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RESUMEN

INTRODUCCION: La candidiasis oral es una enfermedad micética, mas
comunmente causada por un crecimiento excesivo de Candida albicans en la boca.
Candida comprende un grupo extremadamente heterogéneo de organismos
fungicos que pueden crecer como morfologia de levadura, de las especies de
Candida se aislan con mayor frecuencia de la cavidad oral, las vias vulvovaginales
y urinarias, y se detectan en aproximadamente el 31-55% de los individuos sanos.
Histéricamente, C. albicans ha representado el 70-80% de los aislamientos clinicos.
La Organizaciéon Mundial de la Salud establece que el 80% de la poblacion mundial
utiliza la medicina tradicional para su atenciébn primaria, porque contienen
compuestos responsables de sus propiedades. OBJETIVO: Valorar la actividad
antimicética de los extractos vegetales Elettaria cardamomum y Citrus paradisi
contra Candida albicans ATCC 90029. METODOLOGIA: Se obtuvieron los
extractos etanolicos por técnica de maceracion en frio de Elettaria cardamomum y
Citrus paradisi se caracterizaron fitoquimicamente, para la identificacion preliminar
de grupos quimicos mediante reacciones colorimetricas. Se evalué su efecto
antimicotico a concentracion de 2% por el ensayo de kirby-bauer frente a Candida
albicans ATCC 90029 en agar sabouraud, se analizaron a las 24 horas.
RESULTADOS: Se obtuvo un rendimiento de extracto de 1.1413g. de Elettaria
cardamomum y 1.64g. de Citrus paradisi, respondieron de manera positiva a las
pruebas gue identifican a esteroles, triterpenos, ,flavonoides, sesquiterpenlactonas,
quinonas, taninos, carbohidratos, alcaloides. Se identific6 un porcentaje de
inhibicién relativo de 126.8%, 84.53% respectivamente, con halos de inhibicién
promedio de 17.3+0.82mm. y 26+0.41mm. comparandolos con clorhexidina 0.12%
(11.33£0.52) y nistatina con halos de (20.5+0.55). CONCLUSIONES: Estos
resultados muestran el uso de los extractos de Citrus paradisi y Elettaria
cardamomum como tratamiento alternativo en la terapia antifingica oral, es
beneficioso continuar con la investigacion por su alto efecto antimicético.

PALABRAS CLAVE: Candidiasis, Elettaria cardamomum, Citrus paradisi.

TESISTA: ILEANA STEFANIA TREJO LOA
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral candidiasis is a fungal disease, most commonly caused by
an overgrowth of Candida albicans in the mouth. Candida comprises an extremely
heterogeneous group of fungal organisms that can grow as yeast morphology, of the
Candida species they are most frequently isolated from the oral cavity, vulvovaginal
and urinary tracts, and are detected in approximately 31-55% of cases. healthy
individuals. Historically, C. albicans has represented 70—-80% of clinical isolates. The
World Health Organization establishes that 80% of the world's population uses
traditional medicine for their primary care, because they contain compounds
responsible for their properties. OBJECTIVE: To assess the antifungal activity of the
plant extracts Elettaria cardamomum and Citrus paradisi against Candida albicans
ATCC 90029. METHODOLOGY: The ethanolic extracts were obtained by cold
maceration technique of Elettaria cardamomum and Citrus paradisi, they were
characterized phytochemically, for the preliminary identification of groups. chemicals
by colorimetric reactions. Their antifungal effect was evaluated at a concentration of
2% by the kirby-bauer test against Candida albicans ATCC 90029 in sabouraud
agar, they were analyzed at 24 hours. RESULTS: An extract yield of 1.1413g was
obtained. of Elettaria cardamomum and 1.64g. Citrus paradisi, responded positively
to tests that identify sterols, triterpenes, flavonoids, sesquiterpenlactones, quinones,
tannins, carbohydrates, alkaloids. A relative inhibition percentage of 126.8% and
84.53% respectively was identified, with mean inhibition halos of 17.3 £ 0.82mm.
and 26 + 0.41mm. comparing them with chlorhexidine 0.12% (11.33 + 0.52) and
nystatin with halos of (20.5 + 0.55). CONCLUSIONS: These results show the use of
Citrus paradisi and Elettaria cardamomum extracts as an alternative treatment in
oral antifungal therapy, it is beneficial to continue with the research due to its high
antifungal effect.

KEY WORDS: Candidiasis, Elettaria cardamomum, Citrus paradisi.

1. INTRODUCCION
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La candidiasis oral es una enfermedad micética comun que se encuentra en la
dermatologia, mas comUnmente causada por un crecimiento excesivo de Candida
albicans en la boca, Candida comprende un grupo extremadamente heterogéneo
de organismos fungicos que pueden crecer como morfologia de levadura, de las
especies de Candida se aislan con mayor frecuencia de la cavidad oral, las vias
vulvovaginales y urinarias, y se detectan en aproximadamente el 31-55% de los
individuos sanos.

Para el tratamiento de infecciones causadas por Candida albicans se ha venido
utilizando regularmente medicamentos como la Nistatina, fluconazol y el
ketoconazol, por lo que afirma que este hongo ha mostrado resistencia a estos
medicamentos. El fluconazol es actualmente el farmaco ampliamente utilizado para
tratar las infecciones por candidiasis. La resistencia a estos medicamentos es uno
de los principales desafios en la terapia antifingica y la salud publica. El uso
generalizado, irracional y cronico de estos medicamentos es una de las razones
para el desarrollo de resistencia a los medicamentos azoles.

