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RESUMEN

Introduccion: El género Candida forma parte de la flora normal del sistema
gastrointestinal, vagina y mucosa perioral de los seres humanos. Se ha descrito que en
individuos inmunosuprimidos o bajo tratamientos médico local o sistémico, puede ser
patogeno y producir candidiasis. El fluconazol y la nistatina son farmacos utilizados para
tratar la candidiasis. En los ultimos afios, se han aislado cepas de levaduras resistentes o con
susceptibilidad disminuida a los antifingicos, por lo que se requiere desarrollar nuevos
tratamientos para dichas infecciones. Se ha demostrado efectividad en el uso de extractos
contra Candida, por lo que en este estudio se evalud la accion antimicdtica de los extractos
acetonicos de Eryngium carlinae, Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea
excelsa, Elettaria cardamomum y metanolico de Arctostaphylos pungens contra cepas
aisladas de pacientes pediatricos. Metodologia: Se obtuvieron los extractos y se
caracterizaron fitoquimicamente, mediante pruebas colorimétricas y cromatografia en capa
delgada (CCD) para la identificacion preliminar de grupos quimicos. Se evalud su efecto
antimicotico empleando ensayos de viabilidad celular XTT analizando diversas
concentraciones contra C. albicans (ATCC 90029) y aislados clinicos obtenidos de
pacientes. Resultados: Los extractos respondieron de manera positiva para la presencia de
carbohidratos, grupos carbonilo y cumarinas y en la CCD se identificaron fracciones de
tonalidad rojiza y verdosa que concuerdan con los grupos quimicos identificados. Todos los
extractos presentaron efecto inhibitorio contra C. albicans (ATCC 90029), y los ensayos de
viabilidad celular sugieren fuertemente que los extractos de Illicium verum, Hippocratea
excelsa, Elettaria cardamomum 'y Arctostaphylos pungens poseen una alta actividad
antifungica. Se encontrd que Elettaria cardamomum presentd mayor accion contra Candida
albicans con inhibicion de 28.6 mm, para Candida Krusei 35.6mm y contra otras especies
de Candida 28.6mm, con inhibicion promedio de 30.66mm, siendo cercano al de la
nistatina, control positivo empleado con 29.06mm. Conclusiones: Los extractos mostraron
propiedades antifiingicas favorables por lo que se podria dar continuidad a estudios que

permitan utilizarlos como una opcidn terapéutica al tratamiento de micosis orales.
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ABSTRACT

Introduction: The genre Candida is part of the normal flora of the gastrointestinal system,
vagina and perioral mucosa of human beings. It has been described that in
immunosuppressed individuals or under local or systemic medical treatment, it can be
pathogenic and cause candidiasis. Fluconazole and nystatin are drugs used to treat
candidiasis. In recent years, strains of resistant or susceptible yeast have been isolated to
antifungals, which is why new treatments for these infections must be developed.
Effectiveness has been demonstrated in the use of extracts against Candida, thats why in this
study the antifungal action of the acetonic extracts of Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum and methanolic of
Arctostaphylos pungens against isolated strains of pediatric patients were evaluated.
Methodology: The extracts were obtained and characterized phytochemically by
colorimetric tests and thin layer chromatography (TLC) for the preliminary identification of
chemical groups. Its antifungal effect was evaluated using XTT cell viability assays
analyzing several concentrations against C. albicans (ATCC 90029) and clinical isolates
obtained from patients. Results: The extracts responded positively for the presence of
carbohydrates, carbonyl groups and coumarins and in the TLC, fractions of reddish and
greenish hue were identified, which agrees with the chemical groups identified. All the
extracts showed an inhibitory effect against C. albicans (ATCC 90029), and cell viability
assays strongly suggest that the extracts of lllicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria
cardamomum and Arctostaphylos pungens possess a high antifungal activity. It was found
that Elettaria cardamomum showed greater action against Candida albicans with inhibition
of 28.6 mm, for Candida Krusei 35.6mm and against other species of Candida 28.6mm,
with average inhibition of 30.66mm, being close to that of nystatin, positive control used
with 29.06 mm. Conclusions: The extracts showed favorable antifungal properties, which is
why studies that allow them to be used as a therapeutic option for the treatment of oral

mycosis should be continued.
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INTRODUCCION

Las infecciones oportunistas bucales mas frecuentes son causadas por levaduras del
género Candida. Al ser un hongo oportunista, su presencia no implica necesariamente
infeccion clinica. En 1839 Langenbeck descubrido el microorganismo causante del
muguet observandolo en forma de placas en las membranas mucosas de la boca y otros

organos, microorganismo que en 1923 Burkhout denominé Candida albicans.

El Género Candida comprende mas de 150 especies, solamente una docena de las
especies pertenecientes al Género Candida poseen la facultad de adaptarse a una

temperatura de 37°C. y pueden ser ocasionalmente patégenas para el hombre.

La candidiasis es la infeccion fungica mas comunmente diagnosticada en humanos,
puede ser el resultado de una disfuncion del sistema inmune o por resultado de un
tratamiento médico local o sistémico. La candidiasis comunmente afecta a la poblacion
infantil en la forma de candidiasis orofaringea, intertrigo y dermatitis del pafial. Es
sabido que la presencia de Candidiasis orofaringea puede ser un importante factor de
riesgo independiente para predecir infecciones por VIH. En los ultimos afios, se han
aislado con mayor frecuencia, cepas de levaduras con resistencia o susceptibilidad
disminuida a los antifungicos, clinica o in vitro, siendo la primera, consecuencia
fundamental del bajo nivel del farmaco en el tejido y/o sangre, debido a una interaccion

entre farmacos o al severo grado de inmunosupresion del paciente.

Actualmente se ha indagado en los productos naturales derivados de plantas, ya que
tienen una fuente abundante de compuestos bioldgicamente activos, muchos de los
cuales han sido las bases para el desarrollo de nuevos quimicos farmacéuticos y son

considerados como buenas alternativas para el tratamiento de infecciones.
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HIPOTESIS
“Los extractos de Eryngium carlinae, Coriandrum sativum, Illicium verum, Elettaria

cardamomum y Arctostaphylos pungens mostraran accion antifungica contra C. albicans

(ATCC 90029) y aislados clinicos™.

18



OBJETIVOS
General:

* Evaluar la accion antimicotica de los extractos de Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y
Arctostaphylos pungens contra C. albicans (ATCC 90029) y aislados clinicos de
Candida.

Especificos:

* Obtener los extractos acetonicos de Eryngium carlinae, Coriandrum sativum,
Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y metandlico
Arctostaphylos pungens mediante maceracion.

* Caracterizacion fitoquimica de los extractos de Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y
Arctostaphylos pungens mediante reacciones colorimétricas y Cromatografia en
Capa Delgada (CCD).

