrana. Estas se adhieren firmemente

al epitelio y cuando se las retira revela una base enrojecida y edematosa (Marca, 2013).

La candidiasis vaginal se aprecia en la mayoria de mujer con diabetes, mujer embarazada
0 en pacientes tratadas con ATB o anticonceptivos orales (MINSA, 2014). La infeccién
se caracteriza por la presencia de secrecidn espesa y grumosa, de aspecto lechoso, blanco-

amarillenta y placas pseudomembranosas de aspecto blanco grisaceo, que se encuentran
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en la mucosa vaginal. Toda la parte genitourinario estd muy enrojecida y por lo tanto el
prurito es muy intenso. Entre el 5y el 10% de mujeres sufren sucesos recurrentes de
vulvovaginitis. Esto se define como Candidiasis vulvovaginal (CVV) recurrente, cuando

se provocan 3 0 mas episodios de CVV en un afio(Biasoli, 2014).
Candidiasis cutanea

Ocasiona una dermatitis cronica en la que el hongo se desarrolla hasta el estrato corneo
del epitelio(Cabanillas, 2016). Las infecciones de la piel suelen afectar las partes himedas
e intertriginosos, como por ejemplo las axilas, los interdigitales de las manos y los pies,
debajo de los pechos y los pliegues de la ingle. La infeccidn de las ufias se conoce como
onicomicosis, 0 paroniquia si estan afectados los pliegues de la piel que encierran las
ufias. Estos cambios genéticos afectan la funcién de los leucocitos o del sistema
endocrino(Marca, 2013).

Candidiasis diseminada o sistémica

La candidiasis sistémica es causada por una enfermedad relativamente rara, que suele
pasar como un episodio terminal de los pacientes con neoplasias debilitantes, pacientes
inmunosupresoras y después de un trasplante de érganos, exceso de drogas intravenosas,
broncoaspiracion (aspiracion accidental de alimentos por las vias respiratorias) o dafio de
la piel. A continuacidn se describen los 6rganos en los cuales puede producirse la siembra
tras la propagacion de las especies de Candida en sitios primarios de infeccion
mucocutanea como: rifiones, piel (lesiones macronodulares), 0jos, corazén y meninges
(Salas, 2017). La candidiasis nace mas a menudo con la administracion a largo plazo de
corticoesteroides 'y otros inmunodepresores; por ejemplo, las enfermedades
hematoldgicas y en enfermedad granulomatosa crénica. La endocarditis por Candida
suele presentarse al deposito y la proliferaciéon de las levaduras y las pseudo-hifas en
protesis valvulares del corazdn o vegetaciones. Las infecciones renales suelen ser una
manifestacion de indole general, ademés las de vias urinarias pueden aparecer con
factores como sondas de foley, diabetes, embarazo y antibioticos antibacterianos (Marca,
2013).

2.2.9. Diagnostico de laboratorio
Para el andlisis de laboratorio de la candidiasis es muy importante la obtencion de una
buena toma de muestra y adecuada para su estudio mediante microscopia directa y

cultivo. Las muestras tomadas del raspado de las lesiones mucosas o cutaneas deben ser
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examinar directamente después de ser tratadas con hidréxido de potasio (KOH) al 10%.
Las levaduras y las pseudo-hifas se muestran con facilidad por medio de la microscopia
de fluorescencia. Los cultivos en medios micologicos enriquecidos se utilizan con la
finalidad de aislar el microorganismo para su posterior identificacion de la especie. Estas
muestras se inoculan directamente en un medio selectivo llamando agar cromdgeno
(CHRO — M agar), donde se hace observa la presencia de varias especies de Candida
como: Candida albicans que se observa colonias de verde), C. tropicalis (colonias de

azules), C krusei (color rosa).

El diagnostico de los demas tipos de infeccion se realiza en otros medios de cultivo, a
diferencia de la obtencion de muestras tisulares. En todos los casos en que sea posible, se
deben realizar una biopsia a las lesiones cutaneas y después tefiir los cortes histologicos
con GMS o cualquier otra tincidn que sea especifica para hongos. La observacion de las
levaduras por gemacion y las pseudo-hifas son caracteristicas suficientes para realizar el
diagnostico de la candidiasis. La identificacion de cepas de Candida a nivel de especie
tiene una gran importancia como resultado de las diferentes respuestas a los distintos tipos

de tratamientos antifingicos que se han observado en las especies de este género.

2.2.10. Tratamiento

Candida albicans por lo general es susceptible a la anfotericina B, nistatina, flucitosina,
caspofungina 'y compuestos azonolicos, ademas el ketoconazol fue uno de los primeros
medicamento de la familia de imidazoles que se podria administrar por via oral para el
tratamiento de infecciones sistémicas por hongos (Aguilar, 2016). Las infecciones
superficiales por lo general se tratan con compuestos azonolicos o0 nistatina
topica(Gubelin, 2011). El fluconazol es uno de los tratamiento méas fuerte para la
candidiasis mucocutanea cronica(Ryan K, 2012).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
‘ Altiplano

1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Areade estudio

Las muestras de corteza de canela se adquirieron en el Jr. Lima N°231 Cerca al mercado
Santa Barbara de la Ciudad de Juliaca en horas de la mafiana en la seccion de especerias.
La obtencion del aceite esencia de canela Cinnamomum zeylanicum, se realiz6 en el
Laboratorio de taller de frutas y hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Altiplano. La cepa de Candida albicans se
obtuvo del Hospital Regional “Manuel Nufiez Butrén — Puno”. El efecto antimicético del
aceite esencial de canela Cinnamomum zeylanicum sobre las cepas de Candida albicans,
se realizo en el Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufez

Butrdn, area de Microbiologia de la Ciudad de Puno (Figura 6).

