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RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antimicrobiano in vitrode cuatro concentraciones del

extracto etanolico de Caesalpinia spinosa frente a Candida albicans ATCC 90028.

Material y Métodos: Se llevO a cabo un estudio de tipocomparativo,
longitudinal,prospectivo, experimental. La poblacién estaba conformada por el
conjunto de placas inoculadas con las cepas de Candida albicans, aplicAndoseles el
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) observando su efecto antibacteriano

para dichas cepas.

Resultados: En el presente trabajo se observd que el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (tara) tuvo efecto inhibitorio in vitro frente a Candida albicans,
al utilizar las diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%), y este efecto se
incrementa en relacion directamente proporcional a las concentraciones utilizadas en
el estudio, dando como CMI el 50%. Con respecto a los halos de inhibicion, al
medirlos segun escala de Durafford, se logrd obtener una sensibilidad media (++) en
las concentraciones de 75% y 100% Yy una sensibilidad limite en las concentraciones
de 25% y 50%.

Conclusiones:En el presente trabajo se demuestra que el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto inhibitorio in vitro frente a cepas de
Candida albicans ATCC 90028, siendo la CMI del 50%.

Palabras Clave: Caesalpinia spinosa, Candida albicans, concentracion minima

inhibitoria, unidades formadoras de colonias, halo de inhibicion.



ABSTRACT

Objetive: Comparing the antimicrobial effect in vitro of four concentrations of the

etanol extract of Caesalpinia spinosa against Candida albicans ATCC 90028.

Methods:Was conduced a comparative, longitudinal, prospective, experimental
investigation. The study population was conformed by all inoculated with strains of
Candida albicans plates. And generally apply the etanol extract of Caesalpinia

spinosa (tara) observing its antibacterial effect for these strains.

Results: In this study it wasobserved that the etanol extract of Caesalpinia spinosa
(tara) had inhibitory effect in vitro against Candida albicans, using different
concentrations (25%, 50%, 75% and 100%), and this effect increases directly
proportional to the concentrations used in the study ratio, leading to 50% CMI. With
respect to inhibition halos, when measured according Durafford scale, was achieved
to obtain a mean sensitivity (++) in concentrations of 75% and 100 % and a

sensitivity limit in the concentrations of 25% and 50 %

Conclusions: In the present work demonstrates that the etanol extract of Caesalpinia
spinosa (Tara) has inhibitory effect in vitro against strains of Candida albicans
ATCC 90028, with the CMI 50%

Kewwords: Caesalpinia spinosa, Candida albicans, minimum inhibitory

concentration, colony forming units, halo of inhibition.



I. INTRODUCCION

La humanidad ha utilizado las plantas para curarse durante toda su historia, la
incidencia de los productos de origen vegetal en la terapéutica ha variado a lo largo
de los tiempos, de acuerdo con los avances del conocimiento cientifico tanto sobre

estos productos como sobre las demés herramientas terapéuticas. (1)

De las 250.000 especies de plantas con flores en el mundo, més de 20.000, casi el
10% del total se clasifican como hiervas. Hiervas escogidas por la gente de la
naturaleza han sido un factor esencial en la atencion de salud en todo el mundo a
través del tiempo y en todas las culturas. Hoy en dia, alrededor del 80% de la
poblacion del mundo confian sobre medicamentos tradicionales a base de plantas,
para cuidar su salud primaria. (2)

La Caesalpinia spinosa (tara), pertenece a la familia Caesalpiniaceae (Fabaceae,
subfam. Caesalpinioideae), de distribucion pantropical en bosques, sabanas y
semidesiertos, e incluye alrededor de 150 especies, de las que 40 estan presentes en

Sudamérica. (3)

En Per(, C. spinosa (tara) esta distribuida a lo largo de toda la costa, desde Piura
hasta Tacna, y en la sierrra en los departamentos de Ancash, Apurimac, Ayacucho,
Cajamarca, Cusco, Huanuco, Huancavelica, Junin y Pasco. (4)

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze es un arbusto o arbol siempre verde, con
espinas en tallo y ramas, de 3-5 m de altura, y es conocido con una gran diversidad
de nombres vernaculares: tara, algarroba, huarango, guaranga, tanino, taya y

caranca. (5)

La tara tiene diversos usos tradicionales, la infusion de las vainas maduras se utiliza
para la amigdalitis en forma de gargaras, la infusion de las hojas se utiliza para la
estomatitis, la coccion de las ramas tiernas se usa como abortivo, igualmente se
prepara una bebida que se toma como depurativo del colesterol. En general es

también muy utilizada para el tratamiento de infecciones vaginales y micéticas,



paradolores abdominales y diarreas, para el reumatismo y resfriado, para curar

Glceras, como cicatrizante, entre otros. (6)

Un problema latente de salud publica actual es la candidiasis, la cual es una micosis
causada por levaduras oportunistas del género Candida; debido, sobre todo, al
aumento de pacientes inmunodeprimidos por diabetes 0 VIH-SIDA, esto aunado al
manejo incontrolable de medicamentos que puede ser causa de una respuesta
inadecuada y, por ende, de las complicaciones originadas. (7)

