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RESUMEN

Las plantas son una gran fuente de fitoquimicos utiles, que tienen efectos
inhibidores contra algunos microorganismos y son eficaces en el tratamiento de
diversas afecciones, ya que con los farmacos disponibles suelen aparecer
cepas farmacoresistentes. Se ha observado el resurgimiento de enfermedades
oportunistas generados por el hongos del género Candida. El objetivo principal
fue determinar la actividad antifingica del extracto acuoso de Morinda citrifolia
en cultivos de Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae. El disefio del
estudio fue analitico, experimental, prospectivo y longitudinal, la muestra estuvo
conformada por placas en agar Sabouraud — Dextrosa con cepas de Candida
albicans y Saccharomyces cerevisiae, el analisis de la actividad antifingica fue
por difusion en Agar, donde se emple6 discos de papel filtros embebidos con
20uL del extracto acuoso de noni al 50%,75% y 100%. Entre los resultados el
extracto acuoso de Morinda citrifolia al 100 % demostré mayor sensibilidad que
la concentracion de 50%, en contraste la concentracion al 75 % demostro un
rango superior de sensibilidad frente a las anteriores muestras a las 24 y 48
horas. Concluimos que nuestra investigacion da una validacién cientifica al
hecho de que los componentes bioactivos en la planta Morinda citrifolia se
extraen sustancialmente en extracto acuoso, los mismos poseen efecto

antimicético y exhiben una actividad inhibidora fungica altamente prometedora.

Palabras clave: Morinda citrifolia, Candida albicans, Saccharomyces

cerevisiae, antifangico



ABSTRACT

Plants are a great source of useful phytochemicals, which have inhibitory effects
against some microorganisms and are effective in the treatment of various
conditions, since drug-resistant strains usually appear with drug-resistant
strains. The resurgence of opportunistic diseases generated by the fungi of the
genus Candida has been observed. The main objective was to determine the
antifungal activity of the aqueous extract of Morinda citrifolia in cultures of
Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae. The design of the study was
analytical, experimental, prospective and longitudinal, the sample consisted of
plates on Sabouraud - Dextrose agar with strains of Candida albicans and
Saccharomyces cerevisiae, the analysis of the antifungal activity was by
diffusion in Agar, where disks were used. paper filters embedded with 20uL of
50%, 75% and 100% aqueous noni extract. Among the results, the aqueous
extract of Morinda citrifolia 100% showed greater sensitivity than the 50%
concentration, in contrast the 75% concentration showed a higher sensitivity
range compared to the previous samples at 24 and 48 hours. We conclude that
our research gives a scientific validation to the fact that the bioactive
components in the Morinda citrifolia plant are extracted substantially in agueous
extract, they have an antifungal effect and exhibit a highly promising fungal

inhibitory activity.

Key words: Morinda citrifolia, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
antifungal



INTRODUCCION

Los antimicGticos son una de nuestras armas mas importantes para combatir las
infecciones patogenas y han beneficiado enormemente la calidad de vida
humana relacionada con la salud desde su admision. Sin embargo, durante las
tltimas décadas, estos beneficios para la salud estan amenazados, ya que
muchos de ellos de uso comun son menos efectivos contra ciertas
enfermedades, ademas producen reacciones toxicas y la aparicion de hongos

resistentes a medicamentos.

Hemos discutido estos problemas y decidido desarrollar un trabajo experimental
para el mayor interés de los estudiantes e investigadores, para llenar el vacio en
la publicacion del tema tratado. Esperamos e intentamos que el resultado de
estos esfuerzos en la forma de dar alternativas de solucion al problema y sirva
como un recurso valioso para toda la comunidad cientifica y académica.
Confiamos que esta investigacion no solo contenga la literatura reciente en este
campo, sino que también ilumine temas relacionados para los beneficios de la

ensefianza, la investigacion y el descubrimiento de medicamentos.

Se presume que muchos productos herbales tienen propiedades antifungicas,
pero se han realizado pocos estudios cientificos para validar estas afirmaciones.
Es esencial investigar nuevos medicamentos con menor resistencia. Los
medicamentos derivados de fuentes naturales desempefian un papel importante

en la prevencion y el tratamiento de enfermedades humanas.

