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Figura 4.6 Electroforesis de los productos de la PCR. Agarosa al 1.5% Voltaje a
70v; 35min (tiempo de corrida); Marcador de peso de 100-3.000bp.

Las secuencias obtenidas fueron enviadas a Macrogen y analizadas mediante
BLASTn en la base de datos GenBank, mostrando coincidencias significativas
con Nakaseomyces glabratus (aislado cy15) (tabla 4.2). De acuerdo con
literatura, Nakaseomyces glabratus o tambien llamado Candida glabrata presenta
fragmentos de ADN amplificados con los partidores ITS1 e ITS4 que varian entre

869 - 879 pb (Fuijita, et al. 2001).

Tabla 4.2 Resultados del analisis BLASTn para los aislados 5y 7.

Aislado Organismo % Cobertura Brechas E- Accession
identificado identidad (%) (%) value No.
5 Nakaseomyces 95 50,2 1 0,0 PQ050362.1
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glabratus
aislado cy15
7 Nakaseomyces 89 64,3 1 0,0 PQ050362.1
glabratus

aislado cy15

4.3 Caracterizacion de los extractos de plantas nativas

Se realizé UHPLC-MS/MS para la identificacién de los compuestos activos de

los extractos, en el mismo solvente que fue etanol.

Tabla 4.3 Compuestos fendlicos identificados en el extracto de maqui, incluyendo
su clase quimica, tiempo de retenciéon e intensidad de sefal obtenida en el
cromatograma mediante UHPLC-MS/MS.

Compuesto Clase de compuesto Tiempo Intensidad
2,6-dimetoxifenol Fenol simple 5,83 3,0e5
Cianidina Antocianina 6,90 6,0e5
Delfinidina Flavonoide-Antocianidina 6,42 5,8e6
Procianidina B2 Flavonoide- 5,22 9,0e4

Proantocianidina

Procianidina B1 Flavonoide- 5,23 1,28e6
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Proantocianidina
Cianidina-3-O- Flavonoide-Antocianina 5,43 3,0e4

sambubiosida

Cianidina-3-O- Flavonoide-Antocianina 6,66 8,7e6
rutinosida
Procianidina C1 Flavonoide- 5,36 1,1e5

Proantocianidina

Tabla 4.4 Compuestos fendlicos identificados en el extracto de nalca, incluyendo
su clase quimica, tiempo de retencién e intensidad de sefnal obtenida en el
cromatograma mediante UHPLC-MS/MS.

Compuesto Clase de compuesto Tiempo Intensidad
2,6-dimetoxifenol Fenol simple 6,75 2,3e4
Cianidina Flavonoide-Antocianina 6,79 7,0e5
Delfindina Flavonoide-Antocianidina 6,43 9,0e6
Cianidina-3-O- Flavonoide-Antocianidina 6,55 3,5e5
rutinosida

El estudio cromatografico llevado a cabo con UHPLC-MS/MS permitié reconocer
los principales compuestos fendlicos que se encuentran en los extractos de

maqui y nalca, que se obtuvieron utilizando etanol. Los cromatogramas presentan
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sefales claras que corresponden a antocianidinas, antocianinas,
proantocianidinas y fenoles simples, lo que confirma la existencia de estos
metabolitos en las dos especies (tabla 4.3 y 4.4) (Zamorano, et al. 2018,Garcia-
Milla, et al. 2024). Ademas, el rendimiento total de los extractos mostré
diferencias notables entre las plantas de las que provienen: el maqui tuvo un

rendimiento de 2,33%, mientras que el nalca llegé a un 7,81%.

4.4 Actividad antifungica

4.4 1 Difusion en agar (antibiograma)

El método de difusién en agar se realizé utilizando discos impregnados con los
extractos de las plantas nativas en los cuales se obtuvo un peso seco de 292 g
de Gunnera tinctoria y 357 g de Aristotelia chilensis, también una concentraciéon
de extracto de 1426,25 mg/mL y 693 mg/mL respectivamente, con una potencia
10 mg por discos de Aristotelia chilensis (maqui) y Gunnera tinctoria (nalca),
evidenciando actividad antimicrobiana contra Candida glabrata. Como control
positivo se prepard discos de nistatina con potencia de 14 mg, los discos con
etanol como control negativo 5,3 mg de potencia y agua destilada como neutro
7 mg de potencia por disco, el cual no se observé inhibicidén de crecimiento (figura

4.7).
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Figura 4.7 Antibiograma de microorganismos aislados de pacientes con
estomatitis subprotesis en medio SDA. (a) Aislado 5; (b) Aislado 7; M: A. chilensis
(maqui), N: G. tinctoria (nalca); +: Nistatina (control positivo); -: Alcohol (control

negativo); /: Agua destilada estéril (control neutro).