Las especies de Candida son la causa mas comun de infecciones fungicas invasivas
en seres humanos, provocando infecciones que van desde trastornos mucocutaneos
que no hacen peligrar la vida hasta enfermedades invasivas que pueden afectar a

cualquier 6rgano. (8)

Candida albicans es una levadura comensal que reside en las membranas mucosas
de las cavidades oral y vaginal, asi como en el tracto gastrointestinal de los
humanos. Normalmente es inofensiva en el hospedero sano, pero su patogenicidad
se manifiesta en el hospedero inmunocomprometido. Aunque la invasion inicial
depende de los mecanismos inmunes del hospedero, C. albicans posee
caracteristicas intrinsecas que promueven su habilidad de causar enfermedad. Entre
sus factores de virulencia se incluyen las adhesinas, la conversion morfogenética del
microorganismo de la fase levaduriforme a la fase filamentosa, la secrecion de
enzimas como proteasas y fosfolipasas y la inmunomodulacion de los mecanismos

de defensa del hospedero.(9)

Antecedentes:

Los cambios y adaptaciones microbianas han generado el fendmeno de resistencia a
los antibidticos, lo cual es un problema de salud a nivel mundial. Las cepas
patdgenas resistentes han surgido principalmente en los hospitales a consecuencia
de varios factores como son el amplio uso de los antimicrobianos, las dosis

utilizadas, el tiempo de tratamiento, y la eliminacién de la mitad de la droga que no



se alcanza a metabolizar en su totalidad, las altas posibilidades de transmision o
contagio y el estado inmunocomprometido de los pacientes que los hacen
susceptibles a infecciones con patdgenos oportunistas. Existen otros dos elementos
que favorecen el surgimiento de este fendmeno: el uso inadecuado de antibidticos y

la adaptacion de los microorganismos a los diferentes ambientes (10).

La flora peruana es muy rica en especies a la que la medicina tradicional atribuye
eficaces propiedades terapéuticas, las que sin embargo aun no son investigadas,
como es el caso de la Caesalpinia spinosa (C. spinosa) “Tara” perteneciente a la
familia Fabaceae. La tara es una planta oriunda del Per( utilizada desde la época
prehispanica en la medicina tradicional y en afios recientes en la industria peletera o

en la produccién de goma de tara. (2,3)

En investigaciones realizadas se ha encontrado que los taninos y flavonoides son
metabolitos, encontrados en el estudio fitoquimico del extracto de C. spinosa, que se
encuentran en diferentes partes de la planta. Estos son solubles en agua, etanol,
acetona y otros disolventes organicos. Tienen accion farmacoldgica como

antihemorragico local, antidiarreico, antihepatoxica y antibacteriano. (3)

En los departamentos de Cajamarca, La Libertad, Ancash, Lambayeque, Amazonas,
Ayacucho, Apurimac y Huénuco existen plantaciones silvestres del arbol
comunmente llamado “tara”, cuyos frutos cuando estdin maduros pueden contener
entre 30 a 60 % de taninos, de los cuales, mediante sintesis, se puede obtener acido
tanico, acido galico, acido elagico, proteinas, carbohidratos, etc., los mismos que
sirven como base para la elaboracion de otros productos usados en la industria

farmacéutica, alimentaria, peletera, etc (4).

Afanca (2009), en su investigacion con el extracto acuoso de vainas de C. spinosa
en concentraciones que corresponden a 17,5, 16,25, 15, 13,75, 12,5, 11,25, 10, 8,75,
7,5, 6,25 pg/mL, determiné el efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus

aureus y Streptococcus pyogenes. (5)

En un estudio realizado por Sampaio (2009), determing la actividad antimicrobiana

del extracto de la C. ferrea Martius contra los microorganismos patogenos orales
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mas comunes (Candida albicans, S. mutans, S. salivarius, S.oralis y Lactobacillus
casei). (6)

Escobar (2008) determind que el extracto alcohdlico de la C. spinosa (Molina)
Kuntze a diferentes concentraciones posee efecto antibacteriano sobre cepas de

Corynebacterium diphtheriae. (4)

Asi mismo, De la Cruz (2006), determino el efecto del extracto hidroalcoholico de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “Tara” sobre la viabilidad de Streptococcus S
hemolitico. Encontrdndose que la actividad antibacteriana del extracto de
Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus f hemolitico aumenta a medida que se
eleva (25% a 100%) la concentracion del extracto. (7)

Ferreira, J. (2005) estudid un extracto hexéanico a base de Caesalpinia spinosa
para comprobar su actividad antifungica como una alternativa del control de la
enfermedad de fusariosis en diversos cultivos asi como las manchas de Phoma en
las hojas de las plantaciones de café. Los autores consideran que podria ser una
alternativa ya que los extractos inhibieron el crecimiento micelial en el rango de
3,95% a 32,20% para el Phoma tarda y de 7,29% a 33,83% para el Fusarium

solani. (8)