Nuestro estudio estuvo conformado para una mejor comprension y orden
cronoldgico, en cinco capitulos que incluyen: planteamiento del problema,
marco tedrico, metodologia, andlisis de resultados, conclusiones,
recomendaciones, finalizando con las referencias y recomendaciones que
abordan diversos aspectos relacionados con Morinda citrifolia sobre la actividad

antifungica.

Este estudio se realiz6 con el objetivo de determinar la actividad antifangica del
extracto acuoso de Morinda citrifolia “noni” en cultivos de Candida albicans y

Saccharomyces cerevisiae.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

Las infecciones fungicas invasivas causadas por organismos resistentes a
los medicamentos son una amenaza emergente para los pacientes
inmunodeprimidos con neoplasias hematolégicas. Las estrategias
modernas de tratamiento antifingico temprano, como la profilaxis y la
terapia empirica y preventiva, dan como resultado una exposicion
prolongada a agentes antifingicos, que es una fuerza impulsora importante

para el desarrollo de resistencia .

La incidencia global de enfermedad fungica ha aumentado draméticamente
en los ultimos afos. Las estimaciones actuales (probablemente infra)
sugieren que hay aproximadamente 300 millones de infecciones fungicas
gue amenazan la vida anualmente, lo que resulta en 1.6 millones de
muertes. Los impactos en la salud en todo el mundo incluyen una alta
mortalidad de 30 a 80%. Las limitaciones de las terapias actuales, que
incluyen una o mas de toxicidad, escasa biodisponibilidad y relativa
ineficacia, se amplifican ain mas por el surgimiento y la escalada de la

resistencia a los antimicoticos @.

La incidencia de infecciones por hongos aumenta cada afio, con un mayor
numero de infecciones entre los pacientes que pertenecen a grupos de alto
riesgo, como las personas infectadas por el VIH y los pacientes con SIDA,
los receptores de trasplantes y los pacientes inmunodeprimidos tratados
con guimioterapéuticos o corticosteroides, al igual que aquellos que sufren

trastornos hematoldgicos y pacientes con enfermedades ©.

De lo descrito se desencadena la terminologia de las infecciones fungicas
invasivas (IFl), se asocian con una morbilidad, mortalidad y carga
econdmica desproporcionadamente altas. Es probable que muchos
factores hayan contribuido a la aparicion de la IFI, incluida la epidemia de
VIH, un aumento espectacular en el nUmero de pacientes que reciben una

2



gama cada vez mayor de terapias inmunosupresoras y el aumento de las

poblaciones con frecuente exposicién e intervenciones nosocomiales “.

La enfermedad micotica mas frecuente que afecta a las poblaciones del
mundo es la candidiasis, esta infeccion puede afectar tanto a personas
inmunocomprometidas como a personas sanas. La candidemia es otra
infeccion debida a Candida spp. y es la infeccion fungica hosocomial mas
relevante y prevalente asociada con una alta tasa de mortalidad (49%) en
pacientes con un sistema inmunitario comprometido. La candidemia es una
infeccidn tan importante que en 10 a 40% de los casos se asocia con sepsis
o shock séptico, mientras que las especies de Candida como agente
principal de sepsis 0 shock séptico son responsables de no mas del 5% del

namero total de casos ©.

Aqui, en una investigacién preliminar, evaluamos la actividad in vitro de
Morinda citrifolia contra patdgenos, asi lograr evidenciar su actividad
farmacoldgica y dar una alternativa de solucién ante la amenaza creciente

de las infecciones fungicas.

1.2. Formulacion del problema.
1.2.1. Problema general:

1. ¢En qué medida el extracto acuoso de Morinda citrifolia tendra
efecto antifungico frente a los cultivos de Candida albicans y

Saccharomyces cerevisiae?.
1.2.2. Problema especifico.

1. ¢Cual seran los componentes activos del extracto acuoso de
Morinda Citrifolia frente a los cultivos de Candida albicans y

Saccharomyces cerevisiae?