IUNATTRUNO S ENEE

TITICAGA

LEYENDA

[ universidad Nacional del Altiplano - Puno
[ Facultad Ing. agronomica

[ Hospital manuel nuiiez butron (HMNB)
" Lago Titicaca - Zona Bahia Interior Puno

Figura 6. Zona de extraccion del aceite esencial de canela y ejecucién de la investigacion
(Hospital Manuel Nafiez Butrén) Puno, durante los meses de noviembre 2018 a febrero
2019.
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3.2.  Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo experimental, in vitro, descriptivo.

Experimental: Porque se utiliz6 técnicas de cultivo en Agar inoculados con cepas de
Candida albicans a los cuales se les aplicé discos con las diferentes soluciones para medir
el grado de efectividad antifungico de cada una de ellas que se realizaron en el Servicio

de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel NUfiez Butron, area de Microbiologia.

In vitro: Se realiz6 en un ambiente completamente controlado y estandarizado dentro del
laboratorio clinico en el area de microbiologia del hospital Manuel NGfiez Butron - Puno.
Se utilizé varias placas de cepas de Candida albicans, en las cuales se colocé el aceite
esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) al 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y se
determind el efecto antifingico a partir de los resultados de la medicion de los halos de
inhibicion.

Descriptivo: Ya que se utiliza procedimientos de laboratorio para el estudio y métodos y
técnicas estadisticas para la recoleccion de datos para su analisis final.

3.3.  Poblacién y muestra

Constituida por:

- Cepas de Candida albicans

- Aceite esencial de canela Cinnamomum zeylanicum
Variables a estudiar:

Variable independiente: Aceite esencial de canela Cinnamomun zeylanicum al 25%,
50%, 75%, 100%.

Variable dependiente: Efecto antifungico in vitro sobre Candida albicans.

3.4. Disefio de investigacion

La distribucidon de las unidades experimentales para el estudio del efecto del aceite
esencial de canela Cinnamomun zeylanicum sobre Candida albicans. Correspondi6 a un
disefio completamente al azar (D.C.A.), la disposicion de unidades experimentales fue de
la siguiente manera (Tabla 1y 2):
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Tabla 2. Disefio de investigacion para comparar el efecto inhibitorio in vitro de la mejor
concentracion inhibitoria del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum y el antibiotico
fluconazol sobre Candida albicans. Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional
Manuel Nufiez Butrén, area de microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a
febrero del 2019.

Control  control

. ) Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum “canela”
negafivo _ positivo

repeficiones o | Weaccde 0% accie Toaccie 100%acie
T - .

e | e | Tad | b |
O | O | O O | O

Ly —t —t —t [e— —
L | | et | ot | et |
Ly —t —t —t [e— —
b = || = | = | = |
Ly —t —t —t [e— —

1
1
1
1
1
5

total 30

Para determinar la actividad antifangica se trabajo con 30 unidades experimentales
conformado por 5 repeticiones por cada dosis utilizada, ademas se utilizé un control
positivo el antibiotico comercial fluconazol y control negativo alcohol para Candida
albicans. De tal forma que sirvieron para contrastar el efecto inhibitorio, en vista que ya

se conoce gue dichos microorganismos son sensibles a estos antibidticos.

Tabla 3. Disefio del experimento, concentraciones y nimero de repeticiones para hallar

la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum “canela™

repeticiones m‘::ﬁsm 25%aceite 50% aceite 75% aceite a:gg’;ﬂ -
tratamiento) decancla  decancla de cancla canela
1 1 1 1 1 1 5
2 1 1 1 1 1 5
3 1 1 1 1 1 5
4 1 1 1 1 1 5
total 4 4 4 4 4 20
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Para determinar la actividad antifingica se trabajé con 20 unidades experimentales
conformado por 4 repeticiones por cada dosis utilizada, paralelamente se coloc6 una placa
control sin ninguna concentracion de aceite sin tratamiento (control de crecimiento) para
Candida albicans, de tal forma que sirvieron para hallar la concentracion minima
inhibitoria.

3.5. Metodologia

3.5.1 Comparar el efecto inhibitorio in vitro de la mejor concentracién inhibitoria
del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum y el antibiético fluconazol sobre

Candida albicans.

Obtencidn del material vegetal

Se adquirid 4 kg de corteza de la canela, las cortezas estan en un buen estado sin sefiales
de infeccion o apariencia de ciertos tipos de parasitos, las cuales fueron adquiridas del Jr.

Lima N° 231 cerca al mercado Santa Barbara de la ciudad de Juliaca (Figura 8).
Extraccion del aceite esencial
Meétodo: destilacion por arrastre de vapor de agua.

Fundamento: consiste en calentar la planta, hasta que sus componentes mas volatiles
pasen a la fase de vapor y a continuacion se enfria el vapor para recuperar dichos
componentes(SENA, 2012), cuyos puntos de ebullicion son esencialmente mayores al del
agua, que comienza con la evaporizacién por burbujeo de vapor de agua y por
consiguiente se condensan por enfriamiento junto con el agua (Zuni, 2017).