Kloucek, P. (2005) realiz6 un ensayo antibacteriano sobre extractos etandlicos al
80% de nueve plantas obtenidos por maceracion durante 5 dias, una de las muestras
ensayadas fue la C. spinosa (vainas); se utilizaron cinco cepas Gram positivas y tres
Gram negativas usando el método de microdilucion del caldo de cultivo. Los
resultados son poco relevantes para la muestra mencionada a excepcion del ensayo
contra Enterococcus faecalis en el que se observd una CIM de 0,5 ug/ml, mientras
que para Bacilluscereusfue de 8 ug/ml y de 16 ug/ml para Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidisy Bacteroides fragilis. (9)



Justificacion:

La mayoria de las plantas medicinales presentan efectos fisiologicos mdltiples,
debido a que poseen mas de un principio activo que acttan inhibiendo el crecimiento
de microorganismos generando asi un gran interés por parte de los investigadores en
estudiar las sustancias naturales que posean propiedades antimicrobianas, no sélo
porque en el Per( existe una gran variedad de productos naturales tal como
Caesalpinia spinosa (tara)que es de facil acceso a la poblacién, también debido a que
actualmente los microorganismos patdgenos estan siendo resistentes a los antibidticos
de uso comun dentro de estos microorganimos se encuentra Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis y Candida albicans; por eso se dirige los estudios a utilizar
productos naturales como métodos alternativos. Por otro lado es relevante mencionar
el aumento de pacientes inmunocomprometidos a los cuales los antibidticos les
afecta., en tal sentido se plantea evaluar el efecto antifungico in vitro del fruto de

Caesalpinia spinosa sobre la cepa de Candida albicans ATCC 90028.

1. Formulacién del problema cientifico:
¢ Cual es el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa sobre

Candida albicans ATCC 90028?

2. Objetivos

2.1. Objetivogeneral:

Comparar el efecto inhibitorio in vitro de cuatro concentraciones del extracto
etandlico del fruto de Caesalpinia spinosa frente a Candida albicans ATCC

90028.

2.2. Objetivos especificos:
e Determinar la concentracién inhibitoria minima de cuatro

concentraciones del extracto etanolico del fruto de Caesalpinia spinosa

frente a Candida albicans ATCC 90028.



e Determinar la susceptibilidad de Candida albicans ATCC 90028 frente
a cuatro concentraciones del extracto etandlico del fruto de Caesalpinia

spinosa.

3. Hipotesis

Hipotesis nula (Ho):
No existe efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico del fruto de Caesalpinia

spinosa sobre Candida albicans.

Hipotesis alterna (Ha):
Existe efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico del fruto de Caesalpinia
spinosa sobre Candida albicans, y el efecto es proporcional a la concentracion

utilizada.

Il. MATERIAL Y METODOS

1. Poblacién Diana o Universo:

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

2. Poblaciones de Estudio:

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

3. Muestra:
3.1. Unidad de Analisis

Estuvo constituido por la placa de Petri que contiene el medio de cultivo
correspondiente del microorganismo y el extracto etandlico del fruto de

Caesalpinia spinosa (tara).



3.2. Unidad de Muestreo

Estuvo constituido por las unidades formadoras de colonias de Candida albicans
producto del efecto antibacteriano del extracto etanodlico de Caesalpinia spinosa
(tara).

3.3. Tamafno muestral:

n= (Zat+ ZB)?(pl.ql + p2.9q2)

(p1 - p2)y?
Donde:
n = NUmero de elementos necesitados en cada uno de los dos grupos
pl= Proporcion estimada con el atributo del grupo 1
p2 = Proporcidn estimada con el atributo del grupo 2
gl=1-p1
g2=1-p2

p2 - p1 = Minimo nivel de diferencia que desea detectar entre los dos

grupos (En estudio y contraste)

Zo. = Desviacion normal para error alfa. Para 0,05 y dos colas Zo= 1.96
Z = Desviacion normal para error beta. Para 0,2 y una cola Z= 0.84
Reemplazando valores:

pl= 0,80

p2= 0,28

gl= 0,20

q2= 0,72



Zo =1,96

Z3=0,84

(1,96 + 0,84)% ((0,80)(0,20) + (0,28)(0,72))

(0,28 - 0,80)°

n=10
La muestra estara conformada por 10 aplicaciones (repeticiones) de cada

concentracion y de los controles, haciendo un total de 100 aplicaciones

(repeticiones) para el microorganismo, distribuidas de la siguiente manera:

o Paradeterminar la susceptibilidad:
Caesalpinia spinosa al 25%: 10 aplicaciones (repeticiones)
Caesalpinia spinosa al 50%: 10 aplicaciones (repeticiones)
Caesalpinia spinosa al 75%: 10 aplicaciones (repeticiones)
Caesalpinia spinosa al 100%: 10 aplicaciones (repeticiones)

