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Efecto antifingico de la 6leo-resina de Copaifera paupera comparada con
fluconazol sobre Candida albicans: un estudio in vitro.

Antifungal effect of Copaifera paupera oil-resin compared to fluconazole on Candida
albicans: an in vitro study.

Tedfilo Juan Horna-Reétegui ! Maria Rocio del Pilar Llague-Sanchez 2, Steve Tony Hurtado-Escamilo 3

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la eficacia antifiingica de la éleo-resina Copaiféra paupera comparada con fluconazol sobre Candida
albicans. Material y Métodos: Se aplicaron las técnicas de dilucién en medio sélido Tween 80 y difusién en pocillo por
técnica de Kirby-Bauer en Agar Miieller-Hinton. Se emplearon cepas ATCC 66027 de Candida albicansy la dleo-
resina de Copaiféra paupera a concentraciones de 50 %, 25 % y 12,5 %. Se establecié fluconazol (150 ug) como
control positivo y Tween 80 como control negativo. La incubacién se hizo a 35 + 2° C y las lecturas hasta las 72 horas.
Resultados: No hubo formacién de halos de inhibicién en cepas de Candida albicans a diferentes diluciones de
Copaifera paupera, Copaiféra paupera + Tween 80 y Tween 80, a diferencia del fluconazol con 150 ug se obtuvo una
media de 40 mm, su desviacién respecto a la media de 1,56mm y un rango intercuartilico de 2 mm considerando
también el valor maximo y minimo de 43 y 38 mm respectivamente. Conclusién: La Copaifera paupera no es eficaz
como antifingico frente a Candida albicans comparado con fluconazol.

Palabras Clave: Copaiféra paupera, Candida albicans, antifiingico, aceite de Copaiba, fluconazol.
SUMMARY

Objective: To evaluate the antifungal effectiveness of the oil — resin Copaiféra paupera compared with fluconazol in
Candida albicans. Material and Methods: It applied dilution techniques in solid milieu Tween 80 and diffusion in
well by Kirby-Bauer’s technique in Agar Miieller-Hinton. It used strains ATCC 66027 of Candida albicans and the
oil-resin of Copaifera paupera in concentration of 50 %, 25 % and 12,5 %. It established fluconazol (150 ug,) as
positive control and Tween 80 as negative control. The hatching it made in 35 + 2° C and the readings until 72 hours.
Results: There weren’t halo’s formation of inhibition in Candida albicans strains in different dilutions of Copaifera
paupera, Copaifera paupera + Tween 80 and Tween 80, in different from fluconazol with 150 ug it obtained one mean
of 40 mm, its deviate with the mean of 1,56 mm and a range interquartile of 2 mm considering also the maximum
and minimum value of 43 and 38 mm respectively. Conclusion: The Copaifera paupera is not effective as antifungal
in Candida albicans, compared with fluconazol.

Keywords: Copaifera paupera, Candida albicans, antifungal, Copaiba oil, fluconazol.
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Introduccién

Candida albicans es una de las mds frecuentes especies
de hongos oportunistas presente en diferentes
patologias clinicas, por lo que adquiere relevancia
dentro de las demds formas de su especie. La
epidemiologfa de las infecciones por C. albicans ha
ido cambiando en el mundo. !

En la dltima década se ha observado progresivamente
una mayor proporcién de candidemias causadas por
especies de Candida. A pesar de la introduccién de
nuevas terapias antifiingicas, la mortalidad atribuible
a esta patologia sigue siendo elevada, estimédndose en
cifras variables que van desde 29 % a 50 %. !