Procedimiento

Para la obtencion de aceite de canela se realiz6 con el molido de la corteza de canela 'y
macerarla por 24 horas. Después se cargd en un hidrodestilador, de manera que forme un
lecho fijo compacto colocandose en total 4kg, se esperé el tiempo requerido para que el
vapor del agua por presion suba y entre en contacto con la corteza de la canela, rompiendo
y liberando la esencia contenida en dicha corteza, atrapandola en las gotitas de agua del
vapor; este vapor se condensa y vuelve a ser liquido por medio de la entrada de agua fria,
este liquido pasa a la pera de decantacion donde se separa el aceite esencial del agua
(Figura 11). El aceite esencial de canela presenta sus principios activos que esta

compuesto por las sustancias quimicas que tiene actividad antifangica que se prob6 en
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esta investigacion. El aceite por diferencia de densidades flota en la superficie del baldn,
el proceso termino cuando el volumen del aceite esencial acumulado en la bureta no varia
con el tiempo, a continuacion, el aceite fue retirado de la bureta y fue almacenado en un
frasco limpio y envuelto en papel aluminio para proteger de la luz del ambiente, todo el
proceso de extraccion se ejecutd en un tiempo de 2 horas y 30 minutos. Se obtuvo 4ml de
aceite esencial de canela de 4kg de corteza de canela, seguidamente se almacend en un

ambiente fresco hasta su posterior utilizacion en los analisis.
Aislamiento e identificacion de Candida albicans
Aislamiento en medio selectivo Agar Saboraud Dextrosa (ASD) al 2%, con antibiotico.

Fundamento: EIl medio de cultivo que funciona como un medio de enriquecimiento para
hongos, al afiadirle cloranfenicol se convierte en un medio selectivo, inhibiendo el
crecimiento bacteriano, que a su vez contiene peptonas y en mayor porcentaje de glucosa
que beneficia el crecimiento de los hongos sobre bacterias (MINSA, 2007;(Cafiedo &
Ames, 2004).

Procedimiento

Con un asa de Kolle de punta redonda bien esterilizada, se sembrd las muestras de
secrecion vaginal en Agar Saboraud Dextrosa al 2%. Se incubo a 37° C durante 24 horas,

una vez desarrollado las colonias, se procedié a la prueba de identificacion.
Coloracion Gram

Fundamento: esta tincion separa las bacterias y hongos en dos grandes grupos, las Gram
positivas que detienen el primer colorante que es usado (cristal violeta) de igual forma
para las Gram negativas que se tifien con el segundo colorante (safranina). Todas estas
diferencias también se pueden observar en la estructura y composicion quimica de la
pared celular. Las Gram positivas presentan una pared gruesa de péptidoglicano y
ademaés, varias de estas especies muestran &cidos teicoicos en la pared. Las Gram
negativas presentan menos péptidoglicano y la capa que tiene es mucho mas delgada,
pero estd rodeada de una bicapa mas externa de lipidos, llamada membrana
externa(Olivas, 2012).

Para realizar la tincion Gram, primeramente se tomé un pequefio indculo del cultivo puro
de Candida albicans con la ayuda de un asa de siembra para extenderlo en una lamina

portaobjeto y se fijé con la flama de un mechero. Después, se vertio sobre el frotis cristal
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violeta dejandolo actuar por 1 minuto. Pasado el tiempo, se lavé con abundante agua
destilada con mucho cuidado. Luego, se cubri6 el frotis con lugol, y se dejé actuar por 1
minuto. Transcurrido el tiempo, se lavo con abundante agua destilada, teniendo mucho
cuidado. Inmediatamente, se cubrio con solucion decolorante (alcohol-acetona), por 30
segundos. Transcurrido el tiempo, se lavé con abundante agua destilada, teniendo mucho
cuidado. Por ultimo, se cubri6 con colorante de contraste (safranina), y se dejé actuar por
1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavo con agua de la llave y teniendo mucho cuidado
se escurrié con un papel secante por la parte inferior de la lamina portaobjeto. La

preparacion tefiida se seco al aire, dejando la lamina en posicion inclinada.
Prueba de tubo germinativo

Las levaduras de Candida albicans en contacto con suero sanguineo humano o plasma de
conejo hace reaccion en la produccién de una pequefia prolongacion filamentosa que es
caracteristica especifica de Candida albicans durante el tiempo de dos horas, lo cual es

especifico para la identificacion en clinica (Duarte et al, 2009).
Procedimiento

Se suspende un indculo de la cepa pura de Candida albicans con 24 horas de desarrollo
en 0.5 ml de suero humano en un tubo de ensayo, se incubo a una temperatura de 35 °C
por 2h y 30 min (Figural8), seguidamente se colocé 2 a 3 gotas de la suspension en una
lamina portaobjeto y cubrir con lamina cubreobjeto, se observo al microscopio con un
objetivo de 40X una vez confirmada la prueba es positiva al visualizar una estructura
elongada parecido a un espejo de mano proveniente de la celula levaruriforme que se
origina apartir de la levadura ( Figura 19), una ves confirmada se guarda las cepas en

Agar Saboraud Dextrosa.
Preparacion de las concentraciones y controles

- Se utiliz6 micropipetas automaticas de 50ul y 1000ul y se procedié a la preparacion de

concentraciones de canela el cual estara conformado de la siguiente manera:
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Tabla 4. Preparaciones de concentraciones o tratamientos de aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum “canela”. Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional

Manuel Nufiez Butron, durante los meses de noviembre 2018 a febrero 2019.

anln-en de aceite Volumen de Volumen final Concentracion
esencial de canela etanol 96° (%)
25ul 75l Iml 25%
50l 50ul Iml 50%
7 5ul 25ul 1ml T75%
100l 0.0l 1ml 100%

A su vez cada una de estas concentraciones se les considera como tratamientos, (T1, T2,
T3 y T4), respectivamente. Finalmente se preparé los controles siendo estos los
siguientes:

a) Fluconazol de 150 mg en 10 ml de agua destilada estéril.

b) 100 ml de etanol al 96%.