Tabla 4.5 Diametro de halo de inhibicién de extractos de A. chilensisy G. tinctoria

contra los aislados 5y 7.

Halo de inhibicién (mm) Media + DE
Tratamiento Aislado 5 Aislado 7
Maqui 23,0+1,0 21,67+1,5
Nalca 240+1,0 23,67 +£0,5
Nistatina 26,0+ 3,0 25,67 +1,5
Solvente 00 00
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Se evalué la actividad antimicrobiana de los extractos de Aristotelia chilensis
(maqui) y Gunnera tinctoria (nalca), frente a un control positivo (antifungico), en
relacion con los aislados M5 y M7 de Candida glabrata (Tabla 4.5). Las areas de
inhibicion (en milimetros) se evaluaron en tres repeticiones por cada tratamiento,

consiguiendo los promedios y desviaciones estandar pertinentes.

Tabla 4.6 Analisis de ANOVA un factor Aislado 5y 7.

Aislado Fuente de SS DF MS F (DFn. DFd) P value
variacion
5 Tratamiento 1362 3 4540 F(3.8)=160,2 P<0,0001
(entre
columnas)

Residual (dentro 22,67 8 2,833 - -

de columnas)

Total 1385 11 - - -
7 Tratamiento 1284 3 4281 F(38)=3425 P<0,0001
(entre
columnas)

Residual (dentro 10,00 8 1,250 - -
de columnas)

Total 1294 11 - - -
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La tabla presenta los resultados de analisis de varianza (ANOVA) para dos
aislados 5y 7. En ambos casos el valor F es elevado y el p-valor es menor a
0,0001, indicando que existen diferencias significativas entre las especies
vegetales. Los valores de MS (media cuadratica) muestran la magnitud de

variacion entre los tratamientos y dentro de ellos (residual) (tabla 4.6).

Tabla 4.7 Comparacion multiple de Tukey entre tratamientos con aislado 5.

Comparacién Diferencia de IC 95% Significancia P value
medias ajustado
Maqui vs -1,00 -5,401 a 3,401 Ns 0,8834
Nalca
Magqui vs -3,33 -7,735 a 1,068 Ns 0,1491
Nistatina
Maqui vs 23,00 18,60 a 27,40 e <0,0001
Solvente
Nalca vs -2,33 -6,735 a 2,068 Ns 0,3841
Nistatina
Nalca vs 24,00 19,60 a 28,40 e <0,0001
Solvente
Nistatina vs 26,33 21,93 a 30,73 e <0,0001
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Solvente

Ns: No significativo

Tabla 4.8 Comparacién multiple de Tukey entre tratamientos con aislado 7.

Comparaciéon Diferencia de IC 95% Significancia P value
medias ajustado
Maqui vs -2,00 -4,923 a 0,9233 Ns 0,2053
Nalca
Maqui vs -4,00 -6,923 a -1,077 * 0,0101
Nistatina
Maqui vs 21,67 18,74 a 24,59 b <0,0001
Solvente
Nalca vs -2,00 -4,923 a 0,9233 Ns 0,2053
Nistatina
Nalca vs 23,67 20,74 a 26,59 b <0,0001
Solvente
Nistatina vs 25,67 22,74 a 28,59 b <0,0001
Solvente

Ns: No significativo
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El analisis de Tukey en el aislado 5 mostr6 que no existieron diferencias
significativas entre Maqui, Nalca y Nistatina (p>0,05), lo que sugiere que ambos
extractos poseen una eficacia comparable al antifungico de referencia. No
obstante, todos los tratamientos difirieron significativamente del solvente
(p<0,0001), lo que confirma que el efecto observado corresponde a la accién de

los compuestos activos presentes en los extractos (tabla 4.7).

El aislado 7, en el test de Tukey revel6 que si hubo diferencias significativas entre
los tratamientos, destacandose Gunnera tinctoria (nalca) como el extracto mas
efectivo y estadisticamente distinto de Aristotelia chilensis (maqui), ademas de
presentar un efecto comparable a la Nistatina, todos los tratamientos difirieron

significativamente del solvente (p<0,0001) (tabla 4.8).

4.4 .2 Concentracidon minima inhibitoria.

