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RESUMEN

El presente estudio de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antimicotico, in vitro, del extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex
crispus (lengua de vaca) frente a cepas de Ttrichophyton rubrum ATCC 28188. La
inflorescencia de Rumex crispus fue colectada en el distrito de Palca, provincia de
Tarma, region Junin en el Peru el mes de marzo del afio 2018 y fue secada y
pulverizada para posteriormente ser macerada con etanol 96°. El método usado
para determinar el efecto antimicotico fue por Kirby-bauer por difusion en discos.
El extracto resultante de la maceracion se absorbio en discos de difusion para un
ensayo antimicotico a 1000; 750; 500 y 250 mg/ml y clotrimazol. Los resultados
obtenidos a partir de los discos con el extracto etanélico de Rumex crispus a 1000
y 750 mg/ml evidenciaron halos de inhibicién de 13.74 £ 0.97 y 11.15 + 1.06 mm
frente a cepas de Ttrichophyton rubrum ATCC 28188. Se concluyé que las
concentraciones 1000 y 750 mg/ml presentan efecto antimicotico y ambas

presentaron halos de inhibicion menores al control positivo.

Palabras clave: Trichophyton rubrum, antimicético, inflorescencia, in vitro,

tamizaje fitoquimico, macerado
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ABSTRACT

The general objective of the present study was the antifungal effect, in vitro, the
hydroalcoholic extract of the inflorescence of Rumex crispus (cow tongue) against
the strains of Ttrichophyton rubrum ATCC 28188. The inflorescence of Rumex
crispus was collected in the district from Palca, province of Tarma, Junin region in
Peru to the month of March of the year 2018 and was dried and pulverized to
subsequently be macerated with ethanol 96 °. The method used to determine the
antifungal effect was by Kirby-bauer by disc diffusion. The extract resulting from
the maceration is absorbed in diffusion discs for an antifungal test at 1000; 750;
500 and 250 mg/ml and clotrimazole. The results obtained from the disks with the
ethanolic extract of Rumex crispus at 1000 and 750 mg/ml showed haloes of
inhibition of 13.74 + 0.97 and 11.15 + 1.06 mm against strains of Ttrichophyton
rubrum ATCC 28188. It was concluded that the concentrations 1000 and 750
mg/ml have an antifungal effect and both have lower inhibition zones than the

positive control.

Key words: Trichophyton rubrum, antimicotic, inflorescence, in vitro,

phytochemical screening, macerade.
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INTRODUCCION

El microorganismo Trichophyton rubrum es el principal agente etioldgico de las
dermatofitosis, que representa al 70 por ciento de ellas (1) y hasta 90 por
ciento de infecciones en las ufias (2); ademas, es responsable
aproximadamente del 80 - 93 por ciento de la dermatofitosis recurrentes o
cronicas (1). La prevalencia mundial en las ufias es del 10 por ciento y aunque
exista tratamiento farmacologico, muchas infecciones de este tipo son
intratables o recurrentes (3,4). Una de la micosis con mayor prevalencia en el
mundo (3,4) y sobre todo en el Perl son aquellas que son producidas por
Trichophytum rubrum. (5) Por esta razén, la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar las micosis producidas por este hongo es de gran
importancia.

La especie Rumex crispus es una planta con varios usos tradicionales en
Perd y el mundo (6-13), y lograr evidenciar algun efecto biologico de esta
especie podria dar lugar a nuevas alternativas terapéuticas. Validar el
conocimiento popular de esta planta es un aporte al conocimiento y
contribucién a la poblacion que la consume desde siempre. Este precedente
convierte a Rumex crispus en un especie promisoria que podria inspirar a
futuras investigaciones y otras alternativas terapéuticas validadas bajo el rigor

cientifico.

En el capitulo | se realiza el planteamiento y formulacion del problema
estudiado: ¢Tendra el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex
crispus (lengua de vaca) efecto antimicético in vitro, frente a cepas de
Trichophyton rubrum ATCC 28188?

En el capitulo Il destacamos a los antecedentes nacionales e internacionales,

la taxonomia, habitad y distribucién de Rumex crispus L y Trichophyton rubrum.

En el capitulo Ill se presenta la metodologia, el disefio, la poblacion, las

muestras y la técnica utilizada.

En el capitulo 1V, Se obtuvo los resultados de los ensayos de solubilidad,

tamizaje fitoquimico y ensayo antimicético.



En el capitulo V se presentan las conclusiones y se hacen las

recomendaciones.

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1Descripcion de la realidad problematica

1.1.1 Descripcion de la realidad problematica

Trichophyton rubrum es un hongo dermatofito que afecta al ser humano.
Es el causante de frecuentes enfermedades de la piel, pie de atleta, tifia
y prurito, es también uno de los hongos mas frecuentes como en el caso
de las onicomicosis dermatofiticas o tricofiticas de manos y pies el

Trichophyton rubrum fue uno de los mas frecuentes (14).

La dermatofitosis es una micosis superficial que afecta al 40 por ciento
de poblacion mundial aproximadamente y que representa el 30 por

ciento de todas las infecciones micéticas cutaneas (15).

El microorganismo Trichophyton rubrum es el principal agente etioldgico
de las dermatofitosis, que representa el 70 por ciento de ellas (1) y hasta
90 por ciento de infecciones en las ufas (2); ademas, es responsable
aproximadamente del 80 — 93 por ciento de la dermatofitosis recurrentes
o cronicas (1). La prevalencia mundial en las ufias es del 10 por ciento y
aunque exista tratamiento farmacoldgico, muchas infecciones de este
tipo son intratables o recurrentes (3,4). Es importante mencionar que en
los dltimos 70 afos la incidencia de infecciones por Trichophyton rubrum
en cabello, piel y ufias se incrementd, sobre todo en ancianos y nifios
(16-18).

De 7 a 185 casos con dermatomicosis analizados en el Laboratorio de
Micologia del Instituto de Medicina Tropical Daniel Alcides Carridn entre

1976 — 2005, se mostr6 una prevalencia del 33,2 por ciento de

2



dermatofitosis por Trichophyton rubrum y el 43,6 por ciento fueron

diagnosticados con onicomicosis (5).

La onicomicosis es una de las micosis superficiales con mayor dificultad
en el tratamiento; sobre esta, ademas, recae una elevada tasa de
fracaso terapéutico que oscila, segun algunos autores, entre el 20 — 50
por ciento. La prevalencia de este tipo de infecciones puede variar entre
el 2,5 — 16 por ciento, dependiendo de factores geograficos y de distintos
factores predisponentes no siempre conocidos (19). La onicomicosis es
muy frecuente en deportistas y militares en retiro y actividad.
Trichophyton rubrum se ha convertido en uno de los principales agentes

etiolégicos para los militares peruanos (20,21).

La prevalencia mundial por onicomicosis sigue aumentando a nivel
mundial a medida que los factores predisponentes de la onicomicosis se
vuelven mas prevalentes como diabetes, inmunosupresion, tabaquismo
y envejecimiento que son enfermedades y situaciones con alta

prevalencia (22).

Las infecciones crénicas de la piel causadas por Trichophyton rubrum
pueden convertirse en sitios de infeccibn secundaria por otros
microorganismos, como Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus
spp. y Staphylococcus aureus, que pueden poner en peligro la vida en
pacientes inmunocomprometidos e inmunodeprimidos si la infeccion
secundaria se vuelve sistémica (14,23,24). Ademas, las infecciones
ocasionadas por esos microorganismos tienen altas tasas de mortalidad

por sepsis (25).

El costo elevado del tratamiento convencional de la onicomicosis YV tifia,
enfermedades que pueden ser causadas por Trichophyton rubrum, y la
dependencia al uso de la medicina tradicional herbaria, conocimiento
muy probablemente sin validacion cientifica por parte de la poblacion
méas pobre del planeta, inspira a los cientificos a buscar nuevas

alternativas terapéuticas entre los productos naturales (26). Es por eso



gue el presente trabajo pretende evidenciar el efecto antimicético contra

Trichophyton rubrum de la especie vegetal Rumex crispus.

1.2 Identificacion y formulacion del problema

1.2.1 Problema general

1. ¢Tendra el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua de vaca) efecto antimicotico, in vitro,
frente a cepas de Trichophyton rubrum ATCC 281887

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Presentara el extracto hidroalcohélico de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua de vaca) un grado de concentracion
optimo que genere efecto antimicético frente a cepas
Trichophyton rubrum ATCC 281887?

2. ¢Presentara el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua de vaca) metabolitos secundarios que

generen efecto antimicaético, in vitro?