Las preparaciones de los controles seran consideradas como control positivo (C+) y

control negativo (C-) respectivamente.
Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo Agar Saboraud Dextrosa (ASD) al 2%, fue preparado segun las
instrucciones del fabricante repartiéndose 16 g de agar y aguas destilada a un pH de 7,
seguidamente se paso a autoclavar a una temperatura de 121°C por 2 horas luego se vertio
el medio en placas Petri (100 mm x 15 mm) a razon de un espesor de 4 mm por placa. Se
dejaron solidificar a temperatura ambiente por 15 minutos, se rotularon las placas en la
parte posterior. Se realizo el control de calidad incubando el medio de cultivo a 37°C por
24 horas.

Preparacion de discos

Se impregnaron discos de papel filtro de 6 mm de diametro (previamente esterilizados)

con una cantidad determinada para después ser embebidos con aceite de camela en las
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diferentes concentraciones, también el control positivo(C+) y control negativo(C-) por un
tiempo de 15 minutos.

Preparacion del estandar Mc Farland

Para estandarizar la densidad adecuada del inoculo fue manejado por una suspension de
sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mc Farland). Para
realizarlo se procedio de la siguiente manera: se afiadio 0.5 ml de BaCl, a 99.5 ml de
H,S50, Luego se observé la densidad correcta del estandar usando un espectrofotometro;
la absorbancia a 625 nm debe ser 0.03 a 0.10 para el estdndar de Mc Farland. Fue
distribuido de 2 — 4 ml de solucidon en tubos similares a los que se usan para preparar
indculos y fue guardado a temperatura ambiente al abrigo de la luz. Antes de su uso y
para lograr una turbidez homogénea, se agitard vigorosamente cada estandar ((INS,
2002).

Se tomaron colonias aisladas de Agar Saboraud Dextrosa (ASD) al 2% (cultivado 24
horas antes) y se procedio a ajustar el in6culo en agua destila, por comparacion visual
hasta la turbidez (1.5x108UFC/mI) equivalente al tubo N° 0.5 en la escala de Mac
Farland. El tubo conteniendo las cepas fue girado entre las manos durante 30 segundos,

antes de proceder al sembrado (Figura 16).
Método: difusion con discos

Fundamento: el antibiograma disco-placa consta en poner en la superficie de Agar de una
placa de Petri anteriormente inoculada con el microorganismo, de tal forma que los discos
de papel secante ya embebidos con los diferentes antibidticos. Seguidamente el disco
impregnado de antibidtico se coloca en contacto con la superficie himeda del agar, el
filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar. El antibiotico difunde todo a través
del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de concentracion. Pasadas
las 18-24 horas de incubacién los discos estaran rodeados por una zona de inhibicidn
(Picazo, 2000).

Procedimiento

Se sumergid un hisopo estéril en la suspension de 1.5x108 UFC/ml (turbidez estandar de
0.5 de Mc Farlan), se inoculé la superficie en cada placa de Agar Saboraud Dextrosa, se
dispersoé en la superficie del medio con el hisopo en diferentes direcciones para asegurar
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una distribucion uniforme del inoculo, luego con la ayuda de una pinza estéril se
colocaron los discos de papel filtro sobre la superficie del Agar con cada una de las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente del aceite esencial de
canela, como control positivo se utilizaron discos de fluconazol (150 mg) y como control
negativo se utilizé alcohol al 96% (Figura 14). Posteriormente se incubo las placas en
posicion invertida a 37 °C durante 24 horas.

La interpretacion de los resultados, se llevo a cabo después de las 24 horas, mediante la
inspeccion visual de cada placa. Se midio con un vernier tomando el registro en milimetro
de los halos de inhibicion del crecimiento de Candida albicans. Para interpretar los
resultados se realiz6 del siguiente cuadro estandarizado recomendado por el Instituto
estandarizado de laboratorios clinicos (Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI) ((Canton, 2007).

Tabla 5. Tabla de estandarizacion de los halos de inhibicién (mm).

MEDIDAS DELOS HALOS
()

E*  3-DD* 3¥

=14 15-18 219

ANTIFUNGICO CONCENTRACION

Fluconazol 2oug

Se muestra las medidas establecidas de halos de inhibicion en (mm), con la concentracion
adecuada y en comparacion del antibidtico de uso comercial. Susceptible: S*; Susceptible
dependiente de dosis: S - DD*; Resistente: R*

a. Analisis estadistico

Para la comparacion del efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de canela
Cinnamomum zeylanicum, y el antibi6tico Fluconazol sobre Candida albicans, al obtener
los resultados de la investigacion, se evalud las diferencias estadisticas entre las
concentraciones de aceite esencial de la canela, un control positivo (fluconazol) y el
alcohol, por lo tanto, se utilizd el andlisis de varianza (ANOVA) de un disefio
completamente al azar (DCA). Los valores se procesaron en el Software Estadistico

InfoStat - Version libre 2018 para Windows.

Para determinar las diferencias entre las concentraciones respecto a la inhibicién

producida en Candida albicans, por el efecto del aceite esencial, asimismo se realizé la
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prueba de rango multiple de Tukey para realizar esta prueba de comparacion de medias
entre los diferentes tratamientos, el anlisis de varianza se realizé utilizando el siguiente

modelo lineal aditivo:
Yij = ﬂ+ T,:+ £ij
Yj; = Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm)

p = Promedio general

1; = Efecto de lai — ésima concentracion de aceite esencial de canela
g;; = Efecto del error experimental.

Las pruebas estadisticas se evaluaran:
Si el resultado es p < a 0.05 las pruebas son significativas
Si el resultado es p > a 0.05 las pruebas no son significativas.