2. ¢Cual sera el grado de sensibilidad que presentan los cultivos de
Candida albicans frente al extracto acuoso de Morinda citrifolia

mediante la técnica de difusién en disco.

3



3. ¢Cual seré la dosis porcentual que tiene mayor actividad antifingica
en el extracto acuoso de Morinda citrifolia en cultivo de Candida

albicans y Saccharomyces cerevisiae?

1.3. Objetivos de la investigacion.

1.3.1. Objetivo generales.
1. Determinar la actividad antifungica del extracto acuoso de Morinda
citrifolia en cultivos de Céandida albicans y Saccharomyces

cerevisiae.

1.3.2. Objetivos especiales.
1. Identificar los componentes activos del fruto de Morinda citrifolia
frente a los cultivos de Candida albicans y Saccharomyces

cerevisiae

2. Evaluar el grado de sensibilidad que presentan los cultivos de
Candida albicans frente al extracto acuoso de Morinda citrifolia

mediante la técnica de difusién en disco.

3. Calcular la dosis porcentual que tiene mayor actividad antifingica
del extracto acuoso de Morinda citrifolia en cultivo de Candida

albicans y Saccharomyces cerevisiae.

1.4. Justificacién de la investigacion.

Se cree que los medicamentos herbarios estan libres de efectos
secundarios, menos toxicos y mas baratos que los medicamentos
convencionales. Sin embargo, debe investigarse los medicamentos
derivados de plantas. Las plantas sintetizan compuestos bioactivos que son
responsables de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de
plantas. Estos componentes pueden luego servir como plantillas en el

desarrollo de farmacos antifungicos después de ser modificados para lograr



el efecto farmacoldgico propuesto. Por eso con investigaciones adicionales,
posiblemente se podrian desarrollar nuevos agentes quimioterapéuticos a
partir de estas plantas ©.

Sin embargo, la preocupacion actual se ha expresado acerca de su uso
extensivo de medicamentos contra hongos patégenos debido a los
posibles problemas ambientales, la toxicidad para los humanos, la
resistencia a los hongos y, en ocasiones, los altos costos. Por estas
razones, la busqueda de agentes antifungicos de origen natural para la
proteccion de la salud es de suma importancia y requiere mucha atencion.
Por ello, a pesar del uso de productos naturales para la proteccion
antimicética no es nuevo, ahora se ha redescubierto, con una considerable

investigacion con exigencia cientifica y que sean seguros para la salud.

Es de gran interés incluso profundizar nuestro conocimiento sobre los
mecanismos moleculares de accion de los extractos acuosos de plantas
nativas. Posteriormente, esto puede ayudar a los investigadores a buscar

nuevos agentes antifangicos.

Teniendo en cuenta la etiologia fungica de diferentes enfermedades con
gran impacto en la salud publica e informes sobre el uso de plantas del
género Morinda en la literatura médica, el presente informe contribuird a dar
una respuesta al aumento de resistencia a los antifungicos disponibles en
los esquemas actuales de tratamiento en base a una alternativa terapéutica,
permitira orientar a la poblacibn de menores recursos econémicos a su

produccién con fines terapéuticos.

En otros contextos, serdn beneficiados con los resultados, la industria
farmacéutica y la comunidad cientifica, permitira estimular futuros estudios
para beneficio de los pacientes al brindar sustento cientifico sobre el uso
seguro del fruto en estudio y beneficio de los productores vy
comercializadores, porque al demostrar su efectividad se generara mayor

demanda de compra.