Los seres humanos han buscado curas para las enfermedades en la naturaleza
desde la antigiiedad; Incluso recientemente, el uso de medicamentos a base de
hierbas en suplementos dietéticos, bebidas energéticas, multivitaminicos, masajes
y productos para bajar de peso ha ganado popularidad

La evolucion de los sistemas de defensa de microorganismos ha conducido a
bdsquedas intensivas de nuevos medicamentos extraidos de varios productos
naturales para combatir infecciones microbianas, la utilizacion de la medicina
moderna ha venido produciendo resistencia a los medicamentos asi como también
altos niveles de toxicidad en el organismo, por lo que se ha incrementado el interés
por encontrar medicamentos que puedan sustituir los fArmacos sintéticos brindando
nuevas oportunidades terapéuticas a través de la Medicina Tradicional.

Los extractos vegetales constituyen una alternativa terapéutica a los medicamentos
de sintesis en el tratamiento de muchas enfermedades.

El objetivo de la investigacion es analizar la actividad antimicética de extractos
vegetales de Elettaria cardamomum y Citrus paradisi contra Candida albicans ATCC
debido al problema que se presenta de la resistencia a ciertos antifungicos utilizados
para la candidiasis bucal por parte de la poblacion.

Encontrar un efecto antimicético de extractos como “Elettaria cardamomun y Citrus
Paradisi” sobre Candida albicans marcaria el inicio de una nueva generacion de
farmacos antifungicos a base de principios activos procedentes de plantas
medicinales que generalmente son faciles de adquirir, de bajo costo y son
abundantes en nuestro pais, permitiendo de esta manera la eliminacion eficaz del
hongo y mejorando los beneficios terapéuticos ofrecidos por los medicamentos
tradicionalmente utilizados como es el caso de la nistatina.

La metodologia se centra en la elaboracion de los extractos etanodlicos de “Elettaria
cardamomun y Citrus Paradisi” seguido de pruebas fitoquimicas y pruebas
microbioldgicas, para determinar su eficacia contra Candida Albicans.

13



2. HIPOTESIS

- “Los extractos vegetales poseen actividad antimicotica contra C. albicans
para su uso en Odontopediatria”
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3. OBJETIVOS

3.1 General
- Valorar la actividad antimicética de extractos vegetales contra cepas de
Céandida albicans ATCC 90029.

3.2 Especificos:
- Obtencion de extractos vegetales Elettaria cardamomun y Citrus paradisi

- Analizar fitoquimicamente los extractos para identificar la presencia de los
principales grupos quimicos activos mediante pruebas quimicas.

- Analizar la accion antimicotica de los extractos vegetales contra Candida.
albicans ATCC 90029, por el procedimiento en agar de kirby-bauer
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4. ANTECEDENTES

4.1 Herbolaria en México

La Organizacion Mundial de la Salud, refiere que medicina tradicional es el conjunto
de conocimientos, habilidades y practicas para la salud mantenimiento, basado en
teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas.

En México, las culturas azteca y maya desarrollaron muchos usos para las plantas
medicinales, este desarrollo cesé después de la conquista, cuando los espafioles
controlaron y evangelizaron a los aztecas (Cruz, 2017). Multiples manuscritos sobre
las poblaciones indigenas que fueron escritos durante el siglo XVI destacan la
importancia de la medicina herbal en la historia de México (Valdivia, 2016).

La herbolaria y la medicina tradicional en México son actividades persistentes en la
poblacion, las cuales se abordan desde perspectivas diversas, aunque existen
pocos reportes que mencionen su sustentabilidad (Garcia 2020).

En México y especialmente la zona centro se cuenta con gran diversidad de
plantas con uso medicinal, esto debido a las condiciones agroclimaticas donde
destacan las zonas altas cercanas a las grandes elevaciones como la zona
oriente del estado. (Astier, 2017)

La Organizacion Mundial de la Salud en el 2019 mencion6 que del 20 al 39%
de la poblacion en México practica y usa la herbolaria y que los alimen-tos que
tienen propiedades funcionales pueden in-cluirse en esta categoria. (Garcia,
2020).

La odontologia en México, se reportan las enfermedades bucales mas comunes son
la caries y la enfermedad periodontal. Sin embargo, los servicios dentales en las
zonas rurales son muy costosos y no representan una preocupacion de salud
primaria para la poblacion rural, que prefiere utilizar la medicina alternativa para esta
enfermedad bucal comun pero simple (Cruz, 2017),

La tabla 1 representa las plantas de origen mexicano mas utilizadas en el pais para
tratar las enfermedades bucales.
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Nombre cientifico (apellido) Nombre comin Parte usada Indicaciones

Acacia cornigera {L.) Willd (Leguminosae) Cornezuela Hoja Inflamacién de las encias
Acacia na (L.) Willd. (Leguminosae) Hulzache Madre Herpes labial y dolor de muelas
Amphipterygium ad: hiede ex Schlech. (Anacardiaceae) Cuachalalate Latex Peridantitis

Asclep ca L. (Asclepladaceae) Quiebra muelas Latex Carles y dolor de muelas
Bidens odorata Cav. {Compositae) Aceltilla Hoja Aftas

Byt Wia (L.} Kunth (Malpighlaceae) Nanche Hoja y flor Dolor de muelas
-1 pulchen ) Swartz (Leguminosae) Tabachin Fruta y raiz Aftas
lanaceae) Chile de drbol Hoja Dolor de muelas
Carica papaya L. (Carlcaceae) Papaya Hojas vy frutos Aftas