3.5.2 Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum “canela”, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

sobre Candida albicans.
Meétodo: dilucién en placa

Fundamento. - la técnica de dilucion en agar segun Kirby-Bauer, se utilizd para medir
cuantitativamente la actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano,
estos métodos se basan en la preparacion de una serie de placas con caldos o agar,
respectivamente, a los cuales se les agrega el antibidtico o aceite esencial en distintas
concentraciones. Seguidamente se pasa a inocular cada uno de las placas con una
suspension estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se examinan
después de incubar 18 a 24 horas a 37 °C y se determina la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado.

Procedimiento: Para determinar la concentracion minima inhibitoria se utiliz6 el método
Kirby-Bauer, con un asa se recogio colonias aisladas de Candida albicans cultivadas
anteriormente en Agar Saboraud Dextrosa. Se inoculo las cepas a una suspension de

1.5x108UFC de la cepa de Candida albicans en estudio de acuerdo al estandar de Mc
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Farland (Figura 16), el inoculo preparado se sembré por medio de un hisopo por estriado
en las placas contenidas con Agar Saboraud Dextrosa mas aceite esencial de canela,
preparados en diferentes concentraciones o dosis de aceite de canela 100%, 75%, 50%,
25%, 12.5%, 6.25% y 3.125% respectivamente, paralelamente se coloco una placa control
sin ninguna concentracion de aceite sin tratamiento (control de crecimiento). Se procedio
a la incubacidn por 24 horas, después de la incubacion las placas se examinaron en busca
del desarrollo para demostrar a que concentracion minima inhibitoria (CMI) las Candida

albicans mostraba sensibilidad. No se utiliz6 pruebas estadisticas.
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Efecto inhibitorio in vitro de la mejor concentracion inhibitoria del aceite
esencial de Cinnamomun zeylanicum y el antibidtico fluconazol sobre Candida

albicans.

La inhibicion porcentual del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum sobre Candida
albicans, para el control positivo (fluconazol) se tiene un valor minimo de 25.68mm y
maximo de 25.68mm, con media de 26.08 mm; para la primera concentracion de aceite
esencial de 25% se obtuvo un minimo de 19.78mm y maximo de 20.72mm con media de
20.15mm; con 50% de aceite se present6 un minimo de 20.87mm y méaximo de 21.72mm
con media de 21.35mm; para 75% de aceite se tiene minimo de 23.07mm y méximo
24.35mm con media de 23.78mm; con 100% se obtuvo un minimo de 24.6mm y maximo
de 25.98mm con media de 25.17mm; la desviacion estandar fue minima de hasta 0.66 de
desviacion, en tanto para el control negativo (alcohol 96%) no se observo ningun tipo de
crecimiento en vista que es un control negativo que no se espera que funcione o que

muestra datos (Tabla 6).

Tabla 6. Inhibicidn antifangico in vitro del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum
sobre Candida albicans. Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel
NUfez Butrdn, area de Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero del

2019.
Medida de Halos de inhibicié:
Concentracion de Numero de ade 5_ € n (mm)
aceite esencial (%) repeticiones L=2
Minimo maximo media DE
25 T1 5 19.78 20.72 20.15 0.43
50 T2 5 2087 21.72 2135 04
75 T3 5 23.07 2435 2378 0.53
100 T4 5 246 2598 2517 0.66
Control positivo 5 25 68 25 68 26.08 0.4
(fluconazol)
Control negativo z 0 0 0 0

{Alcohol al 90%) -

En la (figura 7) se observa para los valores de las medias de los halos de inhibicion por
aplicacion del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum sobre Candida albicans, se

evidencia que el control positivo (Fluconazol) presentd una medida superior de efecto
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inhibitorio (26.08mm), mientras que en la parte baja se observa el menor valor de
inhibicion del diametro halos T1 (20.15mm) y una mayor inhibicién T4 (25.17mm) esto

acurre al incrementar las concentraciones de aceite esencial de canela.

Para determinar la concentracion inhibitoria adecuada en comparacién al Fluconazol se
realizd primero, la prueba estadistica de andlisis de varianza para poder determinar la
significancia de la prueba y si al menos una de las concentraciones es diferente a los
demas; que posteriormente se corrobord con la prueba de contraste de Tukey, de un total
de 4 tratamientos un control positivo (fluconazol) y 5 repeticiones el valor de (p < 0.0001)
aun o = 0.05, el cual estadisticamente es altamente significativo. Se demuestra que al
menos uno de los tratamientos es diferente y posee efecto antimicotico del aceite esencial

de Cinnamomun zeylanicum en las cepas de Candida albicans.

Teniendo en cuenta la alta significancia de la prueba de analisis de varianza, se procedio
a realizar la prueba de contraste de Tukey para determinar la concentracién inhibitoria
adecuada en comparacion al Fluconazol. La prueba de comparacion de medias de Tukey
a un nivel de significancia del 0.05, muestra que el tratamiento T1 (20.15mm) presenta
diferencia estadistica significativa respecto a los tratamientos T2 con (21.35mm); T3 con
(23.78mm), T4 con (25.17mm) y el TC (26.08mm), de igual manera los tratamientos T2
y T3 muestran diferencia estadistica frente a todos los demas tratamientos, mientras que
tratamiento T4 y TC no presentan diferencia estadistica significativa entre ambas. De otro
lado, se sabe que el fluconazol inhibe de forma selectiva la enzima 14 o esterol demetilasa
en la sintesis del ergosterol, que es dependiente del citocromo p450. La deplecién del
ergosterol, en conjunto con la acumulacién de compuestos intermedios en la sintesis del
mismo, conlleva a una pérdida de la funcionalidad de la membrana plasmatica Vaca
(2017).
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TRATAMIENTOS
Figura 7. Comparacion de los tratamientos a diferentes concentraciones del aceite

esencial de canela, durante el mes de febrero, 2019

La bibliografia refiere que, si existe efecto antimicotico del aceite esencial de
Cinnamomun zeylanicum en las cepas de Candida, ademas la concentracion inhibitoria
adecuada varia de acuerdo a las concentraciones, mas no deja de mostrar su actividad tal

como lo manifiestan y confirman las siguientes investigaciones.