Control (Fluconazol): 10 aplicaciones (repeticiones)

o Paradeterminar la concentracion inhibitoria minima (CIM):
Caesalpinia spinosa al 25%: 10 aplicaciones (repeticiones)
Caesalpinia spinosa al 50%: 10 aplicaciones (repeticiones)

Caesalpinia spinosa al 75%: 10 aplicaciones (repeticiones)
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Caesalpinia spinosa al 100%: 10 aplicaciones (repeticiones)

Control (Fluconazol): 10 aplicaciones (repeticiones)

11



4. Disefno de Estudio

Preparacion extracto etandlico de Caesalpinia spinosa

Concentracion extracto etanélico de Caesalpinia
spinosa
Volumen: 22,5ml

—

/)

Y

Caesalpinia spinosa al 100%
V.Caesalpinia spinosa: 10ml
V. etanol: Oml
Concentracién: 1000mg/mL

Caesalpinia spinosa al 75% ) | Caesalpinia spinosa al 50%
V.Caesalpinia spinosa: 7.5 ml V.Caesalpinia spinosa: 5 ml
V. etanol: 2.5 ml V. etanol: 5 ml
Concentracion: 750mg/mL ; Concentracion: 500mg/mL

Caesalpinia spinosaal 25%
V.Caesalpinia spinosa: 2.5 ml
V. etanol: 7.5ml
Concentracion: 250 mg/mL

EFECTO DEL Caesalpinia spinosa

SOBRE Candida albicans

—

Cepa de Candida albicans

Colonias jévenes de Cepa Candida Solucionsalinal.5 de
albicans Mc Farland 1.5x 10°

&> &
e @ |
@@EE | o

&>

UFC/ml

CajasPetri
con Agar

raud
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Operacionalizacion de Variables

VARIABLE DEFINICION | DEFINICION TIPO DE | ESCALA
CONCEPTUA | OPERACIONAL | VARIABLE S DE
L I\/IEDICI
ON
DEPENDIENTE: Evita desarrollo | (Indicadores) CUANTITATIVA
de un
i i Mediante escala de
crEcTO | Teergmono | EFECTO Rzon
' . Durafford.
FUNGICIDA Candida FUNGICIDA:
albicans.
Se medird mediante ORDINA
L
mm a través de los
halos de inhibicién
antimicrobiana.
CONCENTRACI
ON
INHIBITORIA
MINIMA (CIM): UFC: bact/mL
Se medira el
recuento de
Candida unidades
albicans formadoras de
colonias (UFC),
mediante el uso del
contador de
colonias
La Caesalpinia
perteneciente a L
la familia
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Caesalpinia spinosa

Fabaceaees una
planta oriunda
del Pert
utilizada desde
la época
prehispénica en
la
medicinatradicio
nal y en afios
recientes en la
industriapeletera
oenla
produccion
degoma de tara.
Gracias a la
presencia de
taninos y
flavonoidesenco
ntrados en el
estudio
fitoquimico del
extracto de C.
spinosa, han
desarrollado
aplicaciones
medicinales.

Se medira mediante
su aplicacion en
diversas
concentraciones:

25%.50%,75% y
100%

5. Procedimientos:

A) De la aprobacion del proyecto:

El primer paso para la realizacion del presente estudio de
investigacion fue la obtencion del permiso para la ejecucion
mediante la aprobacion del proyecto por el Comité Permanente de

Investigacion Cientifica de la Escuela de Medicina de la

14



Universidad Privada Antenor Orrego con la correspondiente
Resolucién Decanal.

B) De la autorizacion para la ejecucion:

Una vez aprobado el proyecto se prosiguio a solicitar el permiso
para poder trabajar en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor
Orrego.

C) De la obtencion de la tara:

Se recolectd 1 Kg del fruto de Caesalpinia spinosa del jardin
botanico de Plantas Medicinales “Rosa Elena De los Rios
Martinez” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de Ia
Universidad Nacional de Trujillo, situado a 34 m.s.n.m. en el
distrito de Trujillo, departamento de La Libertad.

La recoleccion de la especie se realizd6 por el método
convencional o clasico de herborizacién, para lo cual se
selecciond el material en el campo, a horas de la mafana,

verificando que esté en buenas condiciones. (19)

D) Identificacion y determinacion taxondémica de la especie
Un ejemplar completo de la planta se llevé al Herbario Antenor
Orrego de la Universidad Privada Antenor Orrego para su
identificacion y posterior verificacion taxondémica segin el

sistema filogenético de la especie.
E) Preparacion de la muestra

—  Seleccion de la muestra: El material recolectado fue trasportado al

laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica

15



de la Universidad Nacional de Trujillo, en donde se elimind las
sustancias extrafias presentes en el material vegetal.

— Lavado del fruto de C. spinosa: Luego de la separacion de las
sustancias extrafias, se prosigui6 a lavar la muestra con agua destilada y
desinfectada con hipoclorito de sodio.

— Secado: Una vez desinfectada, la muestra, fue secada en estufaa
40°C. por 3 dias.