Willd.) weber (Chenopodiaceae) Epazote Hoja Dolor de muelas

hira, n Lam. (Esterculldceas) Flor de manita Flor Dolor de muelas
Dorste va L. (Maraceae) Contrayerba Ralz Carles, dolor de muelas y abscesos dentales
Heterothec ss. [Compositag) Arnica Flor Aftas
Heilopsis longipes (4. Gray) SF Blake. (Asteraceae) Chilcuague Ralz Color de muelas
Jatropha gaumer Greenm. (Euphorblaceae) Pomolche Latex u hoja Ulceras bucales, candiclasis oral y abscesos dentales
Lo @ Kunth. (Campanulales) aretlllo o zarclllo Toda la planta Ulceras bucales y dolor de muelas
Opus s-indica (L.) Miller (Cactaceae) Nopal Fruta y flor Ulcera oral y abscesa dental.
Per ericana Miller. (Lauraceae) Aguacate Fruta Ulceras bucales, gingivits, enfermedad periodantal y dolor de muelas

hombifollz L. (Malvaceae) Escobllla 0 malvilla Tallo y hojas Ginglvitis y dolor de muelas

Theobroma cacae L. {Stercullaceae) Cacao Frijo Ulcera oral y dolor de muelas

Tabla 1. Plantas mexicanas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad bucal de
la Biblioteca Digital de Medicina Tradicional Mexicana (Cruz, 2017).

La utilizaciébn de la medicina moderna ha venido produciendo resistencia a los
medicamentos, asi como también altos niveles de toxicidad en el organismo, por lo
que se haincrementado el interés por encontrar medicamentos que puedan sustituir
los farmacos sintéticos brindando nuevas oportunidades terapéuticas a través de la
Medicina Tradicional (Wen, 2012).

4.2 Enfermedades orales

La microbiota oral es increiblemente compleja en el adulto promedio alberga entre
50 y 100 mil millones de bacterias en la cavidad oral, que representan alrededor de
200 especies bacterianas predominantes. En conjunto, existen aproximadamente
700 taxones predominantes de los cuales menos de un tercio aun no se han
cultivado in vitro. En comparacién con otros sitios del cuerpo, la microbiota oral es
Unica y de facil acceso (Wen, 2012).

Aproximadamente el 59.6% de las personas en Meéxico tienen signos de
enfermedad periodontal y la prevalencia de caries en la poblacion mayor de 40 afos
es cercanaal 97% (Cruz, 2017). Es bien sabido que taxones bacterianos especificos
que colonizan la cavidad bucal estan asociados con la salud bucal y enfermedades
o aflicciones bucales, como caries dental, enfermedades periodontales, lesiones
endodonticas, alveolitis seca, halitosis, infecciones por hongos (Johansson, 2016).
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4.2.1Candida

Céandida comprende un grupo extremadamente heterogéneo de organismos
fungicos que pueden crecer como morfologia de levadura. Macroscopicamente, las
colonias de Candida, en el agar de dextrosa Sabouraud (SDA) de uso rutinario, son
de color crema a amatrillo. Dependiendo de la especie, la textura de la colonia puede
ser suave, brillante o seca, o arrugada y sin brillo. Las infecciones micéticas
causadas por especies de Candida se estan convirtiendo en un problema importante
en el campo de la salud, lo que genera altas tasas de mortalidad y costos médicos
elevados para los gobiernos y los pacientes hospitalizados (Nami, 2018).
Historicamente fue en el afio de 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 denomin6é Candida albicans. (Hernandez et al, 2015). Un pufiado de
especies del género Candida son patégenos oportunistas y se sabe que causan
infecciones en hospedadores inmunodeprimidos o deteriorados. (Las especies se
han convertido en un importante patégeno nosocomial con aumento en aislamientos
resistentes a farmacos (Pristov, 2019) La identificaciébn del nivel de especie es
esencial ya que ciertas especies como Candida krusei son inherentemente
resistentes al azol (Jayachandran, 2018).

Son miembros de la microbiota del tracto urinario y gastrointestinal humano las
especies de Candida podrian conducir a enfermedades cuando se comprometen
los mecanismos inmunitarios del huésped. Dado que, el sistema inmunitario del ser
humano es capaz de contrarrestar las infecciones por candidiasis, las infecciones
suelen ser asintomaticas. Candida albicans es un comensal normal de humanos
que reside en la cavidad oral, tracto gastrointestinal, vaginal y urinario. Actia como
un patégeno oportunista que causa infecciones como estomatitis, candidiasis bucal,
infecciones del tracto urinario y también puede causar infecciones graves y
sistémicas (Lakshmi, 2018).

Candida albicans se encuentra entre las especies de hongos mas prevalentes de la
microbiota humana y coloniza asintomaticamente a individuos sanos. Es conocido
como un microorganismo comensal y el patégeno fungico mas comuan. (Noble,
2017) Sin embargo, también es un patdégeno oportunista que puede causar
infecciones del torrente sanguineo graves y, a menudo, fatales. (Lohse, 2018) Se
estima que entre el 30 y el 60% de los adultos sanos portan especies
de Candida dentro de la cavidad bucal. La gran mayoria de estos microorganismos
existen como colonizacion comensal mas que como un proceso patolégico
(Hellstein, 2019)