Aizaga (2017) en su trabajo de investigacion nos indica que el aceite esencial de canela
sobre Candida albicans al 100% presenta una mayor inhibicién en comparacion con las
otras tres concentraciones con un halo de inhibicién promedio de 24.06 mm. Donde
también se puede corroborar esta informacion en el trabajo de Aguilar (2016), ya que
realizd su trabajo similar, encontrando resultados muy favorables donde nos indica que
el aceite de canela es sumamente sensible a todas las concentraciones que trabajo como
25%, 50%, 75% y 100% ademas, de tal forma que a mayor concentracion habra mayor
efecto inhibitorio sobre Candida albicans, ademas se presume que la actividad biologica
de estos aceites esenciales no esta determinada por la cantidad de monoterpenos, sino mas
bien por su tasa de proporcionalidad, en tanto Marca (2013) afirma que a mayor
concentracion de aceite esencial de canela habra mayor efecto inhibitorio frente a las
cepas de Candida albicans, por ultimo Herrera (2019), manifiesta de la misma forma que
a una concentracién de aceite esencial de canela al 100% presenta mayor efecto

inhibitorio con un promedio de 31.5 mm ademas que el halo de inhibicion va directamente
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proporcional con la cantidad de concentracidn de aceite esencial de canela. De tal forma
que estos resultados son similares a las que se obtuvo en nuestro trabajo de investigacion
demostrando que al 100% existe mayor efecto antifungico con una medida de halo de
inhibicidn 25.17mm. estos resultados nos permiten asumir que gracias a los compuestos
quimicos del aceite esencial, como son el aldehido cinamico, euglenol, safrol linalol,
todos estos compuestos pasan a través de la pared celular y la membrana citoplasmatica,
desordenan las diferentes capas de polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos,
aumentando la permeabilidad de los hongos por la pérdida de iones y reduccion del
potencial de membrana y asi colapsando la bomba de protones y reduciendo la cantidad
de adenosintrifosfato, dando como resultado el estrés oxidativo y fallas bioenergéticas,
de tal forma que la permeabilizacién fuera y dentro de la membrana de la mitocondria
pueda causar muerte por apoptosis y por necrosis. Ademas Aguilar (2018) nos dice que
hay otros factores que pueden actuar frente a lisis de un hongo, estas diferencias se puede
atribuir a la época de recoleccion, lugar de procedencia, contenido de humedad y otros

cambios genéticos que presenta la canela.

Vaca (2017) en su trabajo de investigacion nos demuestra que obtuvo mayor medida de
los halos de inhibicién a diferentes concentraciones 100%, 75% 50% y 25% las cuales
fueron para el 100% (48.4mm), 75% (48.6mm), 50% (46.4mm), y por ultimo 25%
(47.1mm). A diferencia de las concentraciones de aceite de canela que se obtuvo en la
investigacion que se realizd las cuales fueron para el 100% (25.17mm), 75% (23.78 mm),
50% (21.35 mm) y para el 25% (20.15mm) En tanto Hurtado (2019) obtuvo resultados
similares a las que se presenta en la investigacion donde sus medidas de sus halos de
inhibicién a las 24 horas fueron de 100% (22.1mm), 75% (20.0), 50% (19 mm) y al 25%
(17mm) mas no a las 48 horas ya que tuvo mayor medida de halo de inhibicién las cuales
fueron 100% (31mm),75% (27mm), 50%( 27mm)y 25% (22mm), finalmente Cribillero,
(2019) obtuvo las medidas de su halos de inhibicion menores a las que se presenta en esta
investigacion donde las concentraciones que utilizd fue de la siguiente manera,
concentracion (0.02g/ml) para cada tratamiento donde las medidas de los halos fueron
11mm, 9mm, 10mm, 10 mm, y 9 mm ya que utilizo crema elaborada a base de aceite
esencial de canela agregado diferentes componentes lo que hace que el efecto sea menor
la inhibicion. Por lo tanto Marca (2013) nos dice que el efecto inhibitorio se debe al
mecanismo de accién que tiene el aceite esencial gracias a los compuestos, lo que hace

generar cambios irreversibles en la membrana del hongo, principalmente bloqueando la
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sintesis de esteroles y la actividad de la ATPasa, condicionando de sobremanera su futura
supervivencia. Esta actividad sobre la ATPasa produce acidificacion intracelular y muerte

del hongo.

Por otra parte Luis (2017) en su investigacion realizo trabajos similares en bacterias como
Streptococcus mutans frente al aceite esencial de canela donde la actividad antibacteriana
de la canela (Cinnamomun zeylanicum) al 100% sobre cepas de Streptococcus mutans, a
las 72 y 120 horas fueron de 36.22 + 5.6 mm para ambas mediciones, donde la actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram positivas es efectiva. De tal manera que Garcia
(2016) determino el efecto antibacteriano del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
“Canela” frente a Fusobacterium nucleatum, donde nos demuestra que el aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum en todas las concentraciones evaluadas es efectiva, observa
que a mayor concentracion hubo mayor efecto antibacteriano. Ademas Teran (2016)
también nos indica en su trabajo de investigacion que al 100% de aceite esencial de
canela es sensible sobre bacterias Enterococcus faecalis con una medida del halo de
inhibicién de 12.20mm. Por ultimo Sanchez (2017), en su trabajo de investigacion
determind la sensibilidad de Sthapylococcus aureus frente al aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum en todas las concentraciones evaluadas 50%, 75% vy
100%siendo el de mayor promedio de halo de inhibicidn a la concentracién, observandose

gue a mayor concentracion hubo mayor efecto antibacteriano.