Por otro lado, la candidiasis vulvovaginal constituye
la segunda causa de vaginitis en mujeres en edad fértil
asi como en adolescentes. 2 En un estudio realizado en
nuestro pafs estimaron que la prevalencia de
candidiasis vaginal fue 11,25 %. 3

La fitoterapia surge debido a la necesidad de
identificacién y el desarrollo de nuevos agentes que
sean seguros y eficaces. + La practica medicinal con
plantas, ha sido utilizada desde tiempos muy antiguos
dandoles a ellas una propiedad importante para su
uso. Las plantas le han dado un rol fundamental como
medio para curar enfermedades en la poblacién
tradicional que es aproximadamente el 85%, en la
cual esta incluida la poblacién andina y amazdnica de
nuestro pafs. >

Los efectos atribuidos a la Copaiba en la medicina
popular incluyen anti-inflamatorio, anti-tetdnico,
anti-micético, anti-tumoral, anti-blenorragia y
actividades antisépticas urinarias. Ademds, se ha
utilizado para tratar la bronquitis, enfermedades de la
piel, tlceras, y la sifilis, asi como para la curacién de
heridas. Los estudios farmacoldgicos han demostrado
sus propiedades como un anti-inflamatorio,
gastroprotector, analgésico y cicatricial de heridas. ¢

Es necesario que los medicamentos de origen natural
se estandaricen quimicamente y se presenten las
pruebas para su uso con eficacia y seguridad. Por lo
tanto, el andlisis y la estandarizacién quimica de las
6leo-resinas de diferentes especies de Copaifera, es sin
duda esencial, por lo que debemos relacionar la
composicién quimica con la actividad bioldgica, de tal
manera que permita la validacién tanto de la
seguridad como la eficacia fito-medicinal con un
adecuado control de calidad. ?
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Material y Métodos

Se llevé a cabo un estudio experimental, aplicado,
longitudinal, explicativo. La poblacién estuvo
representada por todas las cepas de Candida albicans
ATCC (American Type Culture Collection) 66027 del
laboratorio del Hospital EsSalud II Chocope. La
unidad muestral estuvo constituida por cada una de
las placas conteniendo el cultivo de C. albicans y los
tratamientos en pocillos, que cumplen los criterios de
inclusién y exclusién. La unidad de anilisis estuvo
dada por cada placa Petri conteniendo las colonias de
C. albicans. Se establecieron 15 repeticiones por cada
tratamiento incluido el control.

RG1 X1 01
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 04

Donde:

- X1: Dilucién al 50 % de 6leo-resina de Copaifera
paupera.

- X2: Dilucién al 25 % de Obleo-resina Copaifera
paupera.

- X3: Dilucién al 12,5 % de Odleo-resina Copaifera
paupera.

- X4: Control positivo (fluconazol).
- O: Las observaciones del didmetro del halo de
inhibicién.

Fueron incluidas:

- Placas de cultivo joven de Candida albicans ATCC
66027 conteniendo mds de 105 wunidades
formadoras de colonias.

- Placas con Agar Mueller — Hinton y una altura de
4 mm.

Fueron excluidos:
- Cultivos jévenes de Candida albicans ATCC 66027
que hayan detenido su crecimiento.
- Cultivos jévenes de Candida albicans ATCC 66027
contaminados.

La técnica utilizada fue la observacién directa de
campo experimental. El procedimiento fue el
siguiente:

A. Adquisicién de la O6leo-resina de Copaifera
paupera:
Se obtuvo del Centro de Rehabilitacién de
Adicciones y de Investigaciéon de Medicinas
Tradicionales “Takiwasi” — Tarapoto, cuyo N° de
Lote fue: 110013.
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B. Preparacién del inéculo fiingico:

En el Laboratorio del Hospital II EsSalud
Chocope, la cepa de Candida albicans ATCC
66027, fue utilizada para preparar un inéculo
estandarizado, para lo cual se suspendi6 en 3 mL
de solucién salina fisiolégica (SSF) estéril cinco
colonias representativas, obtenidas de un cultivo
de 18-24 horas crecidas en Agar Sabouraud
Dextrosa (ASD) a 35 + 2° C. El indculo final para
prueba se llevé a una absorbancia equivalente a
0,05 en el turbidimetro de Microscan® y la
suspension fue equivalente a 1,4x10° - 1,5x10°
UFC/mL, determinado por diluciones decimales
sobre placas de Agar Sabouraud, inoculando
alicuotas de 10 ul y extendidas con el asa
Digralski e incubadas en las mismas condiciones
antes citadas para observar el crecimiento hasta
las 72 horas. Una vez preparados los indculos se
utilizaron dentro de los 15 minutos.