Las especies de Candida son aproximadamente la cuarta causa mas comun de
infecciones nosocomiales en las UCI, segun los datos del Sistema Nacional de
Vigilancia de Infecciones Nosocomiales y la Prevalencia Europea de Infeccion en
Cuidados Intensivos. Candida puede causar una infeccién adquirida en el hospital
cuando su incidencia aumenta en los hospitales o debido a la participacion de
intervenciones invasivas y al uso prolongado de antibidticos. Las infecciones
fungicas graves afectan a mas de 1.000 millones de personas por afio (Lakshmi,
2018). Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus
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siglas en inglés) y la Red Nacional de Seguridad en el Cuidado de la Salud
(Healthcare Safety Network, por sus siglas en inglés) han clasificado a Candida
como la quinta en causar infecciones adquiridas en el hospital y la cuarta entre los
patogenos de la infeccidn de la corriente sanguinea (BSI). Otro estudio internacional
realizado por el Programa de vigilancia de antimicrobianos SENTRY informo un total
de 1239 aislamientos de Candida BSI de 79 centros médicos en 2008-2009
(Valdivia, 2016). En 1839 Langenbeck descubri6é el microorganismo causante del
muguet observandolo en forma de placas en las membranas mucosas de la boca y
otros 6rganos, que en el afio de 1923 Burkhout denomindé Candida albicans
(Hernandez, 2015).

C. albicans crece como levadura a 30°C y como filamentos o hifas a los 37°C
(Kasehm et al, 2015).

4.2.2 Candidiasis

La candidiasis (Figura 1) es una enfermedad micética comun que se encuentra en
la dermatologia, mas comunmente causada por un crecimiento excesivo de
Candida albicans (Jillian, 2016). La candidiasis es la infeccion micética mas comun
en la cavidad oral y es causada por hongos candidos. La candidiasis oral (Figura 1)
es uno de los tres principales motivos de consulta en una poblacion geriatrica
(Ibafiez, 2017).

Los estudios han demostrado que el 65% de los pacientes que utilizan dentaduras
postizas o aparatos de ortodoncia la presentan (Shukla, 2017), entre el 46% vy el
65% en niflos susceptibles como bebés prematuros tienen la enfermedad debido a
una higiene deficiente en biberones y chupones. Otras causas de la infeccidon
por C. albicans incluyen la terapia con antibidticos, corticosteroides e
inmunosupresores a largo plazo, desnutricion (Lyu, 2016).

Figura 1. Manifestacion
clinica de ‘ candidiasis
caracteriza por difusas gruesas placas blancas cuajadas que podria ser borrado
con raspado suave, con extension de la suave mucosa palatina (candidiasis oral) a
la orofaringe (candidiasis orofaringea) (Vila, 2020).

4.2.3 Manifestaciones Clinicas
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La manifestacion mas comun es la infeccibn pseudomembranosa (conocida
también como algodoncillo) aparece en la mucosa como una placa color crema con
aspecto de cuajada, se extirpa facilmente, pero a menudo queda una superficie
sangrante. La Candidiasis hiperplasica es blanca y dura y no se puede remover. La
Candidiasis eritematosa que aparece en formas de manchas rojas, visibles
fundamentalmente en el paladar duro, blando o en el dorso de la lengua. El dorso
de la lengua es el punto de inicio de la infeccion para la mayoria de las formas
clinicas de candidiasis oral (Vila, 2020), por lo general se presenta como placas
multifocales de color amarillo-blanco cuajado en toda la mucosa oral. Una
caracteristica diagnostica de esta infeccidn es que estas placas, que consisten en
células epiteliales e inmunes descamadas junto con levaduras e hifas, pueden
eliminarse raspando suavemente, dejando una base erosiva roja
subyacente (Lewis, 2017).

4.2.4 Tratamiento

Para el tratamiento de infecciones causadas por “Céandida Albicans” se utiliza
regularmente medicamentos como la nistatina, fluconazol y el ketoconazol, por lo
gue afirma que este hongo ha mostrado resistencia a estos medicamentos.

La dosis de la nistatina en adultos y nifios: se debe realizar colutorios de suspension
de 100000 U/ml 4 veces/dia, como minimo se debe seguir con el tratamiento
durante 2 dias después de que hayan desaparecido los sintomas. (Chamba, 2015).
Para casos de enfermedad moderada a grave, se recomienda el uso de fluconazol
via oral en dosis de 200 mg (3 mg/kg) el primer dia y 100 mg/dia durante 7-14 dias.
En los pacientes con candidiasis oral refractaria a fluconazol, es posible emplear
itraconazol en dosis de 200 mg dos veces al dia con alimentos durante 7 a 14 dias.
Cuando el tratamiento con otros antifungicos ha fallado, se puede emplear
voriconazol en una dosis de 200 mg dos veces al dia, durante 7 a 14 dias (Lewis,
2017).

4.3 Resistencia a los antifungicos

Los azoles son la familia mas grande de antifungicos. las drogas fluconazol,
clotrimazol, ketoconazol, itraconazol, miconazol son algunos de los farmacos
antifangicos comunes en el grupo azol. El fluconazol es actualmente el farmaco
ampliamente utilizado para tratar las infecciones por candidiasis. La resistencia a
estos medicamentos es uno de los principales desafios en la terapia antifingica y
la salud publica. El uso generalizado, irracional y crénico de estos medicamentos
es una de las razones para el desarrollo de resistencia a los medicamentos azoles
(Lakshmi, 2018).

El uso excesivo de medicamentos antifingicos, la toxicidad sistémica, la reactividad
cruzada con otros farmacos y un numero actualmente bajo de moléculas de
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farmacos con actividad antifingica han contribuido a importantes limitaciones
clinicas (Rodrigues, 2019).