1.30bjetivos de investigacion

1.3.1 Objetivo general

1. Determinar el efecto antimicético, in vitro, del extracto
hidroalcoholico de la inflorescencia de Rumex crispus (lengua
de vaca) frente a cepas de Trichophyton rubrum ATCC
28188.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar el grado de concentracion optimo del extracto
hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus (lengua
de vaca) que genere efecto antimicético frente a cepas
Trichophyton rubrum ATCC 28188.



2. Determinar la presencia de metabolitos secundarios que
generen efecto antimicotico, in vitro, del extracto
hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus (lengua

de vaca).

1.4 Justificacion de la investigacion

Las micosis son un serio problema para la salud publica por las enfermedades
subyacentes con las que se pueden presentar y también por la mortalidad
directa debido a muchas de ellas. Una de la micosis con mayor prevalencia en
el mundo (3,4), sobre todo en el Peru, son aquellas que son producidas por
Trichophytum rubrum (5). Por esta razén, la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar las micosis producidas por este hongo es de gran

importancia.

Las plantas siempre fueron fuente de refugio, vestimenta, comida, fragancias y
sabores, pero sobre todo medicinas, ya que fueron el pilar de los mas
importantes sistemas de medicina tradicional del mundo. Por esa razén, la
etnobotanica y etnofarmacognosia siguen guiando investigaciones para la

bldsqueda de nuevos principios activos (27).

La especie Rumex crispus es una planta promisoria con varios usos
tradicionales en Pert y el mundo (6-13), y lograr evidenciar algun efecto
bioldgico de esta especie podria dar lugar a nuevas alternativas terapéuticas.

Validar el conocimiento popular de esta planta es un aporte al conocimiento y

contribucion a la poblacion que la consume desde siempre.

El tratamiento farmacologico convencional no es accesible para gran parte de
la poblacion en el mundo, por esta razén, la medicina tradicional herbaria es
una practica muy difundida. En muchos paises en vias de desarrollo, es usado
entre un 60 a 90 por ciento para atender necesidades de atencion primaria vy,
ademas, un 80 por ciento de los estados miembros africanos la usan para
satisfacer necesidades sanitarias (28). No obstante, la medicina tradicional es

una practica que proviene de un conocimiento empirico que requiere ser



validado, y mucha de esta practica aun no se valida bajo el rigor del método
cientifico (29); por ello, en esto recae la importancia de este estudio.

Si se logra validar el uso tradicional de la especie Rumex crispus, este estudio
podria inspirar el aislamiento de nuevos compuestos bioactivos o a la

formulacion de posibles nuevos fitomedicamentos.

1.5 Limitaciones de la investigacion

El ensayo para determinar el efecto antimicrobiano in vitro podria no ser
extrapolable a un modelo in vivo, ya que en un organismo vivo existen otras
variables que podrian modificar los compuestos con efecto antimicrobiano del

extracto como la digestion y el metabolismo hepatico.

La distribucion de las sustancias experimentales no es uniforme en los discos
de difusion con papel filtro, ya que se puede perder extracto por los poros del

papel filtro.

Los medios de cultivo usados en el presente ensayo son productos
importados, por esa razén requirieron de mucho tiempo de espera para su

adquisicion (60 dias).

La disponibilidad de los laboratorios con instrumentacién necesaria para la
realizacién del presente trabajo, fue limitada y estaba sujeta a la cantidad,

frecuencia y duracion de las catedras programadas en cada ciclo académico.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes nacionales

Sanchez, 2010, en su investigacion “Efecto antimicoético del extracto de tres
plantas medicinales contra el Trichophyton sp Microsporum sp in vitro en

Tingo Maria”.

Se plante6 evaluar la actividad antimicética de un extracto alcohdlico de Verbena
officinalis, Psidium guajava y Piper angustifolium provenientes de Tingo Maria
contra Trichophyton sp y Microsporum sp. Los extractos ensayados fueron
obtenidos por maceracion con etanol durante 15 dias, los microorganismos se
obtuvieron de muestras clinicas y fueron identificados por el método de
microcultivos y repicaje para su posterior aislamiento. EI método usado para el
ensayo antimicotico fue la prueba de sensibilidad de pozos de 6 mm en agar para
microorganismos con 48 horas de incubacion (27 °C) previamente inoculados. Las
concentraciones de los extractos ensayados fue de 10, 40, 70 y 100 por ciento; y
entre los resultados mas relevantes, mediante el ensayo de la medida del halo de
inhibicion del crecimiento micético con pozos, se evidenci6 0.58, 0.71, 0.81 y 0.90
mm y 0.53, 0.57, 0.66 y 0.71 de efectividad del extracto de Piper angustifolium y
Verbena officinalis contra Microsporum sp y 0.53, 0.62, 0.66 y 0.75 mm frente

1.57 mm del control positivo (clotrimazol) (30).

Moncayo y Santos, 2014, en su investigacion “Determinacion de
fitoconstituyentes del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L.
(lengua de vaca) y su efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli
y Staphylococcus aureus”.

Evaluaron el efecto antibacteriano, in vitro, del extracto etanolico de la raiz
pulverizada y seca obtenida por reflujo (dos horas) de Rumex crispus proveniente

del distrito de Otuzco en La Libertad frente a dos cepas ATCC de Escherichia coli



y Staphylococcus aureus por el método de difusion en pozos de agar y por la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria mediante el método de
dilucion en agar. Las concentraciones usadas en el ensayo de difusidon en pozos
de agar fueron 5, 15 y 30 por ciento p/v evidenciaron 65, 72 y 83 por ciento de
inhibicion con respecto a gentamicina 10 pg/mL contra Staphylococcus aureus y
44, 53 y 59 por ciento contra Escherichia coli respectivamente y para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria las concentraciones 0.1,
0.25, 0.5, 1, 2.5 y 5 mg/mL evidenciaron inhibicién en el crecimiento bacteriano
desde 1 mg/mL frente a  Escherichia coli y desde 0.5 mg/mL contra
Staphylococcus aureus. Ambos ensayos se realizaron 24 horas después de su
inoculacién equivalente al tubo 0.5 de Mac Farland (10 UFC/mL). Ademas, se
evidencio la presencia de catequinas, antocianidinas, flavonoides, quinonas y

saponinas (31).

Rosas, 2015, en su tesis “Cinética de extraccion del aceite esencial del
Kjento Kjento (Rumex Crispus L.) Puno”.

El autor realiz6 ensayos para evaluar la cinética de extraccion del aceite esencial
de Rumex crispus. Los organos de la especie vegetal estudiada en este ensayo
fueron hojas, tallo y raices colectadas en el distrito de Cuturapi, provincia de
Yunguyo en el departamento de Puno. En este ensayo, se evalud la cinética de la
extraccion de aceite esencial de las hojas, tallo y raices de Rumex crispus
mediante la técnica de destilacion por arrastre de vapor durante 31.3 horas a 25
°C hasta lograr extraer 3.5 mL. Ademas, se identificaron 35 compuestos por
cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas, entre los que
resaltan por su abundancia son algunos acidos grasos de cadena corta y unos

pocos compuestos aromaticos oxigenados (32).

Aguilar, 2015, en su tesis “Efecto del extracto etandlico de Tropaelum majus
(mastuerzo) sobre micosis inducida por Trychophyton mentagrophytes en
Rattus norvegicus”.

Determind el efecto antimicoético, in vivo, del extracto etandlico de Tropaelum
majus frente a Trychophyton mentagrophytes mediante el método de infeccion

fungica superficial sobre la piel del lomo de ratas. El extracto en mencion se hizo

8



a partir de la inflorescencia de Tropaelum majus proveniente de Trujillo y el mismo
fue usado para elaborar un ungiento al 0.4 por ciento. Para el ensayo
antimicético, in vivo, se usaron 21 ratas agrupadas en 3 grupos denominados
control negativo (vaselina), control positivo (terbinafina 1 por ciento) y
experimental (ungiento de Tropaelum majus 0.4 por ciento). El ensayo se requirio
7 dias para la inoculacion y 30 dias de tratamiento para la evaluacion del efecto
antimicético. El ungiento evidencié efecto estadisticamente significativo (<0.05)

con respecto al control negativo segun la prueba T de estudent (33).

2.1.2. Antecedentes internacionales

Yildimir et al.,, 2001, en su trabajo “Determination of antioxidant and
antimicrobial activities of Rumex crispus extracts”.