* Analizar la actividad antifingica de los extractos de Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum Yy
Arctostaphylos pungens contra aislados clinicos de C. albicans (ATCC 90029).

* Analizar la actividad antifungica de los extractos de Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y
Arctostaphylos pungens contra aislados clinicos de Candida obtenidos de pacientes
infantiles.

* Determinar la accidén antifingica de los extractos de mayor resultado mediante
ensayos de viabilidad celular XTT contra C. albicans (ATCC 90029) y un aislado
clinico.

* Identificar la sensibilidad del tipo de hongo (levadura) aislado de Candida albicans

presente en las muestras obtenidas de pacientes infantiles.
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ANTECEDENTES

Candida

Las infecciones oportunistas bucales mas frecuentes son causadas por levaduras del género
Candida, un hongo dimorfico potencialmente patdgeno capaz de colonizar la mucosa bucal.
Al ser un hongo oportunista, su presencia no implica necesariamente infecciéon clinica
(Gaitan et al, 2012). Historicamente fue en el afio 1839 cuando Langenbeck descubrio el
microorganismo causante del muguet observandolo en forma de placas en las membranas
mucosas de la boca y otros 6rganos, microorganismo que en 1923 Burkhout denominé

Candida albicans (Figura 1) (Hernandez et al, 2015).

Figura 1. Candida albicans vista al microscopio

Candidiasis

La candidiasis es la infeccion fingica mas cominmente diagnosticada en humanos, puede
ser el resultado de una disfuncion del sistema inmune o por resultado de un tratamiento
médico local o sistémico. La candidiasis orofaringea es, dentro de las micosis superficiales
de la boca, la mas importante. Su agente causante es la Candida albicans que se transforma
de comensal a agente patogeno, convirtiéndose en un auténtico problema clinico la infeccion
micdtica oportunista llamada “candidiasis oral”. Todo esto ocurre cuando los factores
predisponentes locales y generales que potencian aquella transformacion estan presentes y

acttian (Crespo et al, 2005).
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La candidiasis comunmente afecta a la poblacion infantil en la forma de candidiasis
orofaringea, intertrigo y dermatitis del pafal (Figura 2). Es sabido que la presencia de
Candidiasis orofaringea puede ser un importante factor de riesgo independiente para
predecir infecciones por VIH. Las infecciones recurrentes de candida en la piel y la
membrana mucosa conocida como candidiasis mucocutanea cronica, alertan al médico de
una posible endocrinopatia u otra condicion. (Bhai et al, 2014). Los nifios infectados con
VIH tienen alta prevalencia de lesiones bucales particularmente candidiasis oral y el grado
de infeccion va de acuerdo con el grado de inmunosupresion. Se han aislado mas de ochenta

especies de Candida, siendo Candida albicans la mas frecuente. (Gonzalez, 2011).

Figura 2. Lesion de Candida en un paciente infantil

El Género Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica es la
ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas especies micoéticas. Son clasificadas
como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo de desarrollo
predominantemente unicelular. Solamente una docena de las especies pertenecientes al
Género Candida poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C. y pueden ser

ocasionalmente patogenas para el hombre. (Chilaca & Cava, 2014).

Candida albicans

C. albicans crece como levadura a 30°C y como filamentos o hifas (Figura 3) a los 37°C

(Kasehm et al, 2015). C. albicans tiene amplia distribuciéon mundial, ya que es parte de la
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flora normal del aparato gastrointestinal, de la mucosa oral (31-55%) y vaginal (13% de las
mujeres), asi como también de la piel periorificial de individuos sanos (25-50%). C.
albicans vive en equilibrio con otros microorganismos del cuerpo humano, coexistiendo
como comensal, pero cuando este balance se pierde, se torna patdogeno causando
compromiso mucocutaneo (Villanueva & Arenas 2007). Puede causar desde infecciones
superficiales en la piel, hasta infecciones sistémicas que pongan en riesgo la vida del

paciente (Mayer et al, 2012).

Las infecciones del torrente sanguineo causadas por Candida han aumentado en las dos
ultimas décadas, su mortalidad es de 29 a 50%. Estas infecciones representan un importante
problema clinico-epidemioldgico en las unidades de cuidados intensivos, principalmente en
pacientes inmunocomprometidos. En la poblacion pediatrica ocupan el segundo lugar en
fallecimientos entre todas las causas de sepsis. En Estados Unidos, las candidemias
corresponden a la tercera causa de infecciones del torrente sanguineo, con 19 a 24
infecciones por cada 10,000 egresados, es decir, se ha observado un aumento en la
incidencia de incluso 487% en las ultimas dos décadas. En Mé¢xico, la prevalencia es de

0.71%. (Morales et al, 2013).

Figura 3. Hifas de Candida albicans
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Manifestaciones clinicas

La manifestacion mas comun es la infeccion pseudo-membranosa (conocida como
algodoncillo), apareciendo en la mucosa como una placa color crema que se retira
facilmente y queda una superficie sangrante. La candidiasis hiperplasica es blanca, dura y no
se puede remover. La candidiasis Eritematosa (Figura 4) aparece como manchas rojas en el

paladar duro, paladar blando o en el dorso de la lengua (Bellon et al, 2004).

Figura 4. Candidiasis Eritematosa (Garcia ef al, 2014)

Tratamiento

La candidiasis oral es por lo general una infeccion localizada y la primera linea de
tratamiento son los tratamientos topicos (Muzyka et al, 2013). Entre los antibioticos
poliénicos se encuentra la anfotericina B u la nistatina (Figura 5), los cuales han sido usados
para el tratamiento de candidiasis oral, vaginal y en piel, produciendo una accién eficaz. Se
presenta como pomadas, cremas, talcos, Ovulos, tabletas o suspension. La dosis es en adultos
y nifios: 100000 U/ml de nistatina 4 veces al dia, y seguir con el medicamento 2 dias

después de que hayan desaparecido los sintomas (Chamba, 2015).

Figura 5. Nistatina en suspension oral
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Entre los azoles, el fluconazol ha demostrado tener una gran eficacia en el tratamiento de la
candidiasis en paciente neutropénico, aunque la mayoria de los estudios no estaban
disefiados especificamente para estos pacientes. El fluconazol (Figura 6) es igual de eficaz y
mejor tolerado que la anfotericina B desoxicolato, que fue el tratamiento estandar de la
Candidiasis oral en estos pacientes durante mucho tiempo (Aguado et al, 2011). Se
recomienda el fluconazol (dosis de carga de 800 mg [12 mg/kg], luego 400 mg [6 mg/kg]
diarios) o una equinocandina (caspofungina: dosis de carga de 70 mg, luego 50 mg diarios;
micafungina: 100 mg diarios; anidulafungina: se recomienda una dosis de carga de 200 mg,
luego 100 mg diarios) como terapia inicial para la mayoria de los pacientes adultos
Clasifiacion Asa-1 (A-I). El panel de expertos favorece una equinocandina en el caso de
pacientes con enfermedad moderadamente grave a grave, o en el caso de pacientes con
exposicion reciente a azoles (A-III). El fluconazol se recomienda para pacientes con
enfermedad menos critica y que no hayan estado recientemente expuestos a azoles (A-III).
Se recomienda el mismo enfoque terapéutico en nifios, prestando atencion a las diferencias

en los regimenes de dosis (Pappas et al, 2009).