Se evalud la actividad antimicrobiana de extractos vegetales de A. chilensis
(maqui) y G. tinctoria (nalca) mediante ensayos en placas de microdilucion de las
aislado 5 (Figura 4.8) y aislado 7 (Figura 4.9). Se emplearon controles negativos
con alcohol (A) y positivos con nistatina (N). La concentracion minima inhibitoria
(CMI) se defini6 como la menor concentraciéon del extracto en la cual no se

evidencid visualmente crecimiento microbiano.
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Figura 4.8 CMI Aislado 5. (a) G. tinctoria (nalca); C1: 100 mg/mL; C2: 50 mg/mL;
C3: 25 mg/mL; C4: 12,5 mg/mL; C5: 6,25 mg/mL; C6: 3,125 mg/mL. (b) extracto
de A. chilensis (maqui).C1: 100 mg/mL; C2: 50 mg/mL; C3: 25 mg/mL; C4: 12,5
mg/mL; C5: 6,25 mg/mL; C6: 3,125 mg/mL; A: Solvente; N: Nistatina.

Figura 4.9 CMI Aislado 7. (a) G. tinctoria (nalca); C1: 100 mg/mL; C2: 50 mg/mL;
C3: 25 mg/mL; C4: 12,5 mg/mL; C5: 6,25 mg/mL; C6: 3,125 mg/mL. (b) extracto
de A. chilensis (maqui). C1: 100 mg/mL; C2: 50 mg/mL; C3: 25 mg/mL; C4: 12,5
mg/mL; C5: 6,25 mg/mL; C6: 3,125 mg/mL; A: Solvente; N: Nistatina.
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Tabla 4.9 Tabla binaria por concentracién y extracto.

Aislado Extracto Concentracién Candida glabrata
(mg/mL)
5 Nalca 100 Si
5 Nalca 50 Si
5 Nalca 25 Si
5 Nalca 12,5 No
5 Nalca 6,25 No
5 Nalca 3,125 No
5 Maqui 100 Si
5 Maqui 50 Si
5 Maqui 25 No
5 Maqui 12,5 No
5 Maqui 6,25 No
5 Maqui 3,125 No
7 Nalca 100 Si
7 Nalca 50 Si
7 Nalca 25 No
7 Nalca 12,5 No
7 Nalca 6,25 No
7 Nalca 3,125 No
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7

7

Maqui
Maqui
Maqui
Maqui
Maqui

Maqui

100
50
25

12,5

6,25

3,125

Si

No

No

No

No

No

Si: Si hay Inhibicion de crecimiento microbiano.

No: No hay inhibicién de crecimiento microbiano.

Se realiz6 un analisis visual de concentracidn minima inhibitoria (CMI) de los
extractos frente a los aislados (tabla 4.9). Para el aislado 5 el extracto de G.
tinctoria (nalca) presenté una CMI correspondiente a la concentracién C3 (25
mg/mL), mientras que A. chilensis (maqui) mostré inhibicion a partir de la
concentracion C2 (50 mg/mL). El aislado 7, el extracto de G. tinctoria (nalca)
presenté una CMI en C2 (50 mg/mL) y el extracto de A. chilensis (maqui) una
CMI en C1 (100 mg/mL) (tabla 9). G. tinctoria (nalca) presenté una inhibicién
superior respecto de A. chilensis (maqui) en las dos muestras, indicando una

mayor potencia antimicrobiana, ya que se utiliza una menor concentracion para

lograr inhibir el crecimiento de microorganismos.
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V. DISCUSION

El analisis de las muestras M5 y M7 confirmé la presencia de Nakaseomyces
glabratus (también conocida como Candida glabrata) , con altos porcentajes de
identidad en BLASTn (95 % y 89 %) y valores E = 0,0. Este hallazgo es
consistente con estudios, el cual reporta a C. glabrata como la segunda especie
mas frecuente en pacientes que utilizan prétesis, obteniendo un 18,4 % de los
aislamientos (Gutiérrez, et al. 2013), dicha levadura es un patégeno emergente
qgue usualmente se recupera en pacientes que han sido tratados anteriormente
con medicamentos antifungicos, siendo dificil de tratar por su resistencia a
farmacos como los azoles, especialmente al fluconazol (Tapia P 2008). La
generacion de hipervirulencia es resultado del incremento de elementos de
adherencia y cambios en enzimas esenciales que generan proteinas de la
membrana celular, lo que dificulta el funcionamiento de medicamentos

destinados a su inhibicion (Frias-De-Leon, et al. 2021).