CAPITULO II: FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes Nacionales

Nakamura et al., (2018), tuvieron el objetivo de determinar las actividades
hipoglucemiante y antioxidante del extracto alcohdlico del fruto de Morinda
citrifolia (noni), en ratas normales e inducidas a diabetes mellitus tipo 2 por
aloxano. El método de estudio fue experimental, utilizaron siete grupos de
seis animales cada uno; un grupo sin diabetes y los restantes con diabetes
inducida por aloxano (80 mg/kg). La determinacion de la actividad
antioxidante in vitro e in vivo se realizO mediante el método de
neutralizacion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y midiendo
los niveles de malondialdehido (MDA) y Oxido nitrico (NO),
respectivamente; finalmente se realizé el estudio histopatoldgico del
pancreas. Los resultados en el test de tolerancia a la glucosa fueron
significativos (p<0,05) a dosis de 50 mg/kg. En el ensayo con ratas
diabéticas hubieron resultados significativos (p<0,05) a dosis de 50 y 150
mg/kg. La actividad antioxidante fue de 33,74% a una concentracion de 50
Mg/mL y los niveles de MDA (1,539 pmol/L) y de NO (30,82 mmoles/L) a
dosis de 250 mg/kg disminuyeron significativamente (p<0,05). Los autores
concluyeron que el extracto presenta actividades hipoglucemiante y
antioxidante en ratas con diabetes mellitus tipo 2 inducida por aloxano ) .

Tapia R. (2018), en su estudio, el objetivo fue evaluar el aceite esencial de
las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, la
actividad antifungica frente a Candida albicans, aplico el método analitico.
La determinacion de la actividad antifungica in vitro del aceite esencial, se
realiz6 empleando el método de difusion en agar mostrando actividad
significante frente a Candida albicans en concentraciones de 100, 75y 50
por ciento, utilizando la nistatina como control positivo. El autor concluye
que la actividad antifungica se deberia a la presencia de los siguientes

terpenos identificados en el aceite esencial, se destacan: linalool,



terpinen-4-ol, endoborneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno,

D-limoneno; que actuarfan en sinergismo ©.

Espinoza-Gutiérrez et al., (2014), se plantearon el objetivo de
investigacion evaluar la actividad toxica y citotoxica del fruto de Morinda
citrifolia “noni” cultivada en Peru. El método fue experimental, se extrajo el
extracto acuoso y etandlico del jugo del fruto de M. citrifolia; se usaron
ratas Holtzmann hembras de 170 a 200 g y Tetrapygus niger “erizo de
mar. Las ratas se distribuyeron al azar en 3 grupos, el primero recibio
solucién salina fisiolégica 2 mL/kg, el segundo extracto etandlico y el
tercero extracto acuoso, ambos a la concentracion de 1000 mg/kg, la
toxicidad a dosis repetidas se realizd durante 60 dias. La citotoxicidad se
llevo a cabo en huevos fertilizados de T. niger y se consideré variacion e
inhibicion en los estadios de desarrollo. Entre los resultados, se observé
disminucion del peso corporal en 7 y 6 %, y ausencia de variacion en los
pardmetros hematoldgicos, bioguimicos y patologicos. Las dos sustancias
evaluadas inhibieron el desarrollo de los huevos fertilizados de T. niger.
Los investigadores concluyeron que el extracto al ser administrada por via
oral durante 60 dias es segura en ratas y posee citotoxicidad en los
huevos de T. niger ©.

2.1.2. Antecedentes Internacionales

Hermansyah et al., (2018), tuvieron como objetivo explorar los genes
implicados en el efecto antiproliferativo de la fruta de Morinda citrifolia
(noni) para Saccharomyces cerevisiae. ElI método fue analitico
longitudinal y prospectivo, aplicaron la cadena reactiva de polimerasa
(CRP) en tiempo real. La expresion de algunos genes cambid en
presencia del extracto metandlico al 1% del fruto de noni. El nivel
transcripcional del gen CDC28 (ciclina dependiente de quinasa 28), CLN2,
CLNS3, dan SWI6 cambi6 2.25, 2.79, 4.87 y 7.21 veces, respectivamente.
Los resultados obtenidos demuestran que la transcripcion de genes inhibe

la progresion del ciclo celular, CDC28 es un regulador de los ciclos



celulares mitoticos y meioticos, CLN2 y CLN3 son ciclinas G1 que
desempefian un papel importante en la regulacion del ciclo celular, y SWI6
es un cofactor de transcripcion donde se forman complejos con SWI4 y
MBP1 en la regulacion de la transcripcion de G1 a la transicion de fase S.
Los autores concluyeron que el extracto metandlico de la fruta de noni
(Morinda citrifolia) puede inhibir el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae. Este hallazgo sugiere que la fruta de noni tiene efecto

antiproliferativo 9.