Fluconazol _,,_

200mg

Figura 6. Fluconazol en capsulas

Resistencia a los antifungicos

En los ultimos afios, se aislan cada vez con mayor frecuencia, cepas de levaduras con
susceptibilidad disminuida o resistentes a los antifungicos (Febré et al, 1999). La resistencia
a antifungicos puede ser clinica o in vitro, siendo la primera, consecuencia fundamental del
bajo nivel del farmaco en el tejido y/o sangre, debido a una interaccion entre farmacos o al

severo grado de inmunodepresion del paciente. La resistencia in vitro puede ser primaria,
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donde la levadura es naturalmente resistente, siendo el mejor ejemplo la resistencia
intrinseca que presenta C. krusei frente a fluconazol. También puede ser secundaria, donde
cepas susceptibles se transforman en organismos resistentes debido al contacto previo con el
antimicoético. Este ultimo tipo de resistencia, inusual en el pasado, es hoy el mas frecuente y
se observa principalmente en cepas de C. glabrata. El consenso es que la resistencia
antifungica depende de la interaccion entre el huésped, el fA&rmaco y el hongo; sin embargo,
los factores del paciente son con frecuencia los mas relevantes para definir resistencia (Silva

et al, 2002).

Alternativas naturales

Entre los productos obtenidos de las plantas podemos mencionar los extractos etanolicos, los
cuales tienen un marcado efecto fungitoxico sobre diversos patosistemas (Garcia & Pérez,
2009), asi como los aceites esenciales, que son una compleja mezcla de compuestos
quimicos sensibles al oxigeno, la luz y las altas temperaturas (Dima et al, 2015), los cuales
contienen metabolitos que se ha demostrado son los responsables de la diferente actividad.
Por mucho tiempo se considerd que los compuestos derivados del metabolismo secundario
eran sustancias de desecho sin funcion fisiologica definida. El efecto fungitoxico es debido a
la participacion de metabolitos secundarios en las interacciones entre las plantas y factores
bioticos, resultando en la inhibicion del crecimiento de otros organismos vegetales (Infante,

2015).

Actualmente se ha indagado en esta linea de investigacion ya que los productos naturales
derivados de plantas medicinales tienen una fuente abundante de compuestos
bioldgicamente activos, muchos de los cuales han sido las bases para el desarrollo de nuevos
quimicos farmaceuticos y son considerados como buenas alternativas para el tratamiento
(Figura 7) (Ramakrishna er al, 2011). El conocimiento etnobotanico es fuertemente
vinculado al aspecto cultural y constituye un indicador particular de la respuesta de la

poblacion para encontrar cura a ciertas enfermedades. En los ultimos afios el uso de agentes
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de origen natural se ha incrementado por ser mas accesibles, beneficiosos y eficaces en
numerosas patologias comunes en la cavidad bucal. Trabajos recientes han reportado que
ciertos metabolitos tienen actividad farmacologica para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, dermatoldgicas, neurales y cardiovasculares, asi como de cancer y

diabetes, entre otros (Esquivel et al/ 2013, Saavedra et al, 2015).

Figura 7. Plantas utilizadas como alternativas farmacéuticas

Propiedades de las plantas

Se han determinado multiples propiedades de las plantas como: antiinflamatorias,
antihistaminicas, cicatrizantes, analgésicas y beneficiosas para el buen funcionamiento del
sistema digestivo (Rodriguez et al 2011). Entre los que se puede mencionar el extracto
etanolico de Psidium acutangulum, el cual ha mostrado una buena actividad antifungica in
vitro frente a diversos hongos patégenos humanos (Wen et al, 2011). Por otro lado, se
encontrd que Lantana camara inhibié el crecimiento de C. dublinensis y C. albicans, tanto
para la cepa de referencia como para el aislamiento primario, y otra que inhibio C.

Guillermondii (Pardo et al, 2011).

A diferencia de las técnicas tradicionales, la extraccion con fluidos supercriticos (EFS)
permite obtener extractos libres de solventes, manteniendo las propiedades organolépticas
del material vegetal de partida, sin ocasionar contaminacion sobre el medio ambiente (Reyes

etal,2011).

26



MARCO DE REFERENCIA

Extractos vegetales

Los extractos vegetales (Figura 8) constituyen una alternativa terapéutica a los
medicamentos de sintesis en el tratamiento de muchas enfermedades. En la medicina
tradicional herbolaria se ha comprobado experimentalmente que la Calendula officinalis I.
presenta acciones farmacoldgicas como colerética, antiulcerosa, hipoglicemiante, y en la piel

y las mucosas, es antibacteriana y antiinflamatoria (Milian Vazquez, 2011).

Figura 8. Extractos vegetales

En los extractos alcoholicos, los aceites esenciales y los compuestos de naturaleza sulfurica
aislados de los bulbos del ajo (Allium sativum) han demostrado un importante efecto
antimicotico, atribuido a los componentes activos alicina y ajoeno, sobre especies de los
géneros Candida, Malassezia, Cryptococcus y Aspergillus, asi como contra especies de

dermatofitos y el hongo Paracoccidioides brasiliensis (Rodriguez et al, 2011).

Eryngium carlinae

El Eryngium carlinae (Figura 9) es conocido comunmente como “Hierba del sapo” y es
utilizado en la medicina tradicional para tratar diferentes enfermedades. Es una hierba

comin que crece abundantemente en México. Esta planta se utiliza en la medicina
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tradicional para el tratamiento de disenteria, para aftas, como antidiarréico y como
antiséptico en varias enfermedades dermatologicas (Gitiérrez & Solis 2006). Decocciones de
las partes aéreas de la planta se utilizan para tratar tos, indigestion, enfermedades de la
prostata, desorden de lipidos y diabetes. Se le han atribuido propiedades curativas y

diabéticas a extractos de la planta. (Noriega et al, 2012).

