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| Fesumen Q.

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar
el efecto antifungico in vitro del latex de Croton
lechleri (sangre de grado) frente a Candida albi-
cans ATCC 10231. Se usé un disefio experimental
in vitro. Para determinar la concentracién minima
fungicida vy la sensibilidad de la Candida albi-
cans frente al latex de Croton lechleri, se evalua-
ron cinco concentraciones (16 repeticiones para
cada una) del latex de sangre de grado (0%, 25%,
50%, 75% y 100%) mediante extracto etandlico,
empleandose fluconazol como control para la
prueba de sensibilidad. El analisis estadistico se
realizd mediante las pruebas Kruskal-Wallis y U
de Mann-Whitney para comparar las concentra-
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The aim of this research was to determine the
antifungal effect in vitro of the latex of Croton le-
chleri (dragon’s blood) against Candida albicans
ATCC 10231. An in vitro experimental design
was used. To determine the minimum fungicide
concentration and the susceptibility of Candida
albicans against the latex of Croton lechleri, five
concentrations (sixteen repetitions for each one)
of dragon’s blood latex (0%, 25%, 50%, 75% and
100%) through ethanolic extract were evaluated,
using fluconazol as a control for the susceptibility
test of Candida albicans. The statistical analysis
used were Kruskal-Wallis and U of Mann-Whitney
tests to compare the concentrations by pairs. The

ciones por pares. La significancia estadistica fue
considerada al 5%. Hubo crecimiento negativo
de colonias (menores a 16 ufc/ml), disminuye el
recuento al aumentar la concentracion del latex,
cuando la concentracion minima fungicida fue
25%. La Candida albicans presentd sensibilidad
frente a todas las concentraciones estudiadas. El
latex de Croton lechleri es un agente altamente
fungicida para Candida albicans. Se sugiere la in-
vestigacion de este efecto in vivo.

Palabras clave: Latex de Croton lechleri, Candi-
da albicans, efecto antifungico.

statistical significance was considered at 5%. The
results showed negative growth of colonies (lower
than 16 ufc/ml), decreasing this recount when the
concentration of the latex increases; therefore, the
minimum fungicide concentration was 25%. The
Candida albicans showed sensibility against all
of the concentrations of latex. Latex of Croton le-
chleri is a highly fungicidal agent against Candida
albicans. It is suggested the investigation of this
effect in vivo.

Key words: Latex of Croton lechleri, Candida al-
bicans, antifungal effect.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones micéticas son relevantes en las en-
fermedades infecciosas.' La candidiasis es la infec-
cién oportunista mas importante y de mayor frecuen-
cia en la cavidad bucal, afecta a ambos sexos y a
cualquier edad.*" Incluye ocho especies de hongos,
de las cuales, la especie albicans es la que produce
enfermedades con mayor frecuencia.*®

Candida albicans es un hongo asexual dimérfico que
presenta una pared celular compuesta, fundamental-
mente, por polisacaridos (30-50%) y diversas protei-
nas (20-40%). En su pared celular existen estructu-
ras fibrilares que participan en su adhesion celular
al huesped."®®Presenta factores de virulencia impor-
tantes que facilitan la colonizacién y la infeccion del
hospedador.51° Su patogenicidad es débil y refleja
la necesidad de factores predisponentes locales o
sistémicos.?

En el tratamiento de la candidiasis oral, se usan con
frecuencia los antifingicos topicos que no se absor-
ben por via digestiva.’ En candidiasis rebeldes y en
pacientes con patologia sistémica grave, se recurre
a antifungicos sistémicos mas activos como el fluco-
nazol, itraconazol, anfotericina B y el ketoconazol."