Realizaron un ensayo para evaluar el efecto antimicrobiano, in vitro, contra cuatro
bacterias y un hongo, y cuatro ensayos diferentes para medir la actividad
antioxidante de los extractos éter etilico, etanol y agua de las semillas, y hojas de
Rumex crispus provenientes de Goélova en Turquia. Las hojas fueron colectadas
en mayo y las semillas en junio y ambos 6rganos fueron secado a la sombra y
trozados con una licuadora. Luego, se obtuvieron extractos éter etilico mediante
una extraccion, filtracion y concentracion con aparato de soxhlet, filtros y un
evaporador rotatorio (30 °C). ElI marco resultante fue usado para macerar con
etanol para obtener un extracto etanol después de ser filtrado y secado con filtros
y con un evaporador rotatorio. EI marco resultante se usé para obtener un
extracto agua por decoccion durante 15 minutos, filtracion y secado con una
plancha calefactora, filtros y liofilizador. EI método usado en el ensayo
antimicrobiano in vitro fue Kirby Bauer con discos de difusion en agar con las
cepas: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis y Pseudomona aeruginosa. Todos los extractos usados en el ensayo
fueron a la concentracion 1 mg/ml. Entre los resultados y conclusiones mas
relevantes, se encuentra que ninguno de los extractos fue activo contra C.
albicans, E. coli y P. aeruginosa; los extractos éter etilico y etanol de las hojas
mostraron 1y 0.8 cm de didmetro de inhibicion contra S. aureus, los extractos éter

etilico y etanol de las hojas evidenciaron 1.1 y 0.8 cm de diametro de inhibicidn



contra B. subtilis y el extracto éter etilico de las semillas mostraron 1.1 cm de

diametro de inhibicion contra S. aureus y B. subtilis (34).

Choi JC et al. 2004, en su investigacion "Effects of chrysophanol, parietin,
and nepodin of Rumex crispus on barley and cucumber powdery mildews" .
Realizaron ensayos para evaluar el efecto antimicotico in vivo de tres metabolitos
secundarios de la raiz de Rumex crispus contra Magnaporthe grisea, Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans, Corticium sasaki, Puccinia recondita y Blumeria
graminis f. sp. hordei. Remacer0 las raices frescas de Rumex crispus
provenientes de Corea para fraccionar por reparto, el producto se extrajo con n-
hexano, acetato de etilo, n-butanol y agua; se evalu6 el efecto antimicético de
esas fracciones y evidencio que las fracciones n-hexano y acetato de etilo fueron
mas activas contra Magnaporthe grisea, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans,
Puccinia recondita y Blumeria graminis f. sp. hordei, por esa razén juntaron esas
dos fracciones y a partir de ella lograron aislar crisofanol, parietina y nepodina.
Entre los resultados mas sobresalientes, se encuentra que las concentraciones
requeridas para un 50 por ciento de control de la micosis fueron de 4,7 mg/ml de
crisofanol, 0,48 mg/ml de parietina y 20 mg/ml de nepodina. Estos agentes
mostraron efecto curativo y protector contra las micosis mas comunes de la
cebada. El crisofanol a 100 mg/ml y la nepodina a 400 mg/ml fueron mas efectivos
que los fungicidas fenarimol a 30 mg/ml y polioxina B a 100 mg/ml (controles
positivos), en condiciones de invernadero, contra micosis de pepino producidas
por Podosphaera xanthii. Parietin a 30 y 10 mg/ml redujo el desarrollo micosis de
pepino como fenarimol a 30 mg/ml y mas eficazmente que la polioxina B a 100
mg/ml (35).

Ulukanli et al, 2005, en su investigacion "Antimicrobial Activities of Some
Plants from the Eastern Anatolia Region of Turkey".

Realizaron ensayos para determinar el efecto antimicrobiano de los extractos n-
hexano, acetona y metanol de las partes aéreas y raices de Rumex crispus,
planta entera de Ajuga chamaepitys, raices y partes aéreas Acinos rotundifolius y

planta entera de Lycopus europaeus provenientes del este de Turquia contra
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cepas de las especies Candida albicans Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis var. niger,
Aeromonas hydrophila, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa
inoculadas a 10° UFC/ml en los cultivos bacterianos y 10* UFC/ml en los cultivos
fungicos durante 24 horas a 30 °C e incubadas por 48 horas a 37 °C. El método
utilizado para evaluar el efecto antimicrobiano fue difusion en agar, usando pozos
de 12 mm de didmetro sobre el agar solidificado. Entre los resultados mas
relevantes, se encuentra que el extracto acetona de las raices de Rumex crispus
evidencio un didametro de 17 mm de inhibicion frente a Candida albicans y ademas
de ellos se evidenciaron diametros = 20 mm contra Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis
var. niger y Klebsiella pneumoniae (36).

Avci et al, 2014, en su investigacion "In vitro antimicrobial and antioxidant
activities and GC/MS analysis of the essential oils of Rumex crispus and
Rumex cristatus".

Realizaron ensayos para evaluar el efecto antimicrobiano aceite esencial de las
hojas de Rumex crispus y Rumex cristatus contra Enterecoccus faecalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans y el efecto
antioxidante de ambos aceites esenciales por el ensayo de antioxidantes totales
de aceites esenciales. Los aceites esenciales fueron obtenido por hidrodestilacion
con cloroformo etanol y agua a partir de las hojas secas de Rumex crispus y
Rumex cristatus. El ensayo para evaluar el efecto antimicrobiano fue desarrollado
por los métodos de difusion en agar con discos y pozos de 6 mm de diametro y el
tiempo de inoculacién de todos los microorganismos fue de 24 horas a 37 °C e
incubados a la misma temperatura durante 48 horas con una turbidez del inoculo
equivalente al estandar 0.5 de Mc Farland. Entre los resultados mas relevantes,
evidenciaron que los aceites esenciales de las hojas de Rumex crispus a 100
mg/ml mostraron 19.2+3, 18.1+4.4 y 7+1 y 31.5+4.5, 30.2+2 y 0 mm de diametro
extraidos con etanol, cloroformo y agua por el método de difusion en agar con
pozos y discos de 6 mm de diametro respectivamente. El aceite esencial extraido
con agua fue la muestra solo evidencio 8.6+1.4 y 7+1 frente a Enterococcues

faecalis y Candida albicans por el método de difusién en agar con pozos (37).
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Gomez C et al., 2003,”Algunos estudios de alelopatia de Rumex Crispus I. y
Polygonum segetum HBK., en Colombia”. La lengua de vaca (Rumex crispus
L.) y la gualola (Polygonum segetum HBK.).

Son especies de malezas comunes que crecen en las areas subtropicales del
mundo donde ocasionan grandes pérdidas en cosechas y praderas debido a su
agresividad. En Colombia, se encuentran en zonas ubicadas por encima de los
2000 msnm, y son muy dificiles de manejar por su alta competitividad y gran
habilidad para propagarse, tanto sexual como vegetativamente; a menudo crecen
solas en un campo gracias a su capacidad para prevalecer sobre otras especies
de plantas. Con el fin de estandarizar una metodologia para la extraccion e
identificacion de algunas sustancias provenientes del metabolismo secundario de
las dos especies citadas, se realizaron experimentos para evaluar el efecto de
tales compuestos sobre la germinacion y desarrollo de especies agricolas. A
través de bioensayos se establecid que los extractos acuosos de hojas y raices
contenian varias sustancias alelopaticas: flavonoides, 5-deoxiflavonas, 7-8-
dihidroflavo-nonas y é&cidos ferulico, caféico y sinapico. Los extractos etandlicos
de plantulas de Rumex crispus, en tres estados de crecimiento, permitieron
confirmar la presencia de flavonoides, terpenos, sesquiterpenlactonas, quinonas,
glicésidos y cumarinas, pero no de alcaloides. Por otra parte, mediante la
utilizacién de células de Rumex crispus en suspension, se logré6 aumentar la
produccion de flavonoides. El conocimiento de la eficacia de las sustancias
alelopaticas de estas especies y su uso potencial puede llegar a ser de gran

utilidad en programas de manejo de las relaciones planta-planta (38).