C. Sistemas para determinar el efecto antiftingico de

Copaifera paupera.

a. Dilucién en medio sélido:
Al ASD doblemente concentrado, esterilizado
en autoclave, se incorpord la dleo-resina de
Copaiféra paupera y el surfactante hidrofilico
polisorbato 80 & Tween 80 (T-80), a
aproximadamente 56° C. La concentraciéon
final del Tween-80 en el sistema fue
equivalente a 5 ug/ml (0,05 %), para
solubilizar la Oleo-resina de Copaifera
paupera, y la Oleo-resina se probé a
concentraciones de 50 %, 25 %y 12,5 % (N/2,
N/4 y N/8, respectivamente). Sobre la
superficie de este sistema dispensado en placas
de Petri y por triplicado, se sembr6 20 uL del
inéculo de Candida albicans, que luego de ser
extendidas con el asa Digralski se incubaron a
35 + 2° C para observar el crecimiento hasta
las 72 horas.

b. Difusién en pocillo por Técnica de Kirby-
Bauer:
Sobre el Agar Miieller Hinton —Tween 80 al
0.05% contenido en placas de Petri, 20 uL del
in6culo de Candida albicans se extendieron
con el asa Digralski y luego se les practico 6
pocillos equidistantes. Tras el secado a
temperatura ambiente del liquido que
acompaiia al indéculo, en no mds de 30
minutos, en cada uno de dichos pocillos y por
separado (15 repeticiones) se inocul6 50 uL de
la dleo-resina de Copaifera paupera al 100% y
50% (en T-80); Fluconazol (150 ug, como
control POSITIVO) y T-80 (control
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NEGATIVO). La incubacidn se hizo a 35 + 2°
C y las lecturas hasta las 72 horas.

Los datos de las observaciones se organizaron
inicialmente identificando cada grupo de estudio
segun diluciones, posteriormente se registraron las
mediciones del halo inhibitorio a las 72 horas.
Igualmente se anotaron los resultados de los controles
tanto positivos y negativos utilizados. Se elaboraron
las tablas y gréficos. El registro de datos fue ingresado
en una base de datos elaborada en el paquete
estadistico SPSS versién 21, version en espaiiol.

Para el andlisis de los datos obtenidos se emplearon
estadisticos como: promedios para cada dilucidn,
desviacién estdndar para cada dilucién, cuadros y
graficos estadisticos, andlisis de varianza ingresando
los valores del tamaiio por cada dilucién; y pruebas de
comparaciéon multiple como: diferencia minima
significativa, Tukey, usando prueba t de student para
el andlisis de varianza (ANOVA).

Resultados

Tabla 1. Indicadores estadisticos sobre el tamaifio del
halo de inhibicién de Candida albicans en distintas
diluciones de Copaifera paupera, Tween 80 y
Fluconazol 150 ug.

Dilucié " Medi Desviacién Rango M Mixi
b | M Tipica | Intercuartilico
Copatlera | 0 0 0 0 0
paupera
Fluconazol
40 40 156 2 38 43
150 ug
C. paupera
+ Tween 80 0 0 0 0 0 0
Tween 80 0 0 0 0 0 0

Fuente: Cultivos en Laboratorio de Microbiologia —
Hospital II EsSalud Chocope.

Tabla 2. Efecto de las diluciones de Copaifera
paupera, Tween 80 y Fluconazol 150 ug sobre
Candida albicans.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18000 3 6000 9882,4 ,000
Intra-grupos 34 56 ,607
Total 18034 59

Fuente: Cultivos en Laboratorio de Microbiologia —
Hospital II EsSalud Chocope.
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Tabla 3. Comparacién de efecto sobre Candida
albicans a distintas diluciones.

Dilucién 1 Dilucién 2 (:m ;s Sig.
de medias | tipico

Fluconazol 150ug -40.00 .28 .00
C. paupera | C. psupers + Tween 80 .00 .28 1.00
Tween 80 .00 .28 1.00
C. paupera 40.00 .28 .00

Fluconazol
150 ug C. paupera + Tween 80 40.00 .28 .00
Tween 80 40.00 .28 .00
C. paupera .00 .28 1.00

C. paupera
+ Tween 80 Fluconazol 150ug -40.00 .28 .00
Tween 80 .00 .28 1.00
C. paupera .00 .28 1.00
Tween 80 Fluconazol 150ug -40.00 .28 .00
C. paupera + Tween 80 .00 .28 1.00

Fuente: Cultivos en Laboratorio de Microbiologia —
Hospital IT EsSalud Chocope.