— Molienda: Se prosiguio a separar las semillas de las céscara de
Caesalpinia spinosa y, s6lo se pulverizard la vaina con ayuda de un
mortero.

— Tamizaje: Se pasé la muestra molida por un set de tamices para
homogenizar el tamafio de particulas, y luego fue colocada en frascos de

vidrio de color ambar para su posterior utilizacion. (20)

F) Obtencion del extracto etanolico de Caesalpinia spinosa (tara):

Del material pulverizado y tamizado, se pes6 50 gr. de polvo de
las vainas de C. spinosa. Este se colocé en un frasco de vidrio de
color ambar y se le agregd 200 ml de alcohol de 70°, y se dejo
macerar por 1 semana, agitando todos los dias. Al 4° dia se agregd
100 ml mas de alcohol de 70° y se siguio agitando hasta completar
la semana.

El producto fue filtrado 3 wveces, primero con papel filtro
Whatmann N° 41, un segundo filtrado sera realizado con papel
filtro Whatmann N° 2 y por ultimo se realiz un tercer filtrado con
papel Whatmann N° 1. Luego se concentr6 en rotavapor y se llevd

a la estufa a 40 °C hasta sequedad.
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A partir de la masa de extracto seco de Caesalpinia spinosa(tara)
se prepard las concentraciones de 25%, 50% 75% y 100%, las
cuales fueron guardadas en frascos de color ambar estériles y
conservadas en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion
en el ensayo antibacteriano. (20)

G) Obtencién de la cepa:

En este estudio se utilizd un cultivo puro estandarizado de
Candida albicans ATCC 90028 la cual se mantiene en el cepario
del laboratorio de la Seccién de Microbiologia de la Facultad de

Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.

H) Preparacion del in6culo:

Obtenida la cepa, ésta se cultivd en tubos de ensayo cerrados
herméticamente conteniendo el medio agar Sabouraud para
Candida albicans ATCC 90028.

Se incubaron 37°C con el fin de obtener colonias jovenes. Luego
de 24 horas se prepararon las cepas empleando solucion salina, se
diluyeron en solucion salina estéril, hasta obtener una turbidez
semejante al tubo nimero 0,5 de la escala de Mac Farland que
corresponde a 10% hongos/mL. Los tubos fueron girados entre las
manos durante 30 segundos antes de proceder al sembrado para
distribuir los microorganismos adecuadamente.

1) Prueba del efecto antifangico: Para determinar la susceptibilidad
de Candida albicans se utilizd el método de difusion de discos de
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Kirby y Bauer, preparando cuatro concentraciones de Caesalpinia
spinosa (tara). Una vez preparadas las concentraciones se embebieron
los discos de papel filtro esteril con las concentraciones preparadas y
el grupo control con fluconazol por 1 hora.

Un hisopo estéril fue embebido con la cepa preparada y a una
distancia de 10 cm de la llama del mechero se prosiguié al sembrado
en camada en placas petri conteniendo Agar Sabouraud para las
cepas de Candida albicans, se sembraron uniformemente sobre toda
la superficie del agar, girando cada placa 30 grados 10 veces
aproximadamente.

Luego con una aguja estéril se prosigui6 a colocar sobre el cultivo de
Candida albicans en las placas petri previamente preparados los
discos de papel filtro estéril embebidos por 1 hora con las
concentraciones preparadas de C. spinosa Yy el grupo control con
fluconazol; las placas se mantuvieron en la misma posicion por un
periodo de 10 minutos.

Posteriormente, las placas se voltearon de posicion y se incubaran, a
una temperatura de 37° C durante 24 horas.

Todo el procedimiento se llevo a cabo dentro del didmetro de 10 cm
de la llama de un mechero.

La lectura se llevo a cabo a las 24 horas mediante la inspeccion visual
de cada placa. Se efectué tomando el registro en milimetro de los
halos de inhibicion del crecimiento de Candida albicans.Finalmente

se evaluaron los resultados mediante la escala de Durafford:

Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, segun diametro de

inhibicion.
Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro comprendido

entre 8 a 14 mm.
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Medio (muy sensible = ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.
Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm.

1.2) Determinacion de la concentracion inhibitoria minima
(CIM):

Para determinar la concentracion inhibitoria minima del
Caesalpinia spinosa(tara) se realizé los siguientes pasos: Se
prepararon diluciones en tubos de ensayo conteniendo
solucion salina mas las concentraciones de Caesalpinia
spinosa (tara) 25%, 50%, 75% y 100%.

Después del proceso de dilucion se colocaron en tubos de 13
x 100 ml, 0.8 mL de cada concentraciones méas un inoculo de
0.2 ml de los cultivos con la cepa preparada. También se
prepararon los grupos control con 0.8 mL de fluconazol y 0.2
mL de la cepa y un control con el cultivo de la cepa sin

tratamiento (1 mL).

Todos los tubos se llevaron a incubacién a 37° C por un lapso
de 24 horas.