2.2Bases tedricas

2.2.1 Rumex crispus (Lengua de vaca)

2.2.1.1 Descripcion boténica

Hierba erguida perenne desde 40 a 100 cm de alto, con raices fuertes: Tallos
generalmente no ramificados, glabros. Hojas basales semiarrosetadas, laminas
lanceoladas a oblongas 20-40 X 4-10 cm, apicalmente agudo, basalmente
subcordado ha truncado o cuneado, margen crenado, glabro. Hojas apicales mas
pequefas con lamina estrechamente lanceoladas 15-20 X 2-5 cm, apicalmente
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acuminado, basalmente truncado, margen crenado, glabro. Inflorescencia en
panojas laxa, elongado, ramas haciendo un angulo de menos de 30 grados al eje
principal, inflorescencia parcial en racimos de 10-30 flores de color verdosas;
pedicelos 5-12 mm longitud, filiformes, unidos cerca a la base, tépalos externos
oblongos 1-2 mm longitud, ligeramente acrescente; valva ampliamente ovadas,
algo cordado en la base 3.5-6.5 X 3-4 mm, desarrollados, tubérculo suave.
Aquenios trigonos, marron brillante 2.5-3 X 2-2.5 mm, mas amplio a un tercio de
la base, gradualmente estrechandose hacia el apice (39).

2.2.1.2. Habitad y distribucién

Vive en suelos humedos, al borde de las acequias entre 1000 a 3500 metros

sobre el nivel del mar (39,40).

Han sido registrados en los departamentos de Ayacucho, Cajamarca, Cusco,
Huanuco, Lambayeque, Lima, La Libertad, San Martin. También en Argentina,
Bolivia, Brasil, Canada, Caribe, Chile, China, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, Honduras, Japén, México, Nicaragua, Panama, Sur de Africa, Sur de
Corea, Tailandia, Estados Unidos y Venezuela (39).

2.2.1.3. Clasificacion taxondmica

La identificacién de esta especie vegetal es bajo el sistema de clasificacion de
Cronquist 1981: (anexo 1).

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyliidae
Orden: Polygonales
Familia: Polygonaceae
Género: Rumex

Especie: Rumex crispus L.
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2.2.1.4 Usos en la medicina tradicional

La poblacion quechua hablante del Callejon de Huaylas en Ancash usa el
cataplasma de las hojas machadas para la inflamacion de glandulas parétidas y

para el dolor de cabeza producido por el sol (6).

En el norte costero del Perd, la planta completa y fresca por via oral es usada
para combatir la infecciébn uterina y su aplicacion tépica es usada contra la

inflamacion interna y vaginal (41).

Las comunidades Mufabi y Suatia, provincia de Lampa, regiéon Puno en el Perd
es usado contra golpes y rasmillados (8). En Alasehir-Turquia, las hojas
machacadas son usada para combatir el reumatismo y las hemorroides (9) y en
Estambul-Turquia la infusion de las hojas son usadas como diurético (10). En
Aguambu — Bamumbu en Camerun, la administracion oral de la infusion de sus
raices son usados contra la sifilis (42). En Zapotitlan de las Salinas, Puebla en
México, la administracion oral de la infusion de las hojas son usados contra la
diarrea (12). La poblacion que habita en el Parque Natural Arrabida en Portugal
usa la administracion oral de la infusion de las semillas secas contra la diarrea
(13). Al lado Norte-Oeste de Molise, en ltalia, la decoccién de la hoja se emplea
para combatir las odontalgias (43). En algunas partes de Iran, el fruto es usado
para reducir los niveles de lipidos en sangre y las hojas para reducir la presion
arterial (44). En algunos lugares de Sudafrica, la administracion oral de la
decoccion de las hojas es usada en el dolor de estbmago y el tratamiento de
heridas (45).

2.2.1.5. Composicion quimica

Rumex crispus es una especie rica en antraquinonas como Przewalsquinona B,
metilantraquinona, ziganeina, 1,3,5-trihidroxi-6-hidroximetilantraguinona, rumexina
(figura 1) (46).
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1 R=0CH3 Ri=H, R =CH3
2 R=CH3 Ry=Rx=H
3 R=0H, Ry;=CHOH Ry

Figura 1. Antraquinonas presentes en las raices de Rumex crispus. 1: Przewalsquinona B; 2:
Ziganeina; 3: 1,3,5-trihidroxi-6-hidroximetilantraquinona; 4: Rumexina (46).

Otras de las quinonas presentes en esta especie son acido crisofanico, emodina y
1,8-dihidroxi-3-metil-9-antrona (47).

Es importante mencionar que las quinonas son constituyentes de interés
farmacognostico en esta especie ya que la quinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-9-

antrona (figura 3) es marcador quimico de las raices de Rumex crispus (48).
OH
0

OH

Figura 2. La quinona como marcador quimico de las raices de Rumex crispus, 1,8-dihidroxi-3-
metil-9-antrona (48).

Otros metabolitos secundarios presentes en esta especie son los flavonoides,
quercetina; quercitrina y rutina; Vitamina C y el terpeno 3-caroteno (49).

Los aceites esenciales de esta especie presentan principalmente monoterpenos,
hidrocarburos de cadena abierta con grupos funcionales como cetonas y

aldehidos pero en menor cuantia fenilpropanoides (37,50).
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2.2.2. Trichophyton rubrum

Este hongo es responsable con la capacidad de producir queratinasa, una enzima
proteolitica que lisa a la queratina para alimentarse de los péptidos y aminoacidos

resultantes (51).

2.2.2.1. Taxonomia

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Género: Trichophyton

Especie: T. rubrum

2.2.2.2. Caracteristicas morfolégicas

Trichophyton rubrum es un hongo saprétrofo antropdfilo, que coloniza las capas
superiores de la piel muerta, y es la causa mas comun del pie de atleta, infeccion
por hongos en las ufias, comezon vy tifia en todo el mundo. Con macroconidias
frecuentes, lisas y con pared delgada y con abundantes microconidias esféricas y
piriformes (25).

2.2.3. Extraccion y extractos

Para la obtencion de principios activos de una planta, es preciso usar una técnica

de extraccion. El producto de la extraccion es el extracto (52).

2.2.3.1 Macerado

Técnica de extraccion en la que la droga vegetal es sumergida en un disolvente,

con el unico propdsito de ser extraidos con ese disolvente (52).
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2.3 Formulacion de las hipoétesis

2.3.1 Hipotesis general

1. Sitiene el extracto hidroalcoholico de la inflorescencia de Rumex
crispus (lengua de vaca) efecto antimicético, in vitro, frente
cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188.

2.3.2 Hipotesis especificas

1. Si presenta el extracto hidroalcohodlico de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua de vaca) un grado de concentracion
oOptimo que genera efecto antimicotico frente a cepas
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

2. Si presenta el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua de vaca) metabolitos secundarios
(quinonas y flavonoides) que generan efecto antimicético, in

vitro.
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2.4 Operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES INDICADORES FUENTE INTRUMENTO
Extracto - Concentraciones: Diluciones de Ficha de
hidroalcohdlico de 1000 mg/ml extracto observacion
la inflorescencia de 750 mg/ml
Rumex crispus. 500 mg/ml
(lengua de vaca) 250 mg/ml

- Metabolitos
secundarios (quinonas,
terpenos y compuestos Tamizaje
fenolicos) fitoquimico
Efecto antimicético | Halos de inhibicion del Vernier Ficha de

crecimiento  (mm)

Trichophyton rubrum

de

observacioén

2.5 Definicién de términos basicos

Cepa: Grupo de organismos emparentados, como las bacterias, los hongos o los

virus, cuya ascendencia comun es conocida (53).

Droga vegetal: Es la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica (54).

Fitomedicamento: Son el producto final utilizado por la fitoterapia que se

consigue luego de que se estandariza el extracto y una vez se apliquen las

técnicas de la industria farmacéutica (55).
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Flavonoides: Son compuestos fendlicos constitutivos, de las plantas,
provenientes de la unidn de las rutas biosintéticas del acido shikimico y acetato,

con un nucleo 2-fenilcromen-4-ona (52).

Metabolito secundario: Término usado para los compuestos que no intervienen

en el metabolismo fundamental de los seres vivos (56).

Medicina tradicional: La medicina tradicional es todo el conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico, la mejora

o el tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (57).

Micosis: Infeccion producida por ciertos hongos en alguna parte del organismo
(58).

Onicomicosis: Es una infeccion crénica y progresiva de las ufias causada por
hongos (59).

Sepsis: La sepsis es una enfermedad grave. Ocurre cuando el cuerpo tiene una
abrumadora respuesta inmunitaria a una infeccién bacteriana. Las sustancias
guimicas liberadas a la sangre para combatir la infeccibn desencadenan una

inflamacion generalizada (60).