4.4 Alternativas naturales, uso de extractos

La evolucion de los sistemas de defensa de microorganismos ha conducido a
bdsquedas intensivas de nuevos medicamentos extraidos de varios productos
naturales para combatir infecciones microbianas (Morais, 2012).

Las plantas han constituido la base de los sistemas de medicina tradicional para
mantener la salud e incrementar la calidad de vida del hombre. También, han sido
utilizadas en el campo de la preservacion del patrimonio cultural. Bastaria citar que
los primeros intentos de combatir insectos dafinos a los bienes culturales, hace mas
de 2300 afios, fueron con aceites obtenidos de plantas, pero posteriormente y con
el surgimiento y desarrollo de la industria quimica estas fueron desplazadas.

Los extractos vegetales, como los que se obtienen de hierbas medicinales, plantas
dietéticas y frutas, se estan reconociendo como fuentes importantes de compuestos
bioactivos con varias funcionalidades que incluyen actividades antioxidantes,
anticancerigenas y antimicrobianas (Scepankova, 2018). En base a esto surge la
necesidad en esta investigacion de evaluar la accion antimicotica que poseen los
extractos vegetales sobre cepas de Candida, para de esta manera crear nuevos
medicamentos que permitan controlar las diversas patologias, eliminar los agentes
causales y mejorar las propiedades ofrecidas por los agentes antimicoticos
tradicionales. El cardamomo en un estudio reporta que inhibe el crecimiento de los
principales patdgenos periodontales. (Souissi, 2020).

4.5 Obtencidn de extractos

Técnica de maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia
prima contiene una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion que
son los que se pretende extraer. El proceso de maceracion genera dos productos
que pueden ser empleados dependiendo de las necesidades de uso, el sélido
ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos
depende de la materia prima empleada, asi como del liquido de extraccién
(Fernaroli’s, 1975).

4.6 Técnica para evaluacion antimicotica

El método Kirby-Bauer técnica de difusiéon en agar, es cualitativa y sus resultados
se pueden interpretar Unicamente como sensible, intermedio o resistente, y esta
disefiada especificamente para bacterias de crecimiento rapido domo
los Staphylococcus sp. O los integrantes de la familia Enterobacteriaceae. Esta
técnica, el in6culo bacteriano llevado a una concentracién igual a la del estandar 0,5
de McFarlane, se aplica sobre la superficie de una placa seca de agar que tenga un
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pH entre 7, 2 y 7,4 medido a temperatura ambiente y una vez solidificado el medio
de cultivo. La cepa se debe rayar sobre la superficie del medio de solidificado el
medio de cultivo. La cepa se debe rayar sobre la superficie del medio de forma tal
gue se logre un crecimiento confluente. Una vez realizado esto, en un plazo no
mayor de 15 minutos, se procede a colocar los discos o las pastillas con el
antibiotico. Si se emplean placas de petri de 100 mm de diametro, el niUmero maximo
de discos a colocar es de 5. (Woods, 1995). Luego, la placa se incuba a 35°C en
aire ambiente y por un periodo no mayor a las 18 horas.

4.7 Elettaria Cardamomum

El cardamomo (Elettaria cardamomum) es una especia de semilla aromatica que se
cultiva extensamente en la India y se usa como aromatizante en dulces (Nagashree,
2017).

Es una planta antioxidante fuerte, por eso se le llama la reina de las especias (Abu-
Tawell, 2018), se cultiva y cultiva en algunos paises asiaticos como Sri Lanka, India,
Nepal, Indonesia, Guatemala y Tanzania, y pertenece a Zingiberaceae (Garg,
2016). La semilla contiene fitoquimicos como fenoles , almiddn, taninos |,
terpinoides, flavonoides , proteinas y esteroles que son capaces de reduccion y
estabilizacion que motivan a los investigadores a utilizarla en la sintesis de PNB
(Rajan, 2017).

Estudios in vitro han demostrado el efecto antiinflamatorio e inmmunomoduladores
del cardamomo (Elettaria Cardamomum) (Figura 2) y propiedades antidiabéticas,
antioxidantes (Gomma, 2019). Su administracion ha reducido significativamente
colesterol, lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL) vy triglicéridos en ratas de laboratorio, también en dosis de 3g, dos veces
diarias, después de 3 meses, redujo la presion sistdlica, diastdlica y sanguinea en
un estudio con pacientes recién diagnosticados con hipertension primaria (Nitasha
et al, 2015).

Se han utilizado para aplicaciones de la medicina tradicional, incluso para el control
del asma, infecciones de dientes y encias, cataratas, nauseas, diarrea, asi como
trastornos cardiacos, digestivos y renales (Ashokkumar, 2020). Un estudio reporta
que en la importancia con la odontologia. Elettaria cardamomum inhibe el
crecimiento de los principales patdgenos periodontales, por lo que pueden ser
agentes terapéuticos prometedores contra la enfermedad periodontal. (Souissi,
2020).
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Figura 2. Elettaria cardamomum (Cardamomo)

4.8 Citrus Paradisi

Citrus, un género principal de la familia Rutaceae (subfamilia: Aurantioideae),
comprende 16 especies de arbustos arométicos de hoja perenne y arboles
pequefios, nativos de la region indo-malaya, el sureste asiatico y China. Los citricos
son uno de los mas importantes del mundo.

cultivos, y uno de ellos, Citrus paradisi (Figura 3) es interesante por los metabolitos
secundarios que contiene. Los metabolitos secundarios son importantes
componente dietético y estan atrayendo mucho interés por sus efectos fisiologicos.
Los fenoles componen uno de los grupos mas grandes de estos metabolitos (Sicari,
2018).