Figura 9. Eryngium carlinae (Hierba del sapo)

Coriander Sativum

El cilantro bolita (Coriander sativum) (Figura 10) es una hierba anual de la familia
Apiaceae, la cual se dispersa en el mediterraneo y las regiones del medio este. El aceite
esencial de esta planta se ha utilizado en productos alimenticios, perfumes, cosméticos y la
industria farmacéutica por su sabor y olor (Sourmaghi et al/, 2015). El aceite esencial del
cilantro se extrae de los frutos via hidrodestilacion de entre 180 y 240 minutos, sin embargo
se ha encontrado que 40 minutos son suficientes para maximizar el rendimiento del aceite
esencial, no obstante se puede utilizar diferente tiempo para obtener el aceite esencial con
distinta composicion. Su capacidad antioxidante se afecta, entre 20 y 240 minutos se obtiene
la mayor actividad antioxidante (Zheljazkov et al, 2015). El aceite esencial de C. sativum ha
probado tener un fuerte efecto antifingico contra especies de Candida. Los componentes

principales del aceite esencial son alcoholes y aldehidos (De Almeida et a/ 2014). Se han
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realizado estudios que han proporcionado soporte cientifico para el posible uso seguro del
aceite esencial de Coriander sativum contra E. coli, S. aureus y C. albicans en infecciones

vaginales en alternativa al tratamiento ginecoldgico (Bogavac et al, 2015).

Figura 10. Coriander sativum (Cilantro bolita)

llicium verum

Los componentes activos principales del anis estrella (///licium verum) (Figura 11) son el
abundante aceite esencial (5%- 8%), anetol (80-90%), trananetol, monoterpenos, aldehidos y
cetonas anisicas, estragol, safrol, acidos grasos, flavonoides y taninos (Ize-Ludlow et al,
2004). El anis estrella tiene efectos farmacoldgicos como expectorante y antiespasmoédico
para el tracto gastrointestinal. Los aceites esenciales y los flavonoides actiian sobre el
musculo liso del tracto gastrointestinal y sobre la mucosa del tracto respiratorio. El aceite
esencial determina la accidon aperitiva, carminativa, eupéptica, espasmolitico, antiséptica,
antidiarreica, expectorante, emanagoga y galactogena. Se usa bastante como corrector
organoléptico de olor y sabor. En uso externo es parasiticida (Brandstrup ef a/, 2002). Se han
identificado cuatro nuevos componentes antimicrobianos de la planta medicinal [/licium
verum y se ha juzgado su eficacia antibacterial. Los extractos etanolicos y con CO»
supercritico han demostrado actividad antibacterial sustancial contra sesenta y siete aislados

clinicos resistentes a farmacos. Ambas fracciones revelaron actividad antibacterial, por lo
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que dichos extractos podran ser utilizados en un futuro para la fabricacion de farmacos

antibioticos (Yang et al, 2010).

Figura 11. lllicium verum (Anis estrella)

Hippocratea excelsa

Los extractos de la cancerina (Figura 12) (Hippocratea excelsa) poseen gran actividad
antibacteriana ante enteropatogenos. En general los extractos metanodlicos han tenido mayor
actividad que los extractos acuosos (Alanis et al, 2005). De igual manera, estos mismos
extractos han mostrado actividad gastroprotectora en estudios de ulceras en ratas (Navarrete
et al, 2002). En diversos estudios con animales se ha examinado el efecto antiinflamatorio
del extracto etandlico de Hippocratea excelsa, el cual ha presentado efectividad en la fase

exudativa-proliferativa y fases cronicas de la inflamacion (Pérez et al, 1995).

Figura 12. Hippocratea excelsa (Cancerina)
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Elettaria cardamomum

Estudios in vitro han demostrado el efecto antiinflamatorio y los efectos
inmunomoduladores del cardamomo. La administracion oral del extracto de Cardamomo
(Elettaria cardamomum) (Figura 13) ha reducido significativamente colesterol, lipoproteinas
de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y triglicéridos en ratas de
laboratorio. El cardamomo en dosis de 3g, dividido en dos porciones por dia, después de 3
meses, redujo la presion sistdlica, diastolica y la presion sanguinea, increment6 la actividad
fibrinolitica y aumento los antioxidantes en un estudio de pacientes recién diagnosticados
con hipertension primaria. (Nitasha et al, 2015). El cardamomo ha demostrado tener un
potencial quimico protector contra el cancer de piel quimicamente inducida en ratas de
laboratorio y una disminucion significativa de la peroxidacion de lipidos a nivel del higado.
El extracto del cardamomo aumenta significativamente la actividad citotoxica de las células
natural killer (NK), indicando su potencial anticancer (Kumari & Dutta, 2013). Se ha
conocido que el cardamomo es una fuente de agentes antimicrobianos que actuan en la
caries dental y la enfermedad periodontal asociadas a bacterias Gram positivas y Gram

negativas (Al-Sohaibani et al, 2011).

Figura 13. Elettaria cardamomum (Cardamomo)
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Arctostaphylos pungens

Arctostaphylos pungens también conocida como pingiiica (Figura 14) es una especie de
arbusto originaria de México que se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta los
estados de Veracruz y Oaxaca, México. Esta planta se encuentra en todas las zonas
montafiosas desarrollandose entre los 1375 a 3230 m.s.n.m. (Moreno et al, 2015). Sus frutas
se pueden comer crudas o cocinadas. También se pueden secar y moler para utilizarla como
condimento. Las hojas se utilizan en el tratamiento de la diarrea y para mitigar el ardor y
comezon causado por la hiedra venenosa. De las hojas y las frutas también se elabora un té

utilizado para tratar la bronquitis y problemas del tracto urinario (Moreno ef al, 2014).

Figura 14. Arctostaphylos pungens (Pingiiica)

Ensayo de viabilidad celular XTT

Es un ensayo colorimétrico semicuantitativo que mide la actividad mitocondrial del
metabolismo de la célula activa. Se basa en la capacidad mitocondrial del succionato
deshidrogenasa para reducir la sal amarilla XTT 2,3-bis-(2-methoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-5-
(fenilamin-carbonil -2H-tetrazol hidroxido) a un formazan color naranja soluble en agua

(Buozi et al, 2016). Las alteraciones colorimétricas resultantes de la reaccion entre las
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células y la sal XTT se miden espectrofotométricamente (Figura. 15) y es proporcional al

numero de células activas metabolicamente (Honraet ez a/, 2005).

Figura 15. Ensayo de Viabilidad Celular XTT (Moravsky et al, 2015)
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METODOLOGIA
Obtencion del extracto de las plantas Eryngium carlinae, Coriandrum sativum,
Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y Arctostaphylos

pungens

Las partes utilizadas de las plantas fueron las partes aéreas de Eryngium Carlinae, los frutos
de Coriandrum sativum, Illicium verum y Arctostaphylos pungens y la corteza de
Hippocratea excelsa y Elettaria cardamomum, adquiridas en lugares certificados para su
venta.