El conocimiento, utilizacion de la fitoterapia con fi-
nes médicos son mas frecuentes, ya que representa
una parte importante de nuestros recursos terapéu-
ticos.'®' Existen estudios cientificos que muestran
la utilizacién del latex de Croton lechleri (sangre de
grado) de forma tradicional en candidiasis orales en
poblaciones indigenas y tribus amazédnicas.'®? Se
trata de un arbol perteneciente a la familia de las
Euforbiaceas; en el Perl, se encuentra en los de-
partamentos de Loreto, San Martin, Huanuco, Cerro
de Pasco, Cuzco, Madre de Dios y Ucayali, cuyas
propiedades medicinales se encuentran principal-
mente en los componentes del latex de la corteza
del arbol.?! Conocido y estudiado como cicatrizante,
antiinflamatorio, antimicrobiana y antiviral.??

Métodos empleados para evaluar el efecto antifungi-
co son la prueba de sensibilidad y la concentracion
minima inhibitoria, que evaluan la eliminacion de
los microorganismos viables después de un tiempo
determinado de incubacion, tal como se ha repor-
tado en el estudio Huapaya y col® (2003), quienes
observaron, in vitro, que en muestras de sangre de
grado, habia recuentos de colonias muy bajas de le-
vaduras. Herforth y col?® (2002), al igual que Galvez
y col?* (2006), observaron especificamente actividad
antifungica frente a Candida albicans.

En tal sentido se planteo el presente estudio con el
objetivo de determinar el efecto antifungico in vitro
del latex de Croton lechleri (sangre de grado) frente
a Candida albicans ATCC 10231.
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Il. MATERIAL Y METODOS

Se realizé6 un estudio prospectivo, comparativo y
experimental. Se realizaron 16 repeticiones25 para
cada concentracion del latex de sangre de grado
(0%, 25%, 50%, 75% y 100%) en placas Petri con-
teniendo la macrodilucion de caldo glucosado del
microorganismo de prueba: Candida albicans ATCC
10231 y la concentracion del latex de Croton lechleri,
al igual que los discos de inhibicién por concentra-
cién. Se excluyeron y eliminaron las placas Petri que
no cumplieron con los criterios de seleccion.

Descripcion del procedimiento
Obtencion del latex de Croton lechleri

La corteza del arbol que contiene el latex de Croton
lechleri (sangre de grado) fue recolectada en el dis-
trito de Moyobamba, Region San Martin. Fue identifi-
cada por un especialista en Botanica y Herbologia y
posteriormente, filtrada de las fracciones de corteza
y almacenada en frascos ambar, hasta su posterior
utilizacion.

Preparacion del extracto del latex de Croton le-
chleri

Se midié 25 mL, 50 mL y 75 mL de latex, para las
concentraciones de 25%, 50% y 75%, respectiva-
mente; trasvasando cada volumen a un balon de
vidrio de 250 mL de capacidad. Luego, se agrego
80 mL de etanol de 30° GL, se sometio a reflujo con
ayuda de agitador magnético y temperatura de 50 °C
por cuatro horas; posteriormente, se filtré6 con papel
Whatman y ayuda de vacio, se transvaso a una fiola
de 100mL y aforé con etanol de 30° GL. Para la con-
centracion del 100%, se midié 100 mL de latex en
una fiola de 100 mL, para finalmente almacenarlos
en diferentes frascos ambar.

Obtencion de la cepa

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 se obtu-
vo del laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional de Trujillo, para posteriormente ser inocu-
lada en caldo glucosado y colocada en una estufa a
37 ° C para obtener una cepa joven, después de 24
h. La concentracion del cultivo se comparé con el
tubo N° 0.5 de la escala Mac Farland, que corres-
ponde a 108 hongos/mL.

Determinacion de la concentracion minima fun-
gicida (CMF)

La CMF se determind con diluciones de 0%, 25%,
50%, 75%, 100% del latex en tubos de ensayo; lue-
go, se adicion6 0.2 mL de la macrodilucién en caldo
glucosado de la cepa de Candida albicans en los tu-
bos correspondientes, los cuales se homogenizaron
manualmente mediante agitacion. La macrodilucién
se dividié en cuatro grupos, segun cada concentra-
cion de latex y un control (caldo glucosado, 0%). Los
tubos de ensayo fueron incubados a 37 ° C por 24 h.
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De las diluciones preparadas en el paso anterior se adicion6 0.1 mL, de cada uno de los tubos de ensayo, en
placas Petri que contenia agar Sabouraud para Candida albicans; luego, se procedio a extender en todas las
direcciones con ayuda de la espatula Drigalsky previamente esterilizada, hasta que estuvo completamente
seco. Las placas en posicidn invertida, se incubaron a 37° C por 24 h. Después del periodo de incubacion
se examinaron las placas. La CMF se determin6 mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias
(ufc),? utilizando una camara contadora de colonias.