En cuanto a los extractos vegetales, Aristotelia chilensis (maqui) alcanz6é un
rendimiento de 2,33 % y Gunnera tinctoria (nalca) un 7,81 %. Estos valores
coinciden con lo que se ha reportado para extractos de hojas de maqui las cuales
son ricas en compuestos hidrofilicos (Garcia-Milla, et al. 2024,Criséstomo-Ayala,
et al. 2022). En Gunnera tinctoria (nalca) predominan los compuestos fendélicos

identificados los que corresponden principalmente a acidos fendlicos, flavonoides
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y proantocianidinas, responsables de la actividad antioxidante y antifuUngica

(Zamorano, et al. 2018).

Para obtener 1 g de extracto se necesitan 43 g de hojas secas de maquiy 13 g
de nalca. A pesar de que el rendimiento del maqui es mas bajo, su extracto
mostré una mayor variedad y cantidad relativa de antocianinas, lo que confirma
su reputacion como una de las fuentes naturales mas abundantes en estos
compuestos. En cambio, nalca, aunque ofrece un rendimiento total superior,
parece tener perfiles fenodlicos distintos, mas enfocados en acidos organicos y
flavonoles que en antocianinas, lo cual podria explicar la menor intensidad de

ciertos picos que se observaron en los cromatogramas.

Los extractos de Atristotelia chilensis (maqui) y Gunnera tinctoria (nalca)
demostraron actividad antifungica contra C. glabrata, medida a través de zonas
de inhibicion y Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). Entre ellos, Gunnera
tinctoria sobresale por presentar una CMI mas baja, lo que esta alineado con su
alta concentracién de compuestos fendélicos antimicrobianos, como lo respaldan
estudios previos (Fathi, et al. 2021,Genskowsky, et al. 2016). Aunque fue
necesario emplear concentraciones relativamente elevadas, ambos extractos
lograron inhibir completamente el crecimiento del hongo, lo que resalta su

potencial como alternativas terapéuticas viables (Naskar, et al. 2025).
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En conjunto, estos resultados avalan el efecto antifungico de diversas plantas
nativas chilenas y posicionan a Gunnera tinctoria como un candidato prioritario
para investigaciones futuras. Se sugiere incorporar ensayos de citotoxicidad en
etapas posteriores para evaluar su seguridad y facilitar su eventual aplicacién en

el ambito clinico.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio apoyan la hipotesis de que los extractos de las
plantas nativas chilenas Gunnera tinctoria (nalca) y Aristotelia chilensis (maqui)
poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de especies de Candida aisladas
de pacientes con protesis parcial removible. La evaluacion de la Concentraciéon
Minima Inhibitoria (CMI) revel6 que Gunnera tinctoria muestra una actividad
antifungica superior a la de Aristotelia chilensis, al requerir concentraciones mas
bajas para inhibir completamente los aislados estudiados 25-50 mg/mL frente a

50-100 mg/mL respectivamente.

En comparacién con los antifungicos tradicionales, los extractos demostraron un
efecto inhibitorio significativo. Sin embargo, se necesitaran estudios adicionales
para establecer equivalencias precisas y explorar su potencial terapéutico. En
conjunto, estos hallazgos destacan a Gunnera tinctoria como un candidato
prometedor para el desarrollo de nuevas alternativas antifiUngicas basadas en

productos naturales.
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VII. GLOSARIO

Estomatitis subprotesis: Inflamacién de la mucosa oral en contacto con
una prétesis dental. Generalmente, surge por la irritacion provocada por
una prétesis mal ajustada o insuficientemente higienizada, lo que facilita
el crecimiento de hongos como la Candida.

Candidiasis oral: Infeccion en la cavidad bucal ocasionada por el
crecimiento descontrolado del hongo Candida.

Terapia fotodinamica antimicrobiana (PDT): Método terapéutico que
combina un fotosensibilizador, luz con una longitud de onda especifica y
oxigeno, permitiendo la eliminacién de microorganismos como bacterias,
hongos y virus.

Laser de baja potencia: Tecnologia basada en luz de energia reducida
que promueve la reparacion celular, alivia el dolor y disminuye la
inflamacidn sin causar dafo ni necesidad de incisién en los tejidos.

CMI (Concentracion Minima Inhibitoria): Menor cantidad de un agente
antimicrobiano necesaria para inhibir completamente el crecimiento visible
de un microorganismo.

Antibiograma: Analisis microbiolégico que evalua la sensibilidad de
microorganismos como bacterias, hongos o virus frente a distintos

antibiéticos.
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PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa): técnica biol6gica molecular
que permite amplificar fragmentos de ADN.
Blast: Herramienta bioinformatica la que permite comparar una secuencia

de ADN, ARN o proteinas con la base de datos.
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