Se adquirieron 100g de cada planta, los cuales fueron triturados en un molino para disminuir
el tamafio de particula, posteriormente se obtuvieron los extractos con acetona de Eryngium
carlinae, Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa y Elettaria
cardamomum, mientras que para Arctostaphylos pungens, fue obtenido con metanol, en las

concentraciones mencionadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Relacion material vegetal/solvente para obtencion de extractos

Nombre cientifico Gramos de material Volumen de solvente Volumen de solvente
vegetal (g) ler filtrado (mL) 2do filtrado (mL)
Eryngium carlinae 100.119 600 400
1llicium verum 100.102 300 200
Hippocratea excelsa 100.017 400 200
Coriandrum sativum 100.045 300 200
Elettaria cardamomum 100.006 400 200
Arctostaphylos pungens 90.475 300 200

g= gramos, mL= mililitros

Una vez colocado el material vegetal en el solvente, se cubrid el matraz con papel aluminio
y se dejo reposar durante 24 horas para después realizar una filtracion transcurridas las 24

horas y repitiendo el proceso a las 48 horas. La filtracion se realizd con papel filtro poro
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calibre Imm previamente humedecido con agua destilada, colocandolo en un embudo para

obtener el volumen final del rendimiento del extracto.

Se utilizo el rotavapor para realizar la evaporacion del solvente. El agua de la base del
rotavapor se encontraba a 48° centigrados, sobre la cual se encontraba girando un matraz
bola con la mezcla durante 7 minutos, provocando la evaporacion de la acetona y obteniendo
después de su condensacion mediante un serpentin refrigerante la acetona de recuperacion,

asi como el metanol (Figura 16).

Figura 16. Rotavapor para la obtencion de extractos

Los extractos se dejaron reposar durante 1 semana en un recipiente de vidrio cubierto con

papel aluminio para realizar la evaporacion final del solvente (Figura 17).
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Figura 17. Obtencion de extractos

a)Plantas antes y después de ser trituradas, b) Plantas con el solvente para el primer filtrado, ¢)

Plantas con el solvente para el segundo filtrado, d) Extracto obtenido.
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Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos de Eryngium carlinae,
Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens contra C. albicans (ATCC 90029)

Para evaluar la actividad antifingica del extracto se activo la cepa C. albicans (ATCC

90029) se tomd una muestra de cada extracto y se realizaron diluciones de 100 mG de

extracto con 2mL de DMSO (Figura 18).

Figura 18. Diluciones con DMSO

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Los estudios experimentales in vitro se realizaron empleando la cepa de laboratorio C.
albicans (ATCC 90029) proporcionadas por el laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Odontologia de la UANL. Fueron activadas en medio de cultivo agar
Tripticaseina de Soya y Sabouraud estéril y después incubados a 37° Centigrados durante 24

horas.

Prueba contra C. albicans (ATCC 90029) en pozo

En cajas de petri con agar Sabouraud se sembro Candida albicans (ATCC 900-29) en forma
de estria cerrada. Se realizaron 3 pozos de Smm de diametro en donde se colocaron 30 pL de

extracto en cada uno y se colocaron en la incubadora durante 24 horas (Figura 19).
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Figura 19. Siembra de Candida albicans (ATCC 900-29) en cajas petri.

a) Siembra de Candida albicans, b) Realizacion de pozos, ¢) Adicion de extracto, d) Colocacion
en la incubadora.

Obtencion de aislados clinicos de muestras de saliva de pacientes infantiles

Los aislados clinicos fueron obtenidos de dos muestras diferentes, la muestra I de pacientes
entre los 6 y 10 afos que acudieron a consulta en la clinica de Odontologia infantil pregrado,
de la Facultad de Odontologia de la UANL y la muestra II de pacientes entre los 3 y 9 afios
alumnos del Colegio “Gregorio Torres Quintero” ubicado en el municipio de Cadereyta
Jiménez, Nuevo Leon. A los padres se les explico el procedimiento que se realizaria en sus
hijos, y a los que accedieron se les entregd un consentimiento informado (Anexo 1) en el
cual aceptaban la participacion del paciente en la toma de muestra. Las muestras se tomaron
considerando las siguientes variables: edad, género y enfermedades sistémicas de cada
participante, los cuales se escribieron en la hoja de captura de datos (Anexo 2). La toma de
muestra consistio en tomar una muestra de saliva del dorso de la lengua de los pacientes con
un hisépo estéril. Inmediatamente después de la toma se abri6 el tubo de ensayo con medio
de cultivo de Sabouraud estéril, se flamed la boca del tubo, se introdujo el hisépo con la

muestra, y se dejo incubar a 37° centigrados por una semana (Figura 20).

Figura 20. Obtencion de muestras
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Frotis y tincion de las muestras de aislados clinicos

Se realiz6 un frotis con cada una de las muestras para analizarlos al microscopio. Con un asa
se tomaron 3 gotas del contenido del tubo de ensayo con el hisépo y se colocaron en un
portaobjetos de vidrio. Se fijo la muestra con fuego y se procedi6 a la tincion de Gram. Se
colocaron 3 gotas de cristal violeta y se dejaron actuar por 1 minuto y se enjuagd con gotas
de agua por arrastre. Se colocaron 3 gotas de yodo lugol y se dejaron actuar por 1 minuto y
se enjuagd con gotas de agua por arrastre. Se colocaron tres gotas de cristal violeta y se
dejaron actuar por un minuto, realizando posteriormente el enjuague con agua por arrastre,
se procedio a colocar tres gotas de yodo lugol y se dejaron actuar por un minuto y se
enjuag6 de la misma forma, luego se coloco sobre la muestra tres gotas de alcohol acetona y
se dejaron actuar por tres segundos y se enjuagoé. Finalmente, se colocod tres gotas de
safranina y se dejaron actuar por un minuto y se enjuagd con gotas de agua por arrastre y se

secO cada muestra con papel filtro y se observaron al microscopio (Figura 21).

Figura 21. Frotis y tincion de las muestras.
a) Frotis, b) Colocacion de cristal violeta, ¢) Colocacion de yodo lugol, d) Colocacion de
safranina, ) Reactivos utilizados para la tincion de Gram

ChromAgar para diferenciar la cepa de Candida presente

Se realiz6 la siembra de cada uno de los indculos obtenidos de cada paciente, sobre medio
de cultivo selectivo y de diferenciacion para el aislamiento de hongos, Chromagar estéril en
forma de estria cerrada. Se dejaron incubar las muestras por 48 horas y se observo

posteriormente el crecimiento de las colonias de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y otras
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especies, ya que se presentan reacciones colorimétricas diferentes para cada colonia, lo que

permitio la deteccion directa de estas especies de levaduras en la placa de aislamiento.

Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos de Eryngium carlinae,
Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens contra asilados clinicaos de Candida

Preparacion de muestras a utilizar

Se preparé caldo Sabouraud para inocular las especies a utilizar de las pruebas positivas de
las muestras [ y II. Se agregaron 2 mL de caldo Sabouraud en cada tubo de ensayo y se
esterilizo a 121° centigrados durante 45 minutos.

Se sembr¢ el contenido de las cajas petri con Chromagar positivas con un asa estéril en el

caldo de Sabouraud y se dejaron incubar durante 24 horas (Figura 22).