Sensibilidad de la Candida albicans frente al latex de Croton lechleri

Para la prueba de sensibilidad, se prepararon cuatro diluciones a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100% del latex de Croton lechleri. Dichas diluciones se conservaron a 4 ° C. Se utilizé el método de difusiéon
en discos. Se prepararon discos de papel de filtro estériles, los cuales fueron sumergidos dentro de cada
una de las concentraciones; luego, con una aguja estéril, fueron colocados sobre los cultivos de Candida
albicans en placas Petri, previamente, preparados. Se realizaron 16 repeticiones por cada concentracion.
Posteriormente, las placas se incubaron a 37 ° C en estufa. Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro del
diametro de 10 cm de la llama de un mechero. La lectura se llevo a cabo a las 24 h. Se midi6 el diametro de
los halos de inhibicién en mm, con un calibrador Vernier.

Analisis estadistico de la informacién

Los datos recolectados fueron procesados de manera automatizada con el programa SPSS Statistics 19.
Los valores de todos los grupos no cumplieron con el supuesto de normalidad, luego de aplicar la prueba
Shapiro-WilK; en consecuencia, las comparaciones fueron realizadas empleando el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis y las pruebas de comparaciones de Mann-Whitney. La significancia estadistica fue conside-
rada al 5%.

Ill. RESULTADOS

La CMF in vitro del latex de Croton lechleri frente a Candida albicans ATCC 10231 fue de 25%. Hubo dife-
rencia altamente significativa (p < 0.001) entre el promedio del grupo control (0%) con las demas concen-
traciones (25%, 50%, 75%, 100%) [Tabla 1, Grafico 1]. La sensibilidad in vitro de la Candida albicans ATCC
10231 frente al latex de Croton lechleri se dio en todas las concentraciones; se encontré diferencia altamente
significativa (p < 0.001) entre el grupo control y las concentraciones del latex (25%, 50%, 75% y 100%) [Tabla
2, Grafico 2].

Tabla 1
Concentraciéon minima fungicida in vitro de las concentraciones del latex de Croton lechleri al 25%,
50%, 75% y 100% frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Grupo ; Desviacion Subgrupos para prueba
? T estandar de%da}:m-\};vhinfey*" p*
0% (n=16) 1.56x107 2.25x10° a
25% (n=16)° 15.69 31.03 b
50% (n=16) 9.94 12.14 b 0,001
75% (n=16) 3.63 332 b
100% (n=16) 0.69 2.50 b

* Kruskall - Wallis; ** a diferente de b (p = 0.05): ¢, concentracion minima fungicida.

Grafico 1
Recuento de unidades formadoras de colonias de Candida albicans ATCC 10231 por concentraciones
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Tabla 2
Sensibilidad (en mm) in vitro de la cepa de Candida albicans ATCC 10231 frente al latex de
Croton lechleri

. Desviacion Subgripos parh
Grupo Promedio et Ao prueba de Mann- p*
Whitney**
Control [Fluconazol](n=16) 6.13 0.50 a
25% (n=16) 12.19 2.32 b
50% (n=16) 12.38 1.54 b < 0.001
75% (n=16) 13.38 2.03 b
100% (n=16) 14.19 1.28 b

* Kruskall - Wallis  p = 0.001; ** a diferente de b (p
1a cepa de Candida albicans ATCC 10231

< 0.05). b, Concentraciones alas cuales es sensible

Grafico 2
Sensibilidad de la Candida albicans frente a las diferentes concentraciones del latex (linea azul) de
Croton lechleriy el control (fluconazol, linea roja)
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IV. DISCUSION