La determinacion de la CIM, se realizd luego de 24 horas
empleando Agar Sabouraud para Candida albicans tomando
0,1 ml de cada uno de los tubos y dispersandolo en toda la
placa para determinar las unidades formadoras de colonias

(UFC) utilizando el asa de Driglasky.

Después del sembrado todos los cultivos fueron llevados a

incubacion a 37°C por 48 horas.

Todos los ensayos fueron realizados bajo condiciones
asépticas y se efectuaran 10 repeticiones por concentracion.

Después de las 48 horas se realizé el conteo de las colonias en
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cada una de las placas. La concentracion inhibitoria fue
aquella en la que se inhibié completamente el desarrollo de

los gérmenes.

J) Controles:
Se utiliz6 como controles discos de Fluconazol para Candida
albicansATCC 90028 y se procesaron de la misma manera que las
muestras experimentales.
Para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM):
El control sera solucion salina mas el cultivo de Candida albicans

ATCC 90028.

5.5. Instrumento de Recoleccion de Datos

Los datos obtenidos fueron registrados en una Ficha (ANEXO N°1

y N°2).

6. Recoleccidn y Analisis de Datos

El procesamiento de la informacién fue automaético y se utiliz6 una computadora
Pentium IV con Windows SEVEN Yy el Paquete estadistico SPSS 18.0

Estadistica descriptiva: Para analizar la informacion se construirdn tablas de
distribucion de frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se calculd
su media y su desviacion estandar.

Estadistica analitica: Para determinar el efecto in vitro del extracto etanélico
de Caesalpinia spinosa sobre Candida, se utilizé un analisis de varianza de un
disefio completamente aleatorizado para el efecto fungicida analizado por el
halo de inhibicion, luego se hizo una prueba de comparaciones mudltiples:

Prueba Duncan, ambas con un nivel de significancia del 5%.
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Todos estos datos fueron procesados de manera automatizada con el soporte del
paquete estadistico SPSS- 18.0.

Estadigrafo propio del estudio:

Extracto etanélico de

- . Fluconazol
Caesalpinia spinosa

l

[ Cdndida albicans ]

Sensibilidad

Halos de inhibicién (mm)

7. Aspectos éticos:

El proyecto de investigacion se present6 para consideracion, comentario, consejo y
aprobacién a los comités designados por la Facultad de Medicina de la UPAO.

Al realizar la investigacion se tuvo en cuenta principios de bioseguridad, prestando
atencion adecuada a los factores que puedan dafiar el medio ambiente. Declaracion
de Helsinki. (21)
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111.RESULTADOS

Basado en los resultados del presente trabajo de investigacion in vitro para evaluar el

efecto de diferentes concentraciones del extracto etanélico de Caesalpinia spinosa sobre

cepa de Candida albicans ATCC 90028 se realizaron las siguientes tablas y graficos:

Tabla N° 1

Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia

spinosa sobre cepa de Candida albicans ATCC 90028 a través de la susceptibilidad de

halos de inhibicién.

Indicador del diametro del
halo(mm)

Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa

25% 50% 75% 100%
- Media 8.60 10.90 14.60 17.75
- Desviacion estandar 0.52 0.84 1.33 2.45
Prueba F F=108.82 p=0.000 p<0.01
Prueba de Duncan entre a b C d
grupos”
+; Comparacion entre parejas de grupos con la misma letra no difieren

estadisticamente (p>0.05)
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Diametro halo

mm 17,75
18,00 -

16,00 A 14,60
14,00 A
12,00 - 10,90
10,00 - 8,60

8,00
6,00
4,00 A
2,00 A

0,00
25% 50% 75% 100%

Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa

Figura 1.- Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto
etanolico de Caesalpinia spinosa sobre cepa de Candida albincas ATCC

90028 a través de la susceptibilidad de halos de inhibicion.

En la tabla 1 se evalua el efecto de las diferentes concentraciones sobre la cepa mediante
la susceptibilidad en el diametro del halo de inhibicion. Con una concentracion de
extracto al 25% se obtiene una media y una desviacion estandar del diametro en 8.60 mm
y 052 mm respectivamente, con el 50% se reporta 10.20 mm y 0.84, con el 75% una
media y desviacion estandar de 14.60 mm y 1.33 respectivamente; mientras que para el
100% se obtiene 17.75 mm y 2.45, con una tendencia creciente al aumentar la
concentracion. Al someterse los datos a la prueba F del andlisis de varianza que compara
las medias de cada grupo de estudio se obtiene un valor F= 108.82, con una diferencia
altamente significativa (p<0.01), es decia al menos una de las concentraciones produce

efecto medio diferente.

Para complementar el analisis se aplica la prueba de Duncan que comparar los promedios
por parejas de grupos o tratamientos. La prueba de Duncan nos indica que existe
diferencia significativa (p<0.05) al comparar cualquier pareja de tratamiento, lo que
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permite sefialar que todos tienen efectos diferentes en cuanto a la susceptibilidad en el

didmetro del halo de inhibicién.