Figura 22. Siembra de los aislados clinicos en cajas petri con ChromAgar.
a) y b) Siembra de aislados clinicos, c¢) Cajas listas para incubarse

Prueba contra aislados clinicos de Candida en pozo

En cada una de las 6 cajas de petri con agar Sabouraud se sembraron con un hisopo estéril la
especie 13 de la muestra [ y las especies 3 y 10 de la muestra II en forma de estria cerrada

(Figura 23).

40



Figura 23. Siembra de los aislados clinicos.

a) Material a utilizar, b) Extractos diluidos, control positivo y negativo, ¢) Siembra de los

aislados, d) Colocacion de los extractos en los pozos

Se realizaron tres pozos de Smm de didmetro en donde se colocaron 30 uL de Agua

destilada, Nistatina, Illicium verum, Hippocratea excelsa , Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens en triplicado por caja y se colocaron en la incubadora durante 24

horas, distribuidas de acuerdo a las tablas 2, 3 y 4.

Tabla 2. Distribucion de Extracto/ Especie de Candida “Otras especies”

Caja
1A
2A
3A
4A
5A
6A

Extracto Especie de Candida

Agua destilada

Nistatina

[Hicium verum Otras especies (Blanco, especie 3,

Hippocratea excelsa muestra I)

Elettaria cardamomum

Arctostaphylos pungens
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Tabla 3. Distribucion de Extracto/ Especie de Candida “C. albicans”
Caja Extracto Especie de Candida

1B | Agua destilada

2B | Nistatina

3B | lllicium verum C. albicans (Verde, especie 10,

muestra II)

4B | Hippocratea excelsa

5B | Elettaria cardamomum

6B | Arctostaphylos pungens

Tabla 4. Distribucion de Extracto/ Especie de Candida “C. Krusei”
Caja Extracto Especie de Candida

1C | Agua destilada

2C | Nistatina

3C | lllicium verum

C. krusei (rosa, especie 13, muestra II)
4C | Hippocratea excelsa

5C | Elettaria cardamomum

6C | Arctostaphylos pungens

Determinacion del efecto antifungico de los extractos empleando ensayos de

viabilidad celular XTT

Para llevar a cabo el ensayo antifungico, se colocd en una placa de cultivo con 96 pozos,
1x104 células de Candida albicans (ATCC 90029) y C. krusei por pozo. Posteriormente,
fueron colocados los extractos de [llicium verum, Hippocratea excelsa, FElettaria
cardamomum 'y Arctostaphylos pungens en dilucion seriada (1:2-1:64). Como control
positivo se utiliz6 Amfotericina B (AmB) a una concentracion de 10 pg/mL. Como control
positivo fue el crecimiento normal de C. albicans y C. krusei sin ningin tratamiento. El
volumen final del medio de cultivo en cada pozo fue de 100 pl. Después, la placa fue
incubada por 18 horas a 37 grados centigrados. Posteriormente, se preparo la solucion XTT

antes de usarse de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Primero, se agregaron de
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25ul de la solucion activa de XTT en cada pozo y después, se incubd la placa por 4 horas.
Finalmente, se cuantifico la absorbancia en una lectora de placas de ELISA (BioTek) una

longitud de onda de 490 nm.
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RESULTADOS.
Obtencion y caracterizacion fitoquimica de los extractos de Eryngium carlinae,
Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens

Se realizaron doce pruebas quimicas para analizar los extractos de Eryngium carlinae,
Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens (Figura 24) (Tabla 5).

b)

Figura 24. Pruebas quimicas realizadas.

a) Pruebas colorimétricas positivas a grupos carbohidratos, carbonilos y cumarinas,
b) Cromatografia de Capa delgada con fracciones de tonalidad rojiza y verdosa, que corresponde

a los grupos identificados
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Tabla 5. Pruebas quimicas realizadas para los extractos.

Pruebas Quimicas Eryngium Lllicium Hippocratea  Coriandrum  Elettaria Arctostaphylos
carlinae verum excelsa sativum cardamomum pungens

KMnO4 - + + + + +
(Insaturacion)

2-4 DNFH - + 4 - + _
(Grupos carbonilos)

Lieberman Burchard + + + - + +
(Triterpenos y
esteroles)

NaOH 10% + HCl I = - + + +
(Cumarinas)

Baljet - - - - - +
(Sesquiterpenlactonas)

H2SOq4 = + + - + _
(Quinonas)

NaHCOs + + + + + +
(Carboxilo)

FeCl; en OH fendlico + + + = - +
5%
(Taninos)

Shinoda + + - - - +
(Flavonoides)

Antrona + + + + + -
(Carbohidratos)

Saponinas - - + - - +

Dragendorff = = + - - -
(Alcaloides)

Reaccion positiva a presencia de grupo analizado = (+), Reaccion negativa a presencia de grupo
analizado = (-).

Obtencion de los extractos acetonicos de Hippocratea excelsa, Eryngium carlinae,
Coriandrum sativum, Illicium verum y Elettaria cardamomum y metandlico de

Arctostaphylos pungens mediante maceracion.

De 100 gramos de cada planta se obtuvieron los extractos acetonicos de Eryngium carlinae,
lllicium verum, Hippocratea excelsa, Coriandrum sativum y Elettaria cardamomum y
extracto metanolico de Arctostaphylos pungens, en el cual Hippocratea excelsa fue el de

mayor rendimiento (Tabla 6).
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Tabla 6. Rendimiento del material vegetal.

Nombre cientifico Gramos de material vegetal (g) Rendimiento (%)
Eryngium carlinae 100.119 11.7
Illicium verum 100.102 17.8
Hippocratea excelsa 100.017 22.6
Coriandrum sativum 100.045 12.6
Elettaria cardamomum 100.006 13.2
Arctostaphylos pungens 90.475 21.0

gramos = (g), porcentaje = (%)

Determinacion de la actividad antifungica de los extractos esenciales contra aislados

clinicos de C. albicans (ATCC 90029)

Se determind que todos los extractos presentaron buena solubilidad con los solventes

empleados, teniendo mayor respuesta con DMSO y acetona (tabla 7).

Tabla 7. Solubilidad de los extractos en Acetona, Etanol y DMSO.

Nombre cientifico Acetona Etanol DMSO
Eryngium carlinae + - +
1llicium verum + + +
Hippocratea excelsa + + +
Coriandrum sativum + - +
Elettaria cardamomum + - +
Arctostaphylos pungens + + +

Solubilidad positiva al solvente = (+), Solubilidad negativa al solvente = (-).