Terapéutica: Conjunto de practicas y conocimientos encaminados al tratamiento
de dolencias (61).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio que se emplearda para esta investigacion sera de tipo
“experimental”. Para Hernandez, Collado y Baptista (2014) los disefios
experimentales son los que permiten la manipulacion intencionada de una o mas
variables independientes para analizar las consecuencias que se generan en la
variable dependiente. Segun este postulado, en este estudio, se manipulara de
manera intencionada la variable independiente “Extracto hidroalcohdlico de la
planta Rumex Crispus (Lengua de vaca)” para luego analizar las consecuencias
de manipulacion que se generardn en la variable dependiente “Efecto
antimicético”. Ademas, la investigacion sera de enfoque cuantitativo, ya que se
presentaran los resultados a través de mediciones numéricas (nm) para probar las

hipotesis planteadas en este estudio.

3.2 Diseflo de investigacion

La investigacion presenta un disefio de estudio de experimento puro, ya que se
manipulo la variable independiente (Extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia
de Rumex crispus) y se midio su efecto sobre la variable independiente (El efecto
antimicético in vitro en cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188). El presente
estudio es de corte longitudinal y prospectivo, puesto que las variables no son

relacionadas y se miden en un solo determinado momento del ensayo.

3.3 Poblacioén

15 Arbustos de Rumex cripus provenientes del distrito de Palca, provincia de

Tarma, regién Junin colectadas en area aproximada de 25 m?.
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3.4 Muestra

Estuvo conformada por 19.34 g de inflorescencia de Rumex crispus provenientes

del distrito de Palca.

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Instrumento a utilizar fue una ficha de observacion participante.

3.6 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se procedié6 a organizar las fichas de recoleccion y enumerarlas para ser
ingresadas a la base de datos en el software SPSS version 22, bajo las

modificaciones planteadas por el investigador.

La informacion recolectada se analizo con el especialista que nos asignaron en el
aula de tecnologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega con una nueva version de acceso. Para lo
cual, se llevd a cabo la aplicacion de estadistica descriptiva para establecer la
distribucion de los datos recolectados a través de medidas de tendencia central,
dispersion, forma y posicion. También se utilizd estadistica inferencial para las
hipotesis de la investigacion. Se presentd los resultados en tablas con su
respectiva representacion grafica. Para analizar diferencias significativas de
medias independientes de los cuestionarios, se utilizo la prueba paramétrica Test

de Dunnet. Se considero un margen de error estadistico de 5 por ciento.
3.7 Materiales y reactivos
3.7.1 Materiales y equipos
Incubadoras
Autoclave
Balanza analitica
Estufa

Rotavapor
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Plancha calefactora
Campana extractora

Cabinas de bioseguridad
Bafio maria

Mechero bunsen

Matraz Erlenmeyer 500 mL
Embudo de vidrio

Papel craft

Pabilo

Vortex (agitador para tubos)
Vernier

Pinza punta plana

Placas petri de 100 mm
Marcador de vidrio

Balones de fondo plano de 250 mL y 500 mL
Asa de kolle, en anillo y aguja
Hisopos de Algodon estériles
Tubos 150 x 18 mm

Algodon

Bombilla (propipeta)

Pipetas graduadas de 1, 5, 10, 20y 25 mL
Gradillas tubos de 150 x 180

Discos (Papel whatman N° 1)
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Tijeras

Perforador

Cepa de Trichophyton rubrum ATCC 28188

3.7.2 Reactivos

Agar Dextrosa Sabouraud
Solucion salina

Cloruro de bario

Acido sulfarico

Nistatina estandar en disco
Agua destilada

Hidroxido de sodio
Cloruro férrico

Anhidrido acético

Sulfato de cobre

Tartrato de sodio potasio
Gelatina

Cloruro de sodio
Magnesio

Acido clorhidrico
Carbonato de sodio
Citrato sodio potasio

a-naftol
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Nitrato de bismuto
Yoduro de potasio
Acido nitrico

Cloruro de magnesio
Yodo resublimado
Eter de petréleo
Diclorometano
Cloroformo

Etanol

Metanol

3.8 Procedimiento experimental

3.8.1 Recoleccién

La recoleccidon de la especie vegetal Rumex crispus se realizo en el distrito de
Palca, provincia de Tarma, region Junin en el Pert el mes de marzo del 2018. El
material recolectado fue almacenado en recipientes acartonados con
ventilaciones constantes y transportadas a Lima en una caja con agujeros. Luego,
se procedi6 a seleccionar el material en mejor estado para desechar las
inflorescencias incompletas o en proceso de oxidacién y acto seguido se limpiaron
con un pincel grueso. Después de seleccionadas y limpias, se trozaron para
facilitar su posterior secado en una estufa con aire circulante a 40 °C durante 48

horas (figura 3).
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Figura 3. Inflorescencia de Rumex crispus sobre papel craft dentro de una estufa
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

El material seco se redujo de tamafio por trituracion mecéanica (con las manos
cubiertas). Se obtuvo 19.34 g de polvo seco y luego fue vertido sobre un frasco de

vidrio de color &mbar para una posterior extraccion por maceracion con etanol de

96° (Figura 4).

Figura 4. Frasco ambar con 19.34 g de inflorescencia seca y pulverizada. Se esta vertiendo etanol
de 96°.

Fuente: Elaboracién propia, 2018.
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El macerado se realizO a temperatura ambiente durante una semana con
agitacion diaria (2 por dia). El liquido resultante se filtré con papel filtro al vacio

con whatman N° 1 y un equipo de filtracion al vacio (Figura 5).

Figura 5. Filtracion al vacio del extracto hidroalcoholico de la inflorescencia de Rumex crispus.
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

El liquido filtrado se concentrdé con un rotavapor hasta lograr un volumen de 30
mL para luego ser vertido sobre una placa petri y facilitar la evaporacién del

disolvente (Figura 6).
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Figura 6. Placas petri con el liquido resultante de la evaporacion de parte del disolvente de la
extraccion (extracto hidroalcoholico + disolvente) de inflorescencia de Rumex crispus.
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Después de la eliminacion del disolvente el extracto se almacen6 en un pequefio
frasco ambar de vidrio de color ambar para facilitar el pesado del extracto. Se

obtuvo 3.55 g de extracto (Figura 7).

Figura 7. Pesado del extracto hidroalcohdlico seco de la inflorescencia de Rumex crispus.
Fuente: Elaboracién propia, 2018.
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3.8.2 Ensayo de solubilidad

Se tomo 6 tubos de ensayo y se coloco en cada uno de ellos 100 mg del extracto
crudo y luego se verti6 0.25 mL de los disolventes indicados (Eter de petréleo,
diclorometano, cloroformo, etanol, metanol y agua destilada) se agitd. Se observo
la formacion de mezcla soluble (mezcla homogénea) y mezcla insoluble (mezcla
heterogénea) (62).

El presente ensayo se realizé en los laboratorios de la facultad de Ciencias

Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

3.8.3 Tamizaje fitoquimico

El presente ensayo fue realizado en los laboratorios de la facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

Se disolvieron 0.5 g de extracto seco en 20 mL de metanol (Disolvente que logro
disolver todo el extracto en el ensayo de solubilidad) y se vertié 1 mL en cada uno
de los 14 tubos de ensayo diferentes. Acto seguido se procedidé a ejecutar la

marcha fitoquimica descrita a detalle en la tabla 1.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la inflorescencia de Rumex

crispus
Posicion Muestra -
Ensayos . Interpretacion
del tubo equivalente
Borntrager 25 mg Quinonas
o Compuestos
Cloruro férrico 25 mg .
fenadlicos
Liebermann-Burchard 25 mg Terpenos
Dragendorff 25 mg Alcaloides
Mayer 25 mg Alcaloides
“ Wagner 25 mg Alcaloides
Baliet Lactonas
alje
: 25 mg a,B-insaturadas
“ Gelatina 25 mg Taninos
“ Gelatina-sal 25 mg Taninos
NaOH 25 mg Antocianinas
N Azlcares
enedic
el reductores
_ Azlcares
12 Fehling 25 mg
reductores
Molish 25 mg Carbohidratos
Shinoda 25 mg Flavonoides

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

3.8.4 Ensayo antimicoético

Preparacion del estandar 0.5 de Mc Farland

Se preparo la solucion de cloruro de bario 0.048 M: Se pes6 0.499 g de cloruro de
bario para, posteriormente, ser disuelto con agua destilada en un matraz aforado
de 50 ml.

Se preparé la solucion de &cido sulfarico 0.18 M: Se disolvié 1.01 ml de acido
sulfarico concentrado en 100 ml.
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El estandar 0.5 de Mc. Farland se obtuvo disolviendo 0.5 ml de la solucién de
cloruro de bario 0.048 M con 95.5 ml de &cido sulftrico 0.18M.