La CMF es conocida como la minima concentracion
de antifungico que elimina mas del 99.9% de los mi-
croorganismos viables después de un tiempo deter-
minado de incubacién. En el presente estudio se de-
termind la CMF mediante la siembra en placas Petri
obteniéndose como resultado una CMF de 25% con
valores menores a 16 ufc/mL (negativo), y diferencias
significativas con el grupo control negativo (0%), don-
de se desarrollé 109 ufc/mL de Candida albicans. De
manera similar, Huapaya y col23 (2003) encontraron,
en un estudio in vitro, que en muestras de latex de
sangre de grado procedentes de Moyobamba, Tingo
Maria y Pucallpa habian recuentos de colonias de
Candida albicans menores que 10 UFC/mL (negativo)
en concentraciones de 50% y 100%.

Por otro lado, la sensibilidad in vitro frente a una sus-
tancia se puede dar de tres formas, dependiendo del
diametro del halo de inhibicion (mm): resistente (me-
nor que 6 mm), medianamente sensible (entre 6 y 9
mm) o sensible (mayor que 9 mm).2¢

Respecto a la sensibilidad, se obtuvieron diametros
de halos de inhibicion de 6.13 mm para el fluconazol
y diametros mayores que 12 mm, en promedio, para
las diferentes concentraciones de sangre de grado. El
mayor efecto antifungico la concentracién al 100%,
con 14.19 mm observandose mayor efecto a mayor
concentracion. Resultados similares fueron reporta
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dos por Herforth y col20 (2006), quienes encontra-
ron sensibilidad con halos entre 4.1 y 10.0 mm de
diametro de la cepa de Candida albicans y Saccha-
romyces cerevisiae frente al latex de Croton lechleri,
empleando una concentraciéon estandar de 25 mg/
mL.

El efecto antifungico del latex frente a Candida al-
bicans puede atribuirse a sus propiedades medi-
cinales que se encuentran principalmente en la
corteza del arbol, como los lignanos y polifenoles
(proantocianidina SP-303, 1,3,5-trimetoxibenceno
y el 2,4,6-trimetoxifenol), los cuales pueden desna-
turalizar las enzimas responsables del inicio de la
gemacion. Ademas, debido a su caracter hidrofébico
interactuan con los lipidos de la membrana citoplas-
matica causando la pérdida de la integridad y la de
material celular, tales como los iones, ATP y acidos
nucleicos, logrando la muerte del hongo.?"222°

En el presente estudio se halld que el latex de Cro-
ton lechleri tuvo mayor efecto que el fluconazol. Se
ha reportado una posible resistencia de la Candida
albicans al fluconazol, atribuible a la modificacién de
la enzima blanco (14-a-esterol-demetilasa o Erg11p)
y a la incapacidad de alcanzar concentraciones ade-
cuadas del antifungico en el sitio de accion por la
presencia de barreras de permeabilidad o sistemas
de bombeo activo.3*?*' Zuluaga y col*? (2010) han re-
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portado baja sensibilidad de especies de Candida frente al fluconazol, constituyéndose la sangre de grado
en una alternativa viable frente a esta resistencia sobre le fluconazol.

Debido a que algunos fungicidas presentan efectos adversos, muchos investigadores en el campo odon-
tolégico han mostrado interés por la fitoterapia; de ahi la importancia de comprobar que el latex de Croton
lechleri posee efecto antifungico in vitro frente a Candida albicans, ya que constituye una base para futuras

investigaciones y en la elaboracién de tratamientos mas tolerables y econdémicos para los pacientes que
padezcan de candidiasis oral.

V. CONCLUSIONES

- El latex de Croton lechleri (sangre de grado) posee efecto antifingico in vitro frente a la cepa de Candida
albicans ATCC 10231.

- La concentracion minima fungicida del latex de Croton lechleri frente a la Candida albicans ATCC 10231
fue de 25%.

- La Candida albicans ATCC 10231 mostré ser susceptible in vitro al latex de Croton lechleri en las concen-
traciones del 25%, 50%, 75% y 100%. A mayor concentracién, mayor sensibilidad.
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