Por otro lado, la aplicacion de aceites esenciales de diferentes especies de plantas como
Minthostachys mollis mufa, tienen un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de
microorganismos. En su estudio Salas (2017) nos demuestra que a una mayor
concentracion de aceite de mufia habra mayor efecto antifingico, demostrando que la
concentracion inhibitoria adecuada es de 1ml/250pl (T6) donde la media fue mas alta que
los demaés, haciendo que esta concentracion (tratamiento), sea la adecuada con una
medida de halo 29.2mm, sefialando su alta eficacia antifangica sobre las cepas de Candida
albicans. De igual forma Alcala (2011) también nos indica que el aceite esencial de las
hojas de Minthostachys mollis mufia al 100% tuvo mayor efecto antifingico contra
Candida albicans comparado con el fluconazol. Por ultimo Zuni (2017) nos demuestra
que en su trabajo de investigacion que al utilizar aceite de menta también tiene efecto

antibacteriana ya que a mayor concentracion de aceite habra mayor efecto inhibitorio.
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4.2 Determinacioén de la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum “canela”, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

sobre Candida albicans.

Para determinar los rangos de concentracion de la actividad antifungica del aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicun canela. Las concentraciones empleadas fueron: 25 %, 50 %
75% y 100% determin&ndose que la concentracion minima inhibitoria se encontraba por
debajo de las concentraciones referidos de tal forma que se establecieron nuevas
concentraciones de evaluacién a rangos de 12.5%, 6.25% y 3.125% de aceite esencial. Al
obtener los resultados del desarrollo de Candida albicans frente a las diferentes
concentraciones de aceite esencial de Cinnamomum zeylamicum canela. Nos indica que
la concentracién minima inhibitoria en todos los bioensayos fue de 25 % de tal manera
evidenciando la ausencia de crecimiento fungico. Los resultados de las repeticiones se
observan que en el rango de concentracion del aceite de 12.5 hasta 3.125% presento
crecimiento de Candida albicans (+), mientras que en las demas diluciones de 25 % hasta

100 % se observa la inhibicidn del crecimiento de Candida albicans (Tabla 7).

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum canela a mayor concentracion es una
sustancia inhibitoria frente a Candida albicans, donde se ha demostrado en la presente
investigacion, estableciendo que a una dilucién de 100 % es mas efectiva, en tanto que
en la concentracion de 3.125% es insuficiente, debido a que practicamente no ejercio

ningun efecto inhibitorio sobre Candida albicans.
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Tabla 7. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum “canela” a diferentes concentraciones. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel NUfiez Butron, durante el mes de enero a febrero
2019.

. Crecimiento de Cendide albicans Concentracion
Concentracion del

Repeticiones minima inhibitoria

Rl R 3 R4 (CMD)

aceite esencial (%)

3125 + n ¥
6.5 + + ¥
125 + + ¥
15 i i i i 25%
50 i i i i
7 i i i i
100 i i i i

+ + +

Donde: (+) con crecimiento, (-) sin crecimiento.

Vaca (2017) en su trabajo de investigacion nos indica que las concentraciones minimas
inhibitorias segun UFC para Candida albicans, no se observo crecimiento alguno a las
concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100%, de tal forma que en muestra investigacion
también se observé resultados similares, donde se obtuvo la concentracion minima
inhibitoria al 25% ya que a esta concentracion no hay crecimiento fungico, este resultado
se debe a que se trabajo con el mismo método de destilacidn por arrastre de vapor de agua
para la extraccion del aceite esencial de canela. Por otra parte Marca (2013) utilizé 15
tratamientos de las cuales encontrd6 la CMI en el tratamiento N°12, donde la
concentracion fue de 0.01895mg, ademas nos afirmd que no hay crecimiento fangico,
esta diferencia fungica podria deberse a la diferencia de concentracion fotoquimica asi
como el aldehido cinamico, euglenol, safrol, linalol que presenta el aceite de canela y
también el método de extraccion ya que utiliz6 concentraciones menores a comparacion
del trabajo de investigacién que se esta presentando. Por otra parte Sanches & Lujan
(2013) en su trabajo de investigacion nos indica que para hallar la concentracion minima
inhibitorio (CMI) del aceite esencial y extracto acuoso de canela en Candida albicans,
donde utilizé6 1mg/ml obteniendo una media de 0.17UFC/ml, lo que indica que estas

diferencias entre los resultados podria deberse a que el extracto de aceite fue preparado a
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partir de hojas de la canela mas no de la corteza, lo que indicaria que en la corteza de

canela se encuentra mayor cantidad de compuestos fitoquimicos.