Figura 8. Proceso de la preparacién del estandar 0.5 de Mc. Farland
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Preparacion del inéculo

Se pes6 2.4 g de caldo papa dextrosa para luego ser disuelto con 100 ml de agua
destilada. La solucion resultante contenida en un frasco de vidrio transparente se
esteriliz6 con una autoclave a 121°C durante 15 min. El caldo esterilizado se

vertié a un tubo de ensayo de 15 x 125 mm después de enfriarse.

El producto Kwik-stik microbiologics® contiene a la cepa de Trichophyton rubrum
ATCC 28188 liofilizada en un pelet. El pelet fue disuelto con el liquido que provee
el fabricante en la parte superior del Kwik-stik. Luego de disuelto el pelet, se
procedio a empapar el hisopo que forma parte del producto con la solucion que
contiene a la cepa para luego homogenizar el mismo hisopo en el caldo
esterilizado y recientemente preparado. La cepa reconstituida se incub6 a 30 °C

por 48 horas.
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La turbidez del caldo resultante después de las 48 horas de incubacion se ajusto
a la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland con solucién salina (NaCl 0.9 por
ciento), por comparacion visual, se miré los tubos contra un fondo blanco con
lineas negras como contraste. La suspension preparada contendra
aproximadamente 1 a 2 x 10® UFC/ml (63).

Figura 9. Proceso de la preparacién del in6culo
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Inoculacién de las Placas

Se disolvieron 65.67 g de agar dextrosa sabouraud en 1000 ml de agua destilada.
La solucion resultante contenida en un frasco de vidrio transparente se esterilizd
con una autoclave a 121 ° C durante 15 min (indicacion del fabricante). Después
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de este proceso, la solucibn resultante parcialmente fria se vertid
aproximadamente 25 ml en 10 placas petri estériles de 90 x 15 mm para luego

dejarlas reposar hasta lograr que gelifiquen.

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo, se
procedié a sumergir en él un asa de siembra calibrada de 10 ul para después
inocular a 10 placas con agar dextrosa sabouraud, estriando con el asa de
siembra en tres direcciones para asegurar una distribucién uniforme del in6culo

sobre la superficie del medio de cultivo contenido en las 10 placas Petri.
Preparacion de los discos

La preparacion de los discos de difusion es una operacién que se ejecuta en
paralelo o antes de la inoculacion de las placas. Los discos usados para este
ensayo fueron obtenidos con papel filtro whatman N° 1 cortados hasta obtener 9
mm de diametro previamente esterilizados. En cada placa petri inoculada, se
colocaron 5 discos de difusibn comprendidos de la siguiente manera:

A: Extracto a 1000 mg/ml

B: Extracto a 750 mg/ml

C: Extracto a 500 mg/ml

D: Extracto a 250 mg/ml

E: 50 ug de clotrimazol

Para lograr las concentraciones descritas, se realizaron las siguientes diluciones:

A: Se disolvieron 2 g de extracto de la inflorescencia de Rumex crispus con 2 mi

de dimetilsulfoxido.

B: Se disolvieron 1000 pl de A con 333 pl de de dimetilsulfoxido
C: Se disolvieron 100 pl de A con 100 pul de dimetilsulfoxido

D: Se disolvieron 100 pl de A con 300 pl de dimetilsulfoxido

E: 100 mg de Clotrimazol estandar en 20 ml de dimetilsulféxido.
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Los discos fueron embebidos con los extractos a diferentes concentraciones para
luego ser puestos sobre la superficie del medio de cultivo sélido de las placas
previamente inoculadas con la cepa Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Antes de colocar los discos, se dejara secar los discos a temperatura ambiente

durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial (63).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados

4.1.1 Ensayo de solubilidad

El extracto hidroalcohdlico seco evidencié solubilidad en disolventes polares y

medianamente polares. Se detallan los resultados en la tabla 2 y figura 10.

Figura 10. Ensayo de solubilidad del extracto hidroalcohdlicos de la inflorescencia de
Rumex crispus
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Tabla 2. Ensayo de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex

crispus.

Cantidad de

Disolvente Resultado

extracto

Eter de petroleo + 100 mg
Diclorometano ++ 100 mg
Cloroformo ++ 100 mg
Etanol ++++ 100 mg
Metanol ++++ 100 mg
Agua + 100 mg

Leyenda:
Ausencia: (-); Leve: (+); Moderado: (++); Medio: (+++) y Abundante: (++++)

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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4.1.2 Tamizaje fitoquimico

crispus.

V gts de éter de petréleo + I

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex

++++ (Rojo en

Borntrager Quinonas
gts de NaOH 5% fase acuosa)
- e Compuestos ++++ (Azul muy
oruro férrico 0 .
fenélicos 1] gtS de FeC|3 1% |ntenso)
Liebermann- Terperos Il gts Ac,Of H,SO, (50:1) +1  *+* (Verde)
Burchard gts AcOH
Il gts de (A+B/100 ml H,0) + (ppdo naranja)
Dragendorff  Alcaloides A: 8 g Bi (NOg)s.5H,0/20 ml
HNO;
B: 27,2 g/50 ml H,O
Il gts (A+B/100 ml H,0) + (ppdo blanco)
Mayer Alcaloides A: 1,36 g HgCl/60 ml H,O
B: 5 g KI/10 ml H,O
Wagner Alezlaiiles Il gtsde [(1,27 g I, + 2 g KI/5 + (ppdo marrén)
Baljet Lactonas a,B- | gt de (Acido picrico 1% en -
insaturadas EtOH 95° + NaOH 10 %)
Gelatina Taninos Il gts gelatina 1% ++++ (ppdo)
Gelatina-sal Taninos I gts de (1 g gelatina+ 10 g ++++ (ppdo)
NaCl/100 ml H,0)
NaOH Antocianinas Il gts NaOH 10% -
; V gts de [(1,73 g ++++ (ppdo rojo)
Benedict Azucares CuS0,.5H,0+17,3 g citrato de
reductores sodio+ 10 g Na,C0O3)/100 ml
H,O] y calentar 10’
) V gts de CuSO,4.5H,0 7% +V  ++++ (ppdo rojo)
=chifie Azlcares gts (17,5 g tartrato de sodio
reductores potasio + 5 g NaOH/50 ml
H,0) y calentar 10’
Molish Carbohidratos Il gts a-naftol + 2 ml H,SO, + (anillo morado)
Shinoda Flavonoides Mg + Il gts HCI ++ (rojo)
Leyenda:

Ausencia: (-); Leve: (+); Moderado: (++); Medio: (+++) y Abundante: (++++)
Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla 3 se observa que, el extracto hidroalcohdlico seco evidencid

principalmente presencia de quinonas, taninos, azlcares reductores y

flavonoides, en ese orden de prioridad.

35



4.1.3 Ensayo antimicético

El ensayo antimicotico no evidencia halos de inhibicion para ninguno de los
grupos experimentales, pero si evidencia halos de inhibicion del crecimiento de
Trichophyton rubrum. La tabla 4 y figura 11 muestra a detalle el diametro de los

halos de inhibicién.

Figura 11. Placa con el resultado del ensayo antimicético. A: Ext. 1000 mg/ml; B: Ext. 750 mg/ml;
C: 500 mg/ml; D: 250 mg/ml; E: Clotrimazol.
Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Tabla 4. Didmetro de los halos de inhibicion del ensayo antimicético.

Halos de inhibicién (mm)

Placa petri A: B: C: D: E:
- 1000 mg/ml 750 mg/ml 500 mg/ml 250 mg/ml Clotrimazol 50 pg
14.59 13.56 0 0 17.43
14.08 12.02 0 0 17.94
14.27 11.5 0 0 18.36
13.86 10.47 0 0 17.18
12.87 9.88 0 0 17.4
“ 13.66 9.99 0 0 16.04
13.03 11.01 0 0 16.84
“ 11.68 11.15 0 0 17.02
“ 14.88 10.98 0 0 17.25
14.44 10.98 0 0 18.49

Promedios 13.74 11.15 +
0.97 106 0 0 17.40 +0.73

Leyenda: Los grupos A: Ext. 1000 mg/ml; B: Ext. 750 mg/ml; C: 500 mg/ml; D: 250 mg/ml; E:
Clotrimazol. DE: Desviacién estandar

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

36



Los resultados de la estadistica descriptica mostrados en la tabla 4 evidencian

gue los resultados tienen una distribucién normal.

Los grupos experimentales A y B evidenciaron halos de inhibicién de 13.74 + 0.97

mmy 11.15 + 1.06 mm respectivamente, muy por debajo del grupo control.

Tabla 5. Comparaciones multiples mediante el test de Dunnet para el ensayo antimicético
del extracto hidroalcohélico de Rumex crispus.