Prueba contra C. albicans (ATCC 90029) en pozo

Todos los extractos inhibieron a Candida albicans, con mayor inhibicion para Elettaria
cardamomum, Hippocratea excelsa, Arctostaphylos pungens e Illicium verum, presentaron
halos de inhibicion promedio de 26, 19, 18 y 14mm respectivamente (Figura 25), como se

muestra en la Tabla .
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Figura 25. Halos de inhibicion

Tabla 8. Halos de inhibicion contra Candida albicans (ATCC 900-29)

Nombre cientifico Medida del halo (mm)
1llicium verum 14
Hippocratea excelsa 19
Elettaria cardamomum 26
Arctostaphylos pungens 18

mm= milimetros

Obtencion de aislados clinicos de muestras de saliva de pacientes infantiles

Se tomaron 15 muestras de pacientes entre los 6 y 10 afios que acudieron a consulta en la
clinica de Odontologia infantil pregrado, de los cuales 10 fueron pacientes masculinos y 5

femeninos (Figura 26). El promedio de edad fue de 7.53 afos.

Distribucion de edades de los pacientes analizados

6
wn
o
wn
S 4
Q .
=) Bl Masculino
g B Femenino
g 2
3
“ L ol = N

0 - . . i

6 afnos 7 afos 8 afnos 9 afios 10 afios _
n=I15
Edad

Figura 26. Distribucion de muestras de acuerdo a edad y género (n=15)

47



ChromAgar para diferenciar la cepa de Candida presente

De las muestras I, las muestras 8, 13 y 15 mostraron crecimiento de cepas de Candida
albicans y Candida Krusei (Figura 27). De acuerdo a la edad y género, las 3 muestras
positivas correspondieron a pacientes de masculinos de 7 afios de edad (Tabla 9), lo cual

representa que el 20% de la poblacion tuvo presencia del hongo (Figura 28).

Tabla 9. Relacion de muestras I positivas con la especie encontrada

N° de muestra Edad Género Color Especie de Candida
8 7 M Verde C. albicans
13 7 M Rosa C. krusei
15 7 M Rosa C. krusei

Figura 27. Muestras I positivas sembradas en ChromAgar

Porcentaje de muestras positivas y negativas

® Sanos
® Presencia de hongo

n=15

Figura 28. Relacion de muestras Negativas (Sanos) y Positivas (Presencia de especie de
Candida) (n=15)
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Frotis y tincion de las muestras de aislados clinicos

Se realiz6 un frotis con cada una de las muestras positivas para analizarlos al microscopio

(Figura 29).

Figura 29. Muestras I positivas vistas al microscopio

Obtencion de muestras 11

Se tomaron 15 muestras de pacientes entre los 3 y 9 afios alumnos del Colegio “Gregorio
Torres Quintero” ubicado en el municipio de Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn, de los cuales
8 fueron pacientes masculinos y 7 femeninos (Figura 30). El promedio de edad fue de 5.53

anos.

Distribucion de edades de los pacientes analizados

1 —H , — M Masculino
I I I I B Femenino
O -1 T T T T T T —

3anos 4anos Sanos 6Ganos 7anos 8anos 9 anos

Edad

Numero de casos

n=15

Figura 30. Distribucion de muestras de acuerdo a edad y género (n=15)
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ChromAgar para diferenciar la cepa de Candida presente
De las muestras II, Las muestras 3, 4, 8, 10 y 14 mostraron crecimiento de cepas de Candida
albicans, Candida Krusei, asi como de “otras especies de Candida” como se muestra en la
tabla 12 (Figura 31). De acuerdo a la edad y género, las 3 muestras positivas
correspondieron a 4 pacientes masculinos de 3 a 7 (Promedio de 5 afios de edad) y a un
paciente femenino de 6 afios de edad (Tabla 10), lo cual representa que el 33% de la

poblacion tuvo presencia del hongo (Figura 32).

Tabla 10. Relacion de muestras II positivas con la especie encontrada

N° de muestra Edad Género Color Especie de Candida
3 6 F Blanco Otras especies
4 6 M Verde C. albicans
8 7 M Rosa C. krusei
10 4 M Verde C. albicans
14 3 M Rosa C. krusei

Figura 31. Muestras II positivas sembradas en ChromAgar
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Porcentaje de muestras positivas y negativas

® Sanos

® Presencia de hongo

n=I15

Figura 32. Relacion de muestras Negativas (Sanos) y Positivas (Presencia de especie de
Candida) (n=15)
Frotis y tincion de las muestras de aislados clinicos

Se realizo un frotis con cada una de las muestras II positivas para analizarlos al microscopio

(Figura 33).

Figura 33. Muestras II positivas vistas al microscopio
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Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos de Eryngium carlinae,

Coriandrum sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y

Arctostaphylos pungens contra asilados clinicaos de Candida

El extracto que presentd mayor efecto inhibitorio fue el de Elettaria cardamomum, seguido

de Arctostaphylos pungens, Hippocratea excelsa y por Gltimo Illicium verum. Los extractos

presentaron actividad antiflingica contra Candida albicans, Candida Krusei y contra otras

especies de Candida, con un halo de inhibicion promedio de 30.66mm para Elettaria

cardamomum, 20.57mm para Arctostaphylos pungens, 20.15mm para Hippocratea excelsa 'y

18.55mm para [llicium verum siendo cercanas a los de la nistatina, control positivo

empleado con 29.06mm. Todas las muestras mostraron inhibicion sustanciosa, como se

puede notar en la tabla 11 y la figura 34.

Tabla 11. Relacion especies de Candida/Extractos empleados

Extracto/ Inhibicion
(mm)

Illicium verum

Hippocratea excelsa

Elettaria
cardamomum

Arctostaphylos
pungens

Control positivo
(Nistatina)

Control negativo
(Agua destilada)

Milimetros = mm, Promedio de inhibicion = X

Especie A
Otras especies
123 X
18 12222 206
16 | 18 | 18 173
25130 |31 286
24 | 23 | 31 26
40 | 45 | 44 43
0,00 0

1
20
25

25

14

30

2
20
26

30

15

29
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Especie B
C. albicans

3
19
24

31

16

30

X
19.6
25

28.6

15

29.6

Especie C
C. krusei
1|23
21 20 19
20 19 19
30 | 35| 42
28 20 22
44 40 44
0 0 O

ATCC
900-29
X X
20 14
19.3 19
35.6 26
233 18
42.6 40
0 0



1llicium verum

Hippocratea
excelsa

Elettaria
cardamomum

Arctostaphylos
pungens

Control positivo
(Nistatina)

Control
negativo
(Agua destilada)

' ‘
-
¥

Figura 34. Actividad antifungica de los extractos, control positivo y negativo contra los tres tipos
de especies encontradas
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Determinacion de la actividad antifungica de los extractos empleando ensayos de

viabilidad celular XTT

Para poder indagar sobre la posible actividad antifungica de [llicium verum, Hippocratea
excelsa, FElettaria cardamomum y Arctostaphylos pungens empleamos el ensayo de
viabilidad celular basado en la reduccion del XTT. Los resultados obtenidos con Candida
krusei (Figura. 35) indican que en la dilucién 1:2 mostraron un 95% de efectividad,
mostrando un efecto dosis dependiente en todas las demas diluciones. El ensayo con
Candida albicans (Figura 36), los extractos mostraron un efecto similar de un 95% de
efectividad antimicdtica de todos los extractos excepto de Arctostaphylos pungens que tuvo
un 81% de actividad en la dilucién 1:2. De la misma forma se parecia un efecto dosis
dependiente. Los datos obtenidos fueron comparados la AmB a una concentracion de 10 pg/
mL (control positivo) y sobre el crecimiento de Candida krusei (control negativo). Estos
resultados sugieren fuertemente que los extractos de lllicium verum, Hippocratea excelsa,

Elettaria cardamomum y Arctostaphylos pungens poseen una alta actividad antifingica.