Los aceites esenciales de citricos son valiosos en las industrias de perfumes,
alimentos y bebidas, y también han disfrutado de su uso como aromaterapia y
agentes medicinales (Dosoky, 2018). Debido a sus efectos contra la obesidad, la
toronja se llama el “amigo de la dieta” (Stiles, 2017). La fragancia de la toronja
(Figura 3), provoca la activacion del nervio simpético que inerva el WAT, lo que
facilita la lipdlisis, y luego da como resultado una supresion del aumento de peso
corporal (Nagai,2014). Por otra parte, mostré una fuerte actividad antibacteriana
contra Bacillus  cereus, faecalis  Enterococus , Escherichia  coli, Klebsiella
pneumoniae , Pseudococcus sp., Thyphimurium Salmonella , Shigella
flexneri y Staphylococcus aureus y una fuerte actividad antifungica frente
a Aspergillus niger , Candida albicans, Cladosporium cucumerinum , Penicillium
digitatum , P . italicum , y P . chrysogenum (Churata, 2016)

Un estudio reporta que posee actividad antihiperlipidémica debido a fitoquimicos y
otros nutrientes esenciales, por lo que pueden servir como cardioprotectores al
prevenir la trombosis (Mallick, 2016).
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Figura 3. Citrus Paradisi (Toronja)

5. Metodologia

5.1 Tipo de estudio
Comparativo, experimental, longitudinal, prospectivo.

5.2 Obtencidén de los extractos

El universo de estudio consta de las plantas Elettaria cardamomun y Citrus Paradisi
donde se obtuvieron de pacalli y un super mercado respectivamente, los ensayos
se realizaran por triplicado para corroborar su reproducibilidad, el criterio de
seleccion son plantas con antecedentes de efectividad antimicrobiana y los de
inclusion son las plantas que cumplan con las condiciones Optimas para su analisis,
que no estén contaminadas y sean identificadas, tanto los criterios de eliminacién
son los extractos contaminados durante la manipulacion.

5.2.1 Obtencion del extracto etandlico Elettaria cardamomum

En la obtencion del extracto etandlico de Elettaria cardamomum con la técnica de
maceracion (Fernaroli’s, 1975) con un peso original de 52.45g. con 100ml de etanol
(Figura 4.A), se dejo reposando 72 horas, se filtr6 con papel filtro y se obtuvo un
peso final de 82.193¢. (Figura 4.B).
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A B C
Figura 4. Procedimiento para la obtencidn del extracto de la semilla Elettaria
cardamomu. A: Semilla con etanol. B: Evaporacion del solvente. C: Rendimiento

5.2.2 Obtencion del extracto etandlico Citrus Paradisi

En la obtencion del extracto etandlico de la cascara de Citrus paradisi (Figura
5.A,B,C) por la técnica de maceracion con un peso inicial de 82.8327g con 400ml
de etanol (Figura 5.D), se dejo reposando 72 horas, se filtrd, y se obtuvo un peso
final de 111.57g.

A B C D
Figura 5. Obtencion del extracto de la cascara seca de Citrus paradisi
A: Citrus paradisi fruto. B: Cascara de Citrus paradisi. C: Cascara seca de Citrus
paradisi. D: Cascara con etanol
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5.3 Caracterizacion fitoquimica de Elettaria cardamomum y Citrus
paradisi

Pruebas fitoquimicas Dominguez, X.A 1979. Pruebas quimicas. Para determinar
los grupos funcionales de los compuestos presentes en los extractos de la cascara
Citrus paradisi y semilla Elettaria cardamomum se llevaron a cabo pruebas quimicas
convencionales (Dominguez et al, 1973). Estas pruebas incluyeron la de
Liebermann Burchard (esteroles y triterpenos), Shinoda (flavonoides, flavanonas y
flavanonoles), Baljet (sesquiterpenlactonas), acido sulfurico (quinonas), cloruro
férrico (taninos), Molisch (carbohidratos), hidréxido de sodio (cumarinas) y
Dragendorff (alcaloides) (Alrasheid, 2019) (Figura 6).

Figura 6. Analisis de reacciones quimicas realizadas a los extractos.

5.4 Analisis antimicoético

5.4. 1. Identificacion de la cepa de Candida albicans

Para los ensayos, la cepa de Candida albicans ATCC 90029 que fue proporcionada
por el laboratorio de Microbiologia oral de la Facultad de odontologia UANL se activo
en la campana de flujo laminar, se inocularon 100uL de Candida alibicans en 1 mL
de caldo Saboraud, colocandose en tubos ependorff e incubados a 37 °C durante
24h. Se ajusté el inoculo al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland equivalente a 1x10°
UFC/mL.

Se realiz6 mediante el método Kirby-Bauer (Figura 7), se sembraron 100uL en
estria cerrada sobre medio de cultivo saboraud, se realiz6 por triplicado y se incubo
a 37°C. Se dio lectura a las 24 horas y se comparé con los controles, clorhexidina
al 0.12%, nistatina 100 000 Ul/mL y agua destilada. Se calcul6 el porcentaje de
efecto inhibitorio relativo.