El Zawawy et al., (2017), se plantearon el objetivo de evaluar la eficacia
del extracto de la hoja de Pluchea dioscoridis en el crecimiento, la
supervivencia, la morfogénesis y la expresion del gen de virulencia de
Candida albicans. El método de estudio fue analitico y longitudinal. La
actividad anticandida se estudio utilizando el método de placa de orificio
contra cuatro cepas patdgenas de C. albicans. El efecto del extracto sobre
el perfil de crecimiento de la levadura también se examiné a través de un
ensayo de muerte temporal. Se realizaron observaciones microscopicas
utilizando microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia
electronica de transmision (TEM) para determinar las principales
alteraciones en la microestructura de C. albicans. Los cambios
cuantitativos en la expresion de los genes de fosfolipasa, hemolisina y
aspartil proteinasa secretada (SAP1 y SAP10) como factores de virulencia
se analizaron utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RCP-TR). Los resultados obtenidos se exhibié alta actividad
anticandidal, con las zonas de inhibicion entre 0,5 y 6 cm, y registré un
valor de concentracion minima inhibitoria (CMI) de 30 mg / ml. El estudio
de muerte temporal sugirio que el extracto poseia propiedades ovicidas en
concentraciones mas altas y erradico el crecimiento de las células de
levadura. Las micrografias SEM y TEM mostraron grandes anomalias que
se produjeron en las células de levadura después de haber sido expuestas
al extracto., resultando en alteraciones completas en su morfologia. A la

CMI, la expresion del gen de fosfolipasa, proteinasa y hemolisina se



redujo a 90%, 70%, 90% para SAP1y 40% para SAP10, respectivamente,
en comparacién con la obtenida de C. albicans no tratada, como lo
demuestra la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RCP-TR). Los autores concluyeron que el extracto de hoja de P.
dioscoridis puede ser un agente anticandidal eficaz para tratar las

infecciones por levaduras patégena ™.

Filho et al.,, (2017), tuvieron el objetivo de evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos de hojas de Buchenavia tetraphylla frente
a muestras aisladas de Candida albicans. Los extractos se obtuvieron
utilizando diferentes disolventes (hexano: BTHE; cloroformo: BTCE;
acetato de etilo: BTEE; y metanol: BTME). La actividad antimicrobiana se
determiné mediante el método de microdilucion en caldo utilizando nueve
cepas de C. albicans aisladas de secreciones vaginales y una cepa
estandar. Los resultados demostraron que todos los extractos mostraron
actividad anticandida, incluso contra las cepas resistentes a los azoles.
Los valores de la CMI oscilaron entre 156 y 2500 ug / mL para el BTHE;
156 a 1250 pg / mL para el BTCE; 625 a 1250 ug / mL para el BTME y 625
Mg/ mL a 2500 pg / mL para el BTEE. BTME mostré el mejor actividad anti
Candida albicans. Este extracto demostré interacciones aditivas /
sinérgicas con fluconazol. Los investigadores concluyeron que el extracto
metandlico de Buchenavia tetraphylla es una gran fuente de compuestos
antimicoticos que pueden mejorar la accion del fluconazol contra
diferentes cepas de C. albicans; esta accidn parece estar relacionada con

la inhibicién de la division celular ®2.