Tabla N° 1A

Comparacién del efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa sobre cepa de Candida albicans ATCC 90028; respecto al control, a

través de la susceptibilidad en el didmetro del halo de inhibicion.

Indicador del diametro | Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa
del halo(mm)

25% 50% 75% 100% Control
Media 8.60 10.20 14.60 17.75 42.60
Comparacion:
Respecto al control* A b ¢ d ¢

+: Comparacion entre parejas de grupos con la misma letra no difieren
estadisticamente (p>0.05)
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45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Diametro halo mm

_ 42,60
| 17,75
14,60
1 10,90
8,60 l
25% 50% 75% 100% Control

Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa - control

Figura 1A.- Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto etanélico

de Caesalpinia spinosasobre cepa de Candida albicans ATCC 90028; respecto

al control, a través de la susceptibilidad en el didmetro del halo de inhibicion.

En la tabla 1A se aprecia las concentraciones del extracto sobre la susceptibilidad en el

diametro del halo, considerando también el efecto del grupo control. ElI grupo control

(Fluconazol) presenta una valor medio del diametro del halo de 42.60 mm, valor que se

diferencia con cualquiera de los grupos de estudio. El fluconazol tiene mayor efecto sobre la

susceptibilidad del halo respecto a las concentraciones en estudio.
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Tabla N° 2

Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto etanodlico de Caesalpinia
spinosasobre cepa de Candida albicans ATCC 90028 a través de la concentracion
inhibitoria minima (UFC).

Indicador UFC Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa

25% 50% 75% 100%
Media 1.60 0.00 0.00 0.00
Desviacion estandar 1.35 0.00 0.00 0.00
Prueba F F=14.05 p=0.000 p<0.01
Prueba de Duncan entre a b b b
grupos”

+: Comparacion entre parejas de grupos con la misma letra no difieren

estadisticamente (p>0.05)
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UFC 16

1,6 1

14

0,8 A

0,6 -

0,0 0,0 0,0
P P -_—

0,0

25% 50% 75% 100%
Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa

Figura 2.- Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa sobre cepa de Candida albicans ATCC

90028 a través de la concentracion inhibitoria minima (UFC).

En cuanto al efecto de las diferentes concentraciones del extracto sobre la Candida albicans
ATCC 90028 evaluado en el nimero de UFC (unidades formadoras de colonias), se puede
distinguir en la tabla 2 que en el 50%, 75% y 100% no se observaron UFC, con una
erradicacion de las mismas. La prueba F del andlisis de varianza F=14.05 declara una
diferencia estadistica altamente significativa (p<0.01), es decir al menos una de las
concentraciones tiene efecto medio diferente. La prueba de Duncan nos dice que las
concentraciones del extracto al 25% tienen efecto diferente respecto a las otras
concentraciones. No existe diferencia entre las concentraciones al 50%, 75% y 100%, ya que

se obtiene la erradicacion de las UFC.
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Tabla N° 2A

Comparacion del efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto etandlico de

Caesalpinia spinosasobre cepa de Candida albicans ATCC 90028; respecto al control, a

través de la concentracién inhibitoria minima (UFC).

Indicador del diametro | Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa | Control
del halo(mm)

25% 50%
Media 1.60 0.00 0.80
Comparacion:

a b c
Respecto al control*

+: Comparacién entre parejas de grupos con la misma no difieren

estadisticamente (p>0.05).
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UFC
1,60

1,60 ~
1,40 -
1,20 -~
1,00 -
0,80
0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 A

0,00 0,00 0,00

0,00
25% 50% 75% 100% Control

Concentracion de extracto de Caesalpinia spinosa -control

Figura 2A.- Efecto inhibitorio in vitro de concentraciones del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa sobre cepa de Candida albicans ATCC
90028; respecto al control, respecto al control, a través de la concentracion

inhibitoria minima (UFC).

En la tabla 2A, en los que se refiere a la comparacién entre grupos incluyendo al grupo
control (Fluconazol), la prueba Duncan nos indica que existe diferencia estadistica entre el
control con las concentracion al 25%, también existe diferencia entre el efecto medio del
grupo control con el grupo al 50%, al 75% y al 100% de concentracion. De acuerdo al
resultado de esta tabla, el grupo control es mejor que la concentracion al 25% pero en
promedio mayor de UFC respecto a las otras concentraciones.
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IV.DISCUSION

Desde hace unos afios, el empleo de plantas medicinales y de productos derivados de las
mismas esta aumentando de manera importante. Esto se debe a una serie de factores, entre
los cuales debemos destacar el conocimiento preciso de su composicion quimica, y el hecho
de que en la actualidad dicha utilizacion se fundamenta en numerosos ensayos
farmacoldgicos in vivo como in vitro, asi como en ensayos quimicos. De esta forma, el uso
de las especies vegetales medicinales que se ha venido haciendo en forma empirica y
basada en la tradicion tiene hoy una base cientifica. (22)