26



Antibiotic discs are placed on surface

l Incubato for 24-48 h

Test organism shows senstvity to some
antibiotics, indicated by inhibition of bactenal
growth around discs (zones of inhibition) after incubation

Figura 7. Método de Kirby-Bauer (Bauer, 1966)

Se identificd el porcentaje de inhibicion relativa de cada extracto midiendo el
promedio de diametro de halo del extracto entre el promedio del didametro (Ecuacién
1) del control positivo para poder determinar el efecto alto siendo mayor al 70%,
intermedio entre el 50-70% y bajo menor al 50% (Tabla 2), (Delgado, 2020).

X diametro del halo del extracto 00

% de inhibicion = =
/o x diametro halo del control positivo

Ecuacién 1. Porcentaje de inhibicion.

Tabla 2. Actividad antimicética

Alta >70 %
Intermedia 50 - 70%
Baja < 50%

5.5 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media £ desviacion estandar. Para
establecer el grado de significancia que existe entre el extracto de Citrus paradisi y
Elettaria cardamomum, los controles positivos (nistatina a 100 000 Ul/mL y
clorhexidina al 2%) se analizaron los datos en el programa de IBM SPSS Statistics
24. Se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro Wilk, y debido a que los datos
no mostraron una normalidad, se opté por una prueba no paramétrica de Mann-
Whitney, con un nivel de significancia (P <0.05) (Khatun, 2021)

6. Resultados
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6.1 Obtencidn de extractos

En relacion a la obtencion de los extractos de Elettaria cardamomum y Citrus
paradisi se pudo obtener un rendimiento de 1.1413g y 1.64g. respectivamente

(Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento de los extractos Elettaria cardamomum y Citrus paradisi

Peso gramos Rendimiento

Planta
Elettaria | Inicial 52.45
cardamomum
Final 82.193

6.2 Caracterizacion fitoquimica parcial

Citrus | Inicial 82.8327 1.64q.
Paradisi

Final 111.57

1.1413g.

En base a las pruebas quimicas que se realizaron en la busqueda de los principales
grupos quimicos que pudieran presentar los extractos a estudio en esta
investigacion se pudo encontrar que el extracto etanélico de Elettaria cardamomum
reaccion6 de manera positiva a esteroles, triterpenos, flavonoides, flavononas,
sesquiterpenlactonas, quinonas, cumarinas y alcaloides, por otra parte el extracto
de Citrus paradisi, resultd positivo a esterelos, triterpenos, sesquiterpenlactonas,

cumarinas (Tabla 4).

Tabla 4 Caracterizacion Fitoquimica Parcial de Citrus paradisi (a) y Elettaria
cardamomum (b), Presencia de Grupos Quimicos (+), Respuesta negativa (-)

Prueba Quimica Resultado Grupos Quimicos
(a) (b)

Libermann Buchard + |+ Esteroles y Triterpenos
Shinoda - + Flavonoides,

Flavononas
Baljet + + Sesquiterpenlactonas
Acido sulfarico + + Quinonas
Cloruro férrico - - Taninos
Molisch - - Carbohidratos
Hidréxido de sodio + + Cumarinas
Dragendorff - + Alcaloides

6.3 Analisis antimicotico
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El analisis antimicético del extracto de Elettaria cardamomum mostré tener un alto
efecto inhibitorio frente a Candida albicans ATCC 90029 que obtuvo un promedio
de halos de inhibicion de 26mm, comparandolos con nistatina 100,000 Ul/mL con
un promedio de 20.5mm. (Tabla 5). Asi mismo se identificé el efecto inhibitorio
relativo del 126.8% (Tabla 7).

Tabla 5. Accién antimicética de Elettaria cardamomum 2%
vs Nistatina 10000 UL/mL
Extractos Repeticion Efecto Promedio
inhibitorio X
(mm)

26 261£0.41
26
27
26
26
26
20 20.5+0.55
20
21
20
21
21

Etanol (C-) 0 0

(C+)= Control Positivo, (C-) = Control negativo

Elettaria cardamomum 2%

Nistatina (C+) 10000 UL/mL

OO WINIFRPIO|OAWIN(EF

El andlisis antimicético del extracto de Citrus paradisi, mostré tener un alto efecto
inhibitorio frente a Candida albicans ATCC 90029, el extracto que obtuvo un
promedié de halos de inhibicion de 20.5mm. (Tabla 6), comparandolos con
clorhexidina al .12% con un promedio de 11.33mm. Asi mismo se identifico el efecto
inhibitorio relativo de 84.53% (Tabla 7).
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Tabla 6. Accién antimicotica de Citrus paradisi 2% vs Clorhexidina .12%

Extractos Repeticion Efecto Promedio
inhibitorio X

(mm)

18 20.5+0.55

18

17

16

17

18

11 11.33+0.52

11

12

12

11

11

Etanol (C-) 0 0

(C+)= Control Positivo, (C-) = Control negativo

Citrus paradisi 2%

Clorhexidina (C+) .12%

OO WINIFRIOOAWINEF

El extracto de Elettaria cardamomum mostré un efecto inhibitorio frente a Candida
albicans del 84.53% (Tabla 6), por lo que tiene una actividad antimicética alta (Tabla
1) y el extracto de Citrus paradisi mostr6é un efecto inhibitorio del 126.8% (Tabla 6)
frente a Candida albicans teniendo una actividad antimicética alta (Tabla 1), (Grafica
1).