Intervalo de

Diferencia de | confianza de

EGIETS la diferencia
95 %

Evs A 3.659 2.843 a 4.475 < 0.0001*
EvsB 6.241 5.425 a 7.057 < 0.0001* Diferentes
EvsC 17.40 16.58 a 18.21 < 0.0001* Diferentes
EvsD 17.40 16.58 a 18.21 < 0.0001* Diferentes

Significancia Decision

Grupos

Diferentes

Leyenda:
A: Extracto 1000 mg/ml; B: Extracto 750 mg/ml; C: Extracto 500 mg/ml; D: Extracto 250 mg/mly E:
Clotrimazol 50 ug. *: P< 0.05: Diferencia estadisticamente significativa

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

El ensayo antimicético evidencié diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos experimentales y el control positivo (p<0.0001) por la prueba de Dunnet.
Los detalles se muestran en la tabla 5. A pesar de que existe diferencia
significativa (p<0.0001) entre el grupo control y los grupos experimentales; el
grupo A, B, Cy D no superan los halos de inhibicién del grupo control (clotrimazol

50 pg).

4.2 Contrastacion de hipotesis

4.2.1 Contrastacion de hipoétesis general

Se realizé la contrastacién de hipétesis de esta investigacion, considerando que la
hipotesis general es:

37



“Si tiene el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus (lengua
de vaca) efecto antimicoético, in vitro, frente cepas de Trichophyton rubrum ATCC
28188".

La complejidad de la hipotesis general, se subdividié en hipotesis especificas.
4.2.2 Contrastacion de hipotesis especificas

Las hipoétesis especificas planteadas en esta investigacion fueron:

HE1: Si presenta el extracto hidroalcoholico de la inflorescencia de Rumex crispus
(lengua de vaca) un grado de concentracion Optimo que genera efecto

antimicético frente a cepas Trichophyton rubrum ATCC 28188.

HEZ2: Si presenta el extracto hidroalcoholico de la inflorescencia de Rumex crispus
(lengua de vaca) metabolitos secundarios (quinonas y flavonoides) que generan

efecto antimicotico, in vitro.

Para realizar la docimasia se formuld las siguientes hipoétesis estadisticas para

determinar si la distribucion de los resultados es normal:

HO: Los halos de inhibicion del todos los grupos del ensayo antimicético sigue una

distribucion normal.

H1: Los halos de inhibicion del todos los grupos del ensayo antimicotico no sigue

una distribucién normal.

En esta investigacion se trabajé con un nivel de confianza del 95 %, que

corresponde a un nivel de significancia de 5% = 0.05.

Tabla 6. Prueba de normalidad de los halos de inhibicién del ensayo antimicético

Grupo Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

s Estadistico Gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos A ,169 10 ,200° 921 10 ,369
de B ,202 10 ,200° ,897 10 ,201
inhibi  E 181 10 ,200° ,958 10 758
cién
Leyenda:

A: Extracto 1000 mg/ml; B: Extracto 750 mg/ml; C: Extracto 500 mg/ml; D: Extracto 250 mg/ml y E:
Clotrimazol 50 pg.

Fuente: Elaboracién propia, 2018.
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El ensayo antimicético se ejecutdé con un tamafio muestral igual a 10, por esta
razon se considera los resultados mostrado en de la prueba Shapiro-Wilk (tabla
6). Al encontrarse con el resultado de que los halos de inhibicion de los extractos
a 1000 mg/ml, 750 mg/ml y clotrimazol con un p-valor mayor a 0.05 se rechazé la
hipotesis alternativa, por esta razon se declaré que la distribucion de los
resultados es normal, lo que sustenta la siguiente prueba estadistica. Los
resultados del ensayo para extractos a 500 y 250 mg/ml se omitieron porque los

resultado que mostraron fue cero.

Para realizar la docimasia de la hipétesis 1 se formul6 las siguientes hipétesis
estadisticas:

HO: No presenta el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus
(lengua de vaca) un grado de concentracibn Optimo que genera efecto

antimicético frente a cepas Trichophyton rubrum ATCC 28188.

H1: Si presenta el extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus
(lengua de vaca) un grado de concentracion Optimo que genera efecto

antimicético frente a cepas Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Se compar6 las medias de la variable cuantitativa en cada uno de los grupos que
conforma cada estrato o categoria de la variable nominal, por ello se utilizé un
modelo matematico mas amplio: el Analisis de la Varianza (ANOVA de una via),
gue va a permitir explorar entre qué grupos concretos estan o no esas diferencias.
La tabla 5 evidenci6é diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
experimentales (extracto a 1000, 750, 500 y 250 mg/ml) frente al control positivo
(p<0.0001) por la prueba de Dunnet. Las comparaciones multiples del test de
Dunnet evidencio p-valores menores a 0.05, por esta razdn se rechazo la

hipoétesis nula.
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4.3 Discusion

El ensayo evidencié un discreto efecto antimicotico (figura 11 y tabla 4) de los
discos con extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus a 1000
y 750 mg/ml a diferencia de las concentraciones 500 y 250 mg/ml, que no
evidenciaron efecto antimicético alguno. Los discos de difusiébn con extractos a
1000, 750, 500 y 250 mg/ml respectivamente mostraron diferencia
estadisticamente significativa (p<0.0001) en sus halos de inhibicion frente a los
discos de clotrimazol (tabla 5). Otros autores evidenciaron el efecto
antimicrobiano de Rumex crispus y otras especies del género Rumex. En algunas
investigaciones, se evidenciaron efecto antifungico en especies del género. El
fruto de las especies Rumex crispus, Rumex acetosa, Rumex acetosella, Rumex
confertus, Rumex hydrolapathum y Rumex obtusifolius colectadas en Polonia
evidenciaron concentraciones minimas inhibitorias desde 250 — 500 pug/ml contra
Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans, Candida parapsilosis Yy
Aspergillus niger (64). Estos resultados refuerzan los obtenidos en el presente
trabajo pero muestran mucha mayor actividad biolégica con un 6érgano diferente
de otras especies del mismo género taxonémico provenientes de un pais diferente

mediante un ensayo in vitro diferente.

Mediante ensayos para evaluar el efecto antibacteriano y antifangico por el
método de poso y disco de difusion en agar de los aceites esenciales extraidos
con cloroformo, etanol y agua de Rumex crispus y Rumex cristalus, se logro
evidenciar halos de inhibicion de 18.1 + 4.4; 19.2 £+ 3y 7 £ 1 mm de diametro
producidos por el aceite esencial de Rumex crispus extraido con etanol,
cloroformo y agua en pozos; 30.2 + 2; 31.5 £ 4.5 y 0 mm de didmetro producidos
por el aceite esencial de Rumex crispus extraido con cloroformo, etanol y agua en
disco; 22.4 £5.2; 24.4 + 3.5y 14.2 + 1.2 mm de diametro producidos por el aceite
esencial de Rumex cristalus extraido con cloroformo, etanol y agua en pozos y
27.1 £4; 29 + 6.5y 0 mm de diametro producidos por el aceite esencial de Rumex
crispus extraido con cloroformo, etanol y agua en disco frente al hongo Candida
albicans, respectivamente (37). Estos resultados refuerzan el resultado del
presente trabajo pero a partir de un extracto diferente de la misma especie
proveniente de un pais diferente. La mayor actividad antimicética de los dos

trabajos antes citados pueden ser debido a una composicion quimica diferente a
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la del extracto hidroalcohodlico de la inflorescencia de Rumex crispus ya que
provienen de diferentes técnicas de extraccion, diferente origen geografico y

organo implicado.

Otros autores también publican la negacion de la actividad antimicotica de la
especie Rumex crispus y otras especies del género Crispus. Mediante ensayos
para evaluar el efecto antibacteriano y antifingico del extractos éter etilico, etanol
y agua de las hojas y raices de Rumex crispus proveniente de Turquia, y se
evidencio que ninguno de esos extractos presenta efecto antimicotico, pero si
efecto antibacteriano (34). Un autor diferente evidenci6 mediante el ensayo
antifingico con discos de difusidbn que los extractos metanol y hexano de las
raices y extractos hexano, acetona y metanol de las partes aéreas de la especie
Rumex crispus proveniente de Turquia no presentan efecto antimicético, aunque
el extracto acetona de las raices si evidencio un moderado efecto antimicético
contra Candida albicans (36). No se evidencio efecto antifingico a 25; 50 y 100
alguno contra Trichophyton rubrum, Candida albicans y Aspergillus fumigatus, de
las especies Rumex nervosus y Rumex abyssinicus provenientes de Etiopia

aungue si evidencio6 efecto antibacteriano (65).