C. krusei

0.7
~ 0.6
£
S 05 I I
o
& i
=04
5 m Cardamomo
fé 03 Pinguica
§ 02 i = Anis
<01 I - B Cancerina

0 - w-ln  E00NR
0 1:64 1:32 1:16 1:8 1:4 1:2 AmB 10
pg/mL
Dilucion

Figura 35. Ensayo de viabilidad celular XTT contra C. Krusei
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Figura 36. Ensayo de viabilidad celular XTT contra C. albicans (ATCC 90029)
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DISCUSION

Actualmente existe un alto indice de resistencia a los antifingicos debido al uso
indiscriminado de los mismos, asi como de la mutacion de los microorganismos causantes
de enfermedades. Dentro del medicamento utilizado para tratar la candidiasis se encuentran
la anfotericina B, la Nistatina y el Ketoconazol, sin embargo se han indagado nuevos
productos que sustituyan su uso y sean una alternativa para el tratamiento de dichas
afecciones.

Al poco tiempo de la introduccion del Fluconazol en la practica clinica (primeros afios de la
década de los 1990s), se empezaron a comunicar casos de candidiasis orofaringea que no
respondian al tratamiento en pacientes VIH+ que habian recibido fluconazol de forma
prolongada o reiterada. La gran mayoria de los casos resistentes al tratamiento se han
observado en pacientes que han recibido un tratamiento prolongado con Flucoanzol
existiendo cierta controversia entre si lo que favorece la aparicion de resistencia es la terapia
continua o intermitente, lo cual concuerda con lo encontrado por Ceballos et a/ (1999).
Existen factores que probablemente pudieron influir sobre el rendimiento de los extractos
como son: los métodos de cultivo y las condiciones geobotanicas: clima, altitud, tipo de
suelo, luminosidad, pluviosidad, temperatura; método de extraccion del aceite, época de
recoleccion y edad de las plantas (Torrenegra, 2015), por lo cual puede existir una variacion
entre este y otros estudios.

Los resultados encontrados para la actividad antifingica de [llicium verum son similares a
los encontrados por Yazdani et al (2009), en los cuales también se probo el extracto contra
Candida albicans.

Para el extracto acetonico de Elettaria cardamomum se obtuvo un halo promedio de 26mm
contra Candida albicans, siendo mayor al estudio realizado por Aneja & Radhika (2009),
quienes para la misma especie obtuvieron halos de 13.31mm

El ensayo de viabilidad celular XTT se ha usado extensivamente para la evaluacion de la

actividad metabodlica de biofilms, incluyendo los bacterianos y los de levaduras. La
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estimacion metabolica utilizando XTT ofrece muchas ventajas como son el tiempo rapido de
medida, la formacioén del formazan soluble en agua, ademds de ser un método no costoso
que se puede efectuar en la mayoria de los laboratorios, por lo que se emple6 este método
obteniendo resultados similares a Wady et al (2012) y Buozi et al (2016). Se ha encontrado
que el ensayo XTT es el método mas reproducible, exacto y eficiente para medir el biofilm
con cepas de Candida albicans como mencionan Taft et a/ (2012), de tal manera se utilizé

dicho método en el ensayo.
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CONCLUSION

Se obtuvieron exitosamente los extractos de acetonicos de Eryngium carlinae, Coriandrum
sativum, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum 'y metandlico
Arctostaphylos pungens mediante maceracion, obteniendo resultados favorables.

La caracterizacion fitoquimica de los extractos correspondid con la literatura encontrada de
los mismos.

Todos los extractos mostraron una excelente actividad antifingica contra aislados clinicos de
C. albicans (ATCC 90029), asi como contra los aislados clinicos de pacientes infantiles, los
cuales presentaban cepas de C. albicans, C. krusei y contra otras especies de Candida.

El Chromagar fue muy efectivo para identificar el tipo de cepa encontrada en los aislados
clinicos de los paciente infantiles.

En cuanto al ensayo de viabilidad celular XTT se encontrd que los extractos de [llicium
verum, Hippocratea excelsa, Elettaria cardamomum y Arctostaphylos pungens poseen una
alta actividad antifiingica.

Dicho lo anterior, se aprueba la hipotesis ya que los extractos acetonicos de Eryngium
carlinae, Illicium verum, Hippocratea excelsa, Coriandrum sativum y FElettaria
cardamomum y el extracto metandlico de Arctostaphylos pungens, muestran propiedades
favorables para atacar infecciones fungicas causadas por especies de Candida por lo que se

podrian utilizar como alternativa en el tratamiento de dichas afecciones.
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ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado a padres

Estimado sefior/sefora:

La Dra. Martha Elizabeth Galindo Hernandez, egresada del Posgrado de Odontopediatria de la UANL, se
encuentra realizando un proyecto de investigacion titulado “Obtencion y caracterizacion fitoquimica de
extractos y aceites esenciales y su evaluacion microbiologica contra aislados de candidiasis oral”. El
objetivo del estudio es determinar la efectividad de algunos extractos de plantas contra una enfermedad
llamada candidiasis, coloquialmente conocida como algodoncillo.

Procedimiento:

Si usted acepta que su hijo(a) participe sucedera lo siguiente:
*  Se examinara su cavidad oral
*  Se frotara un hisopo de algodon estéril en su lengua

Beneficios:

No se recibe un beneficio directo por su participacion en el estudio, sin embargo si usted decide que su
hijo(a) participe estara colaborando con la Facultad de Odontologia de la UANL para obtener nuevas
opciones de tratamiento.

Riesgos:
Los riesgos potenciales que implican su participacion en el estudio son nulos.

Participacion:
La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted estd en plena libertad de negarse a
participar o de retirar su participacion del mismo en cualquier momento.

Consentimiento del padre/madre/tutor para la participacion de su hijo(a)
Su firma indica su aceptacion para que su hijo(a) participe voluntariamente en este estudio.

Nombre del padre/madre/tutor Firma
Fecha Relacion con el menor
Nombre completo del menor participante Edad
Nombre de la persona que obtiene el consentimiento Fecha
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Anexo 2: Hoja de captura de datos
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15
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