Estudios realizados por Aizaga (2017) nos indica que en su trabajo de investigacion para
hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI)de aceite esencial de canela frente a
Candida albicans utilizd nueve concentraciones del 100% donde las concentracion
fueron de 0.50mg/ml; 0.55 mg/ml; 0.60 mg/ml; 0.65 mg/ml; 0.70 mg/ml; 0.75 mg/ml;
0.80 mg/ml; 0.85mg/ml y 90mg/ml donde afirma que a la concentracion de 0.85 mg/ml
hay ausencia de crecimiento de colonias de Candida albicans que corresponde a la (CMI).
Por otra parte Marca (2013) nos dice que utiliz6 diferentes concentraciones al anterior
trabajo mencionado, donde sus concentraciones fueron de 0.001579166667 mg/ml hasta
0.0236875 mg/ml donde se observa gque hasta la concentracion 0.017370830 presentan
turbidez (+), lo que indica la existencia del crecimiento micético; pero a partir de las
concentraciones 0.01895 mg/ml hasta 0.0236875 mg/ml no presentaron turbidez (-), lo
que evidencia que no hubo crecimiento micoético y por lo tanto en la concentracién es
0.01895 mg/ml es el CMI, ya que fue el primer tratamiento donde ya no hubo crecimiento
micotico. Por Gltimo Zuni (2017) nos indica que para hallar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) utiliz6 aceite esencial de menta (Menta piperita L.) en Candida
albicans donde obtuvo resultados positivos ya que al utilizar concentraciones de 0.01%,
0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4%, 0.5%, 1%, 2.5%, 5%, 10%, 20% y 30%, encontr6 la (CMI) a

partir del 2.5% donde se observo que no habia crecimiento micético.
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V. CONCLUSIONES

El mejor efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de canela Cinnamomun zeylanicum
se obtuvo a una concentracion del 100% (Tratamiento T4) con un halo de inhibicion de
25.17 mm, el cual presenta diferencia estadistica significativa frente a los demas
tratamientos con menores concentraciones. Asimismo, no presenta diferencia estadistica
significativa frente al control con antimicético “fluconazol”, el cual obtuvo un halo de

inhibicién de 26.08 mm.

Para la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum “canela”, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre Candida
albicans. Es del 25% de aceite esencial de canela, que seria la menor concentracion con

la que ya se produce el efecto inhibitorio ya que no se observa crecimiento flngico.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones comprobando la actividad antimicoética del aceite esencial de
Cinnamomun zeylanicum canela frente a diferentes farmacos de interés terapéutico, en el

tratamiento de afecciones por causa de Candidiasis.

Continuar con el estudio del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) debido
a su actividad antifangico frente al crecimiento de Candida albicans, con ensayos en

pacientes; en estudio “in vivo”.

Continuar con las investigaciones de productos antifngicos presentes en aceites
esenciales de diversas plantas, con el proposito de promover la investigacién de
tratamientos a partir de productos naturales.

Elaborar diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la via de administracion utilizando
aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum (canela) para realizar ensayos clinicos en

pacientes con dermatosis por Candida albicans.

Realizar mas estudios del aceite esencial de canela para poderlo utilizar en un futuro en

una actividad clinica como posible tratamiento.
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VIIl. ANEXOS
ANEXO A

Figura 8. Corteza de Cinnamomum Figura 9. Pesado de corteza de canela.
zeilanicum (canela) adquirido en la Laboratorio de Taller de Frutas vy
ciudad de Juliaca, noviembre 2018. Hortalizas, noviembre 2018.

Figura 10. Extraccion del aceite
esencial de canela por el método de
arrastre de vapor de agua. En el Lab.
De Talles de Frutas y Hortalizas,
noviembre 2018

Figura 11. Molido de corteza de canela
en el Lab. de Taller Frutas y Hortalizas,
noviembre 2018.
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Figura 12. Decantacion del aceite de Figura 13. Obtencion del aceite
canela en el laboratorio de Taller de esencial de canela en el laboratorio de
Frutas y Hortalizas, noviembre, 2018 Taller de Frutas y Hortalizas,

noviembre, 2018

Figura 14. Concentracion de aceite ) ) )
esencial de canela al 100%, 75%. Figura 15. Aislamiento de cepas de

50%, 25%.  control positivo Candida albicans, Servicio de

(fluconazol) 'y control negativo Patologia  Clinica del  Hospital
(alcohol), Servicio de Patologia Regional Manuel Nufiez Butron, area

Clinica del Hospital Regional de Microbiologia, noviembre 2018 a

Manuel Nufiez Butrén, &rea de febrero, 2019.
microbiologia, noviembre 2018 a
febrero, 2019
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Figura 16. Preparacion de la Escala de Mc Farland. Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses de
noviembre 2018 a febrero, 2019.

Figura 17. Observacion de Candida albicans a 40x, Servicio de Patologia Clinica del
Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses de
noviembre 2018 a febrero, 2019.
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Figura 18. Procesamiento de muestra para el método de tubo germinativo, Servicio de
Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia,
durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019
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Figura 19. Observacion al microscopioa 40 x para Candida albicans, Servicio de
Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia,
durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019.
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Figura 20. Halo de inhibicién a una concentracion de 50%. Servicio de Patologia Clinica
del Hospital Regional Manuel NUfiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses
de noviembre 2018 a febrero, 2019.

Figura 21. Halo de inhibicidn a una concentracion de 75%. Servicio de Patologia Clinica
del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses
de noviembre 2018 a febrero, 2019.
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Figura 22. Halo de inhibicion a una concentracion del 100%. Servicio de Patologia
Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los
meses de noviembre 2018 a febrero, 2019

Figura 23. Inoculacion de cepas de Candida albicans en Agar Saboraud Dextrosa.
Servicio de Patologia Clinica del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrdn, area de
Microbiologia, durante los meses de noviembre 2018 a febrero, 2019.
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Figura 24. Halo de inhibicion a una concentracion de 25%. Servicio de Patologia Clinica
del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses
de noviembre 2018 a febrero, 2019

Figura 25. Control negativo (alcohol). Servicio de Patologia Clinica del Hospital
Regional Manuel Nufiez Butrén, area de Microbiologia, durante los meses de noviembre
2018 a febrero, 2019.
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Figura 26. Control positivo (fluconazol). Servicio de Patologia Clinica del Hospital
Regional Manuel Nufiez Butron, area de Microbiologia, durante los meses de noviembre
2018 a febrero, 2019.
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