En el presente estudio de tipo experimental, demostr6 el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de Caesalpinia spinosaa cuatro diferentes concentraciones25%, 50%,
75% y 100% frente a cepas de Candida albicans, presentando una CMI en la concentracién
al 50% ya que no se logro evidenciar UFC a partir de dicha concentracion para adelante.
Estos resultados contrastan con los obtenidos por Sampaio, F (2009), el cual utilizo
extracto etanolico de Caesalpinia ferrea Martius contra los microorganismos patogenos
orales mas comunes, entre ellos Candida albicans, obteniendo una concentracion minima
inhibitoria a una concentracion al 25%. Dichos resultados pueden diferir posiblemente a
factores intrinsecos y externos tales como la variedad vegetal, el tipo de suelo, la
temperatura ambiental, su cultivo, su cosecha y el método de extraccion, los cuales pueden

afectar la composicion quimica.(15)

Con respecto a los halo de inhibicion, se logré obtener una media de 8.6 mm al 25%, 10.2
al 50%, 14.6 mm al 75% y al 100% una media de 17.75 mm, obteniéndose al medir segln
escala de Durafford una sensibilidad limite con la concentracion al 25% y 50% y una
sensibilidad media (++) al 75% y 100%; como se puede observar dicha sensibilidad se
obtiene de forma ascendente segun las concentraciones administradas. Estos resultados
difieren con los obtenidos por Huarino, A (2011), el cual en dicho trabajo utiliza el
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente a la flora salival mixta, utilizando
concentraciones al 6.25%, 12.5%, 25%, 50% y 75%; obteniendo al medir segun escala de
Durafford una concentracion al 50% como sensibilidad media y al 75% como sumamente

sensible. Dichos resultados contrastan con los obtenidos ya que en dicho trabajo se utiliza
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el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa en diferentes tipos de cepas que se encuentran
en la flora salival mixta, a diferencia del nuestro que solo utilizamos en una Unica cepa de

Candida albicans, teniendo mayor efecto fungicida que bacteriano. (20)

Los estudios hasta ahora realizados demuestran que la “taya” contiene taninos, flavonoides,
y gomas, de alli su uso terapéutico en medicina popular. (23) La vaina representa el 62%
del posee la mayor concentracion de taninos que oscila entre 40% y 60%. Las vainas de
Caesalpinia spinosa contienen hasta 25 % de &cido gélico, que es uno de los mayores
constituyentes de los taninos. (24)

Probablemente los taninos serian los fitoconstituyentes con mayor propiedad antibacteriana,
al precipitar las proteinas (enzimas), implicadas en las diversas rutas microbianas. (24)

Lock de Ugaz, (25) en su investigacion demuestra que los fenoles y flavonoides,
constituyentes también de Caesalpinia spinosa, tienen propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas, y antifungicas, cuya accion provoca lesiones en la membrana

citoplasmatica, ocasionando una disfuncion en la composicién interna de las células.

Los resultados obtenidos con el presente trabajo de investigacion indican el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de las vainas de Caesalpinia spinosa frente cepas
de Candida albicans, es asi que el presente estudio abre nuevas posibilidades en el campo
de la investigacion clinica como farmacoldgica, constituyendo asi una alternativa natural,

eficiente y de bajo costo.
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1.

V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto inhibitorio in
vitro frente a cepas de Candida albicansATCC 90028.

El efecto inhibitorio varia al utilizar el extracto etanolico de Caesalpinia spinosa a
diferentes concentraciones, y este efecto se incrementa en relacién directamente
proporcional a las concentraciones utilizadas en el estudio.

La concentracion inhibitoria minima in vitro fue de 50 % para el extracto etandlico de
de Caesalpinia spinosa frente a las cepas de Candida albicans utilizadas en el

presente estudio.

VI.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otros estudios para ampliar el espectro de actividad
antifungica del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) en concentraciones

menaores.

Se recomienda aislar los principios activos causantes de la actividad antifingica de

la Caesalpinia spinosa (Tara).

Se recomienda realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la toxicidad que
pueden proporcionar los componentes activos de Caesalpinia spinosa, asi como la

dosis terapéutica y la concentracidn 6ptima para ser utilizado como medicamento.
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Anexo Nro. 01
Ficha de Recoleccion de datos

Determinacion del Efecto fungicida

Repeticiones

Halos de inhibicion por

concentracion de extracto etan6lico en (%) y por controles (mm)

Fluconazol

25

50

75

100

10
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Anexo Nro. 02
Ficha de Recoleccion de datos

Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Repeticiones

Unidades formadoras de colonias (UFC) por
concentracion de extracto etandlico en (%) y por controles

Fluconazol 25 50 75 100 Cultivo sin tratar

10
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FOTOS

Anexo Nro. 03

1.- OBTENCION DE LA TARA

2.- PREPARACION DE LA MUESTRA
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2.- PREPARACION DE LA MUESTRA

3.- OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (tara)
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e G

3.- OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (tara)
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5.- PREPARACION DEL INOCULO
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6.- PRUEBA DEL EFECTO ANTIMICROBIANO
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7.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MiNIMA
(CIM)
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