Tabla 4. Homogeneidad del efecto de Copaifera
paupera, Tween 80 y Fluconazol 150ug sobre Candida
albicans.

Subconjunto para
Dilucién N alfa = 0.05
1 2
Copaifera paupera 15 .00
Copaifera paupera + Tween 80 15 .00
Tween 80 15 .00
Fluconazol 150ug 15 40.00
| Sig. 1.00 1.00

Fuente: Cultivos en Laboratorio de Microbiologia —
Hospital II EsSalud Chocope.

Figura 1. Homogeneidad del efecto de Copaifera
paupera, Tween 80 y Fluconazol 150ug sobre Candida
albicans.
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Discusién

Las diversas variedades del género Copaiféra han
mostrado actividad antibidtica, antiinflamatoria,
cicatrizante, antifungica, entre otros. La presente
investigacién tuvo como objetivo mostrar la actividad
antifungica de la O6leo-resina de Copaifera paupera
sobre Candida albicans ATCC 66027.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del tamafio
del halo de inhibicién de Candida albicans, a
diferentes diluciones; encontramos que en las cepas
donde se administré Copaifera paupera, Copaiféera
paupera + Tween 80 y Tween 80 sus dimensiones
fueron nulas (0.0 mm) a diferencia del control, que
fue el Fluconazol, con 150 ug se obtuvo una media de
40 mm, su desviacion respecto a la media de 1,56 mm
y un rango intercuartilico de 2 mm considerando
también el valor maximo y minimo de 43 mm y 38
mm respectivamente.

Estos resultados coinciden con lo descrito por
Oliveira et al.% quienes reportaron que, los aceites de
C. lucens y C. paupera mostraron una actividad
moderada  frente a  hongos  dermatofitos
(Trichophyton rubrum y Microsporum canis). Sin
embargo, estos mismos aceites no mostraron ninguna
actividad contra bacterias Gram-negativas y levaduras
(Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis
ATCC 28707 y Candida parapsilosis ATCC 22019).

En el andlisis de varianza de la Tabla 2 se determina la
diferencia significativa con p < 0,01 entre todas las
diluciones, implicando entonces que algunos de ellos
tienen mayor efecto. En la Tabla 3 se comparan el
efecto de las diluciones usando la distribucién t de
student respecto a las dimensiones encontramos que
solo el Fluconazol a 150 ug (control) ha tenido
diferencia significativa p < 0,01 sobre las demds
diluciones.

En la Tabla 4, se expresa la agrupaciéon de
subconjuntos de diluciones segiin su homogeneidad
del efecto usando la técnica de Tukey con p< 0.01 en
la que se considera que la Copaifera paupera,
Copaiféera paupera + Tween 80 y Tween 80 tienen
efecto nulo comparado con el Fluconazol 150 ug
(Figura 1). Sin embargo, los resultados de Deus et al 12,
se oponen a lo descrito anteriormente, quienes
describieron actividad fungistdtica in vitro de
Copaifera multijjuga Hayne contra Candida
parapsilosis 10C-2882, Aspergillus flavus I0C-3874 y
A. Tamarii I0OC-187 con halos de inhibicién 16,0 +
1,4 mm; 195 = 2,1 mm y 125 + 3,5 mm,

respectivamente.
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La falta de efecto antifungico de C. paupera
encontrada en la presente investigacion, se le puede
atribuir a los diferentes subgéneros de Copaiféra o a
la cepa de Candida usados en el ultimo antecedente
mencionado (Deus et al 12). Usando el criterio
anterior, se puede considerar que nuestros resultados
coincidieron con los de Oliveira et al ¢, porque ellos
usaron la misma especie de Copaiféra y la misma
subespecie de Candida tal como en el presente
estudio.
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