En relacion al efecto inhibitorio que fue presentado por cada extracto se identifico
que fue una actividad antimicética alta ambos extractos, ya que se encontré un
porcentaje de inhibicion mayor al 70% para ambos extractos (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto inhibitorio relativo de los extractos contra C. albicans ATCC 90029
Extractos vegetales %

Citrus paradisi 84.53

Elettaria cardamomum 126.8

Ambos extractos vegetales analizados contra la cepa de Candida albicans
mostraron un promedio de inhibicidbn mayor que los controles positivos evaluados
en esta investigacion con datos promedios de 26+0.41 para Elettaria cardamomum
y 20.5£0.55 para Citrus paradisi (Tabla 8).
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Tabla 8. Accidn antimicética de extractos vegetales contra C. albicans ATCC

90029

Efecto Concentracion (2%)
inhibitor
io (mm) 1 2 Cl(+) C2(+) C()
R1 26 18 20 11 0
R2 26 18 20 11 0
R3 27 17 21 12 0
R4 26 16 20 12 0
R5 26 17 21 11 0
R6 26 18 21 11 0
xXxs 17.30. 20.5+0. 11.33+0.5

26+0.41 82 55 5 0
% 126.8 84.53 - - -

x: media de la muestra; s: desviacion estandar de la muestra; %: porcentaje de
efecto inhibitorio relativo; (1) Elettaria cardamomum, (2) Citrus paradisi; C1(+):
nistatina 100 000 Ul/mL; C2(+): clorhexidina al 0.1 2%; C(-): etanol.

Con los datos antes descritos se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro Wilk,
y debido a que los datos no mostraron una normalidad, se opt6 por una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney, con un nivel de significancia (P <0.05).

Hay diferencia significativa entre Elettaria cardamomum (p=0.002), Citrus paradisi
(p=0.003), con el control positivo (nistatina).

Hay diferencia significativa entre Elettaria cardamomum (p=0.002), Citrus paradisi
(p=0.003), con el control positivo (clorhexidina).

31



Grafica 1. Accion antimicoética de extractos vegetales contra C. albicans ATCC
90029

30

3

107

Media (intervalos de confianza del 95%) del efecto inhibidor de
extractos de plantas

Se identifico un porcentaje de inhibicion relativo de 84.53% para Citrus paradisi y
126.8% para Elettaria cardamomum, con halos de inhibicibn promedio de
(17.3+0.82) y (26+0.41) respectivamente, comparandolos con clorhexidina 0.12%
(11.33+0.52) y nistatina con halos de (20.5+0.55) (p < 0.05).
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7. Discusion

Hoy en dia se ha reportado que existe un incremento en la investigacion sobre la
herbolaria, es continuo observar estudios de extractos de plantas en la medicina
general como los reportados por Gonzalez en el 2016 acerca de extractos eficaces
contra la faringoamigdalitis que es una de las enfermedades con mayor
investigacion de tratamientos naturales, Cruz en el 2017 reporta en el area de
odontologia extractos con propiedades antimicrobianas que pueden ser de gran
utilidad contra patégenos periodontales o como agentes anticariogénicos, lo cual
sustenta que continue la investigacion en estas areas.

Actualmente existe un alto indice de resistencia a los antifungicos debido al uso
indiscriminado de los mismos, asi como de la mutacién de los microorganismos
causantes de enfermedades.

Se ha reportado que los extractos obtenidos por maceracion han presentado un
rendiemietno bajo segun reporta Gonzalez-Alamilla en el 2020 lo cual concuerda
con lo que pudimos obtener en el presente trabajo, ya que los rendimientos
obtenidos no fueron altos, como los resultados similares obtenidos por Garrido en
el 2013 y Romero en el 2019.

En relacion al andlisis fitoquimico de los extractos, Elettaria Cardamomum se ha
reportado por Salama en el 2016 la presencia de esteroles, triterpenos, flavonoides,
flavononas, sesquiterpenlactonas, quinonas, cumarinas y alcaloides, al igual que en
nuestro estudio, de la misma manera Villébn en el 2017 report6é acerca del extracto
de Citrus Paradisi positivo a los grupos quimicos que de igual manera resultaron
positivos en esta investigacion.

Existe una amplia diversidad de extractos reportados que tienen efecto antimicético,
como reporta Calcina en el 2020 en su estudio referente a Minthostachys setosa y
Xanthium catharticum que son eficaces contra Candida albicans con
concentraciones del 50% y 100% a diferencia de las plantas utilizadas en la
presente investigacion Elettaria Cardamomum y Citrus paradisi que se analizé a una
concentracion del 2%.

Utilizando concentraciones mas elevadas tal vez se muestren resultados con halos
de inhibicibn mas altos, se obtuvo una actividad antimicotica alta de Elettaria
cardamomum la cual contrasta con el estudio reportado en el 2016 por
Vijayalakshmi donde demuestra tener un alto efecto antimicético contra C. abicans,
de igual manera Churata en el 2016 reporta el extracto de Citrus Paradisi que posee
una alta actividad antimicGtica contra cepas de Candida albicans analizada a una
concentracion del 25%, coincide con los resultados de esta investigacion.

8. Conclusiones
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Se obtuvieron exitosamente los extractos etandlicos de Elettaria cardamomum y
Citrus paradisi mediante la técnica de maceracion, obteniendo resultados
favorables.

Ambos extractos mostraron tener una alta actividad antifungica contra C. albicans
(ATCC 90029).

Dicho lo anterior, se aprueba la hipotesis ya que ambos extractos etandlicos,
muestran propiedades favorables para atacar infecciones flungicas causadas por
Candida albicans.

Se puede tomar este trabajo a dar continuidad a evaluaciones de citotoxicidad, a

estudios que permitan que estos extractos puedan proponerse como un auxiliar en
el tratamiento antimicético.
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