El moderado efecto antimicoético de los discos de difusion con extractos etanolicos
de las inflorescencias de Rumex crispus al 1000 y 750 mg/ml frente a
Trichophyton rubrum puede ser debido a la presencia de quinonas o flavonoides,
ya otros autores lograron aislar 1,3,8-trihidroxi-6-metilantraceno-9,10-diona, una
guinona con efecto antifungico contra Trichophyton rubrum, guiados por ensayos
antimicéticos contra Microsporum canis, Trichophyton rubrum Trichophyton
mentagrophytes y Ascosphaera apis a patir de planta entera de Rumex cyprius
(66). Ademas se publica que uno de los constituyentes principales de las especies
del género Rumex, por su amplia difusién y por la variedad de efectos biologicos,
es la quercetina (67) y este flavonoides, quercetina, evidencido el efecto
antimicotico contra Trichophyton rubrum (68).

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex
crispus evidencio la presencia de quinonas y taninos en mayor abundancia y
terpenos, flavonoides y alcaloides en menor proporcion. Vasas y col. (2015)

Publican que las especies del género Rumex son ricas en antraquinonas,

41



naftalenos, flavonoides, estilbenos, triterpenos, carotenoides y acidos fendlicos
(67).

Soto y col. (2015) También evidenciaron la presencia de quinonas y taninos como
metabolitos mayoritarios provenientes de un extracto de raices de Rumex crispus
colectada en La libertad (69) al igual que Moncayo y Santos (2014) a partir de la
misma especie proveniente de la misma region (31). Ademas que Choi y col.
(2004) Aislaron y evidenciaron que las quinonas son metabolitos secundarios
mayoritarios en las raices de Rumex crispus proveniente de Corea (35).

Mojab y col (2003) Determinaron la presencia de flavonoides, taninos y saponinas
en el extracto metanolico, por extraccion con soxhlet, de las partes aereas de
Rumex crispus proveniente de Iran por reacciones de coloracion y precipitacion.

Pero niega la presencia de alcaloides (70).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. El extractos hidroalcohdlico de la inflorescencia de Rumex crispus (Lengua
de vaca) a la concentracion de 1000 y 750 mg/ml presentan efecto
antimicético in vitro frente a cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188

2. El extracto hidroalcoholico de la inflorescencia Rumex crispus (lengua de

vaca) presenta quinonas, taninos, azucares reductores y flavonoides.
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5.2 Recomendaciones

1. Realizar investigaciones para evidenciar los posibles efectos téxicos
topicos y sistéemicos (agudos y crénicos) del extracto de la inflorescencia y
otros 6rganos de Rumex crispus.

2. Continuar investigaciones quimicas y farmacoldgicas in vivo e in vitro de
otros organos de Rumex crispus para identificar compuestos quimicos con
efecto antifungico.

3. Continuar con investigaciones farmacolégicas sobre el extracto de la

inflorescencia para potenciar su modesto efecto antimicotico.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de clasificacién botanica de Rumex crispus

Hamilton W. Bealtran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesis Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segin RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta proporcionada por,
FABIOLA GABRIELA LOPEZ GUERRA, ha sido estudiada cientificamente y determinada
como Rumex crispus y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981,
se ubica en las siguientes categorias:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyliidae

Orden: Polygonales
Familia: Polygonaceae
Genero: Rumex

Especie: Rumex crispus L.

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para los fines que

estime conveniente.

Lima, 12 marzo 2018

Biga” Hamilton Beitran

Hamilton Wiimer Belrran Sant
mﬂbf@*&w'

CRE 2TIY

51



Anexo 2. Certificado de analisis de la cepa Trichophyton rubrum ATCC 28188.
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Anexo 3. Certificado de analisis de la cepa Trichophyton rubrum ATCC 28188
(continuacion)

-uker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B R
Meaning of Score Values
Range Im;arpre'latlun Symbols Color i
200 - 3.00 () ;_r.l‘ﬁ'll_u
! 1.7 - 1.99 Low-confidence identification _l | vellow
0.00 - 1.69 -1 red
Meaning of Consistency Categories (A - C) N
Category Interpretation

| High consistency: The best match is 4 tugh-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
identification i which the species or genus is identical to the best mateh. or (3) a nou-identification.

[ (B)
\which the genns is identical 1o the best match ot (2} a non-identification,

Low consisteney: The requirements for high consistency are not mer, The best match is a high- or low-
conhidence identification. The second-best match 1s (1) 4 high- or low-confidence whentification i

| (o) i,"h: consistency: The requirements for lugh or low consistency are not met

Sample Mame: Trichophyton rubrum
Sample Descripfion: 0444
Sample |D: 444-81
Sampile Crealion Date/Time:  2018-03-27T18:14:18,180 COKGTE
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobactena Library (bead methed), Filamentous Fungi Library 1.0, Listena
Sample Name Sample ID Organism |best match) Score Value
E4 ;
(+4+) (A} 444-81 Trichophylon rubrum_CC8
Commants:

igolates of DIFFERENT SFECIES are closely related and currently hard to distinguish on species level. Appropriate spacies of
Slich & group are marked with the same number after the "_CC" extension. Members of _CCB group are Trichophyton
equinum / interdigitale / mentagrophytes / rubrum / tonsurans ! vickaceumn and were marked as "Genus species_CCE" to show

thal these species belong to the same group,
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Anexo 4. Certificado de analisis del agar dextrosa Sabouraud.
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Anexo 5. Certificado de analisis del medio de cultivo, caldo papa dextrosa
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Anexo 6: Matriz de consistencia

EFECTO ANTIMICOTICO in vitro DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA PLANTA Rumex crispus (LENGUA DE VACA) EN CEPAS DE Trichophyton rubrum

ATCC 10218.
PROBLEMAGENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL OPERACIONALIACION DE VARIABLES | METODOLOGIA | INTRUMENTOS
Si tiene el extracto VARIABLE
¢ Tendra el extracto Determinar el efecto hidroalcohdlico de la INDEPENDIENTE | NDICADORES TIPO
inflorescencia de Rumex extracto hidroalcoholico crispus (lengua de vaca)
crispus (lengua de vaca) de la inflorescencia de efecto antimicotico, in Extracto L .
efecto antimicatico, in vitro, | Rumex crispus (lengua vitro, frente cepas de hidroalcohdlico de ;I;t?)mlljzl'ﬁ!lieco 1.Prospectivo
frente a cepas de de vaca) frente a cepas Trichophvton rubrum la inflorescencia de q o
. . phyt . 2.Cuantitativo
Trichophyton rubrum de Trichophyton rubrum ATCC 28188 Rumex crispus. .
. aplicado
ATCC 281887 ATCC 28188.
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS DEPENDIENTE | 'NDICADORES NIVEL
1. Determinar la 1. Sipresenta el
1. ¢ Presentara el extracto ' 2 d boli extracto hidroalcohélico El efecto Tamafio del Halo Experimental Ficha de
hidroalcohélico de | presencia de MEtabolitos | o 1, jng ia d timicético in vitro | de inhibicic T | i6
idroalcohdlico de la e la inflorescencia de antimicatico in vitro e inhibicion (mm) ransversa recoleccién de
: : secundarios que generen :
inflorescencia de Rumex I Rumex crispus (lengua en cepas de datos
. efecto antimicético, in ; .
crispus (lengua de vaca) . de vaca) metabolitos Trichophyton
. . vitro, del extracto . X
metabolitos secundarios . . secundarios (quinonasy | rubrum ATCC
hidroalcoholico de la ;
que generen efecto : . flavonoides) que generan | 28188.
PPN inflorescencia de Rumex AP
antimicético, in vitro? ; efecto antimicético, in
crispus (lengua de vaca). Vitro
2. ¢Presentara el extracto 2. Si presenta el extracto DISENO

hidroalcohdlico de la
inflorescencia de Rumex
crispus (lengua de vaca)
un grado de concentraciéon
Optimo que genere efecto
antimicotico frente a cepas
Trichophyton rubrum
ATCC 281887

2. Determinar el grado de
concentracion 6ptimo del
extracto hidroalcohdlico
de la inflorescencia de
Rumex crispus (lengua
de vaca) que genere
efecto antimicético frente
a cepas Trichophyton
rubrum ATCC 28188.

hidroalcohdlico de la
inflorescencia de Rumex
crispus (lengua de vaca)
un grado de
concentracién 6ptimo que
genera efecto
antimicotico frente a
cepas Trichophyton
rubrum ATCC 28188.

Experimental.
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