Peixoto et al., (2017), propusieron el objetivo de demostrar el potencial
antifangico del aceite esencial (AE) de Laurus nobilis L. contra Candida
spp. Adhesion y formacion de biopeliculas (biofilm), ademas establecié su
modo de accion sobre C. albicans. El método fue de tipo analitico, los AE
de Laurus nobilis se obtuvo y analiz6 la concentracién minima inhibitoria y

fungicida minima (CMI / CMF) contra Candida spp. Asi como la interaccion
9



con la biosintesis de la pared celular y la permeabilidad i6nica de la
membrana. Luego evaluaron sus efectos sobre la adhesion, formacion y
reduccion en 48 horas de las biopeliculas de C. albicans. El perfil
fitoquimico de los AE se determind mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC / MS). Entre los resultados se
evidencio que los valores de la CMI y CMF de los AE oscilaron entre (250
y 500) ug / ml. Los valores de la CMI aumentaron en presencia de sorbitol
y ergosterol, lo que indica que los AE puede afectar la biosintesis de la
pared celular y la permeabilidad i6nica de la membrana, respectivamente.
Cuando se aplicé durante 1 minuto, cada 8 horas, durante 24 horas y 48
horas, los AE redujeron la cantidad de biopeliculas maduras de C.
albicans sin diferencia en relacion con la nistatina (p> 0,05). El analisis
fitoquimico identificé el isoeugenol como el compuesto principal (53.49%)
en la muestra. Los autores concluyeron que los AE de Laurus nobilis tiene
actividad antifungica probablemente debido a monoterpenos vy
sesquiterpenos en su composicion. Estos pueden afectar la biosintesis de
la pared celular y la permeabilidad de la membrana, y tuvo efectos nocivos

contra las biopeliculas de C. albicans ¥ .

Gaspar L, et al (2016)., formularon el objetivo de evaluar la composicién
guimica y el potencial biolégico del aceite esencial (AE) obtenido de las
hojas de Cymbopogon nardus, centrandose en su perfil antifingico contra
las especies de Candida. El método aplicado fue analitico, el aceite
esencial se obtuvo por hidrodestilacion y se analiz6 por cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS). La prueba del potencial
antifangico contra cepas estandar y clinicas se realiz6 mediante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), el tiempo de
muerte, la inhibicion del crecimiento de hifas de Céandida albicans y la
inhibicion de las biopeliculas maduras. Los resultados a partir de los
compuestos principales de los AE fueron los monoterpenos que contienen
oxigeno: citronellal, geranial, geraniol, citronellol y neral. Los resultados

mostraron un importante potencial antifingico para todas las cepas
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analizadas con valores de CMI entre 250 y 1000 ug / ml, excepto por dos
aislados clinicos de C. tropicalis (CMI > 1000 uyg / ml). El ensayo de
eliminacion temporal mostré que los AE, eran que inhibian el crecimiento
de la levadura y la formacion de hifas de las cepas de C. albicans en
concentraciones que oscilaban entre 15.8 y 1000 pg / ml. La inhibicion de
biopeliculas maduras de cepas de C. albicans , C. krusei y C. parapsilosis
se produjo a una concentracion de 10 x CMI. Los autores afirman que los
AE son compuestos prometedores para inhibir las especies de Candida ,

especialmente considerando su accion contra la biopelicula ¥ .

Salari S et al (2016), tuvieron el objetivo de determinar si Salvia rhytidea
podria ser eficaz contra las infecciones por hongos. En este estudio, al
principio se determind el contenido de &acido rosmarinico del extracto
vegetal. Se analizaron 96 muestras de Candida, incluidas las siguientes
especies : Candida albicans (n = 42), Candida glabrata (n = 16), Candida
tropicalis (n = 11), Candida krusei (n = 9), Candida parapsilosis (n = 9),
Céandida lusitaniae (n = 7) y Candida guilliermondii (n = 2). La actividad
antifangica in vitro de los extractos metandlicos de S. rhytidea fue
evaluado contra Candida aislada y se compara con el medicamento
antifingico nistatina mediante el uso de un método de microdilucion en
caldo. Los resultados del cribado fitoquimico mostraron que el extracto
metanolico de S. rhytidea contiene flavonoides y taninos. Los valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima de
fungicida (CMF) oscil6 entre 3.125 a > 100ug / ml 'y 6.25 a > 100ug / ml
respectivamente. El valor de inhibicion del crecimiento mostré que los
aislamientos de C. tropicalis, C. krusei y C. albicans eran los mas
susceptibles a la S. ritidea. Los investigadores concluyeron que S.

rhytidea posee un efecto contra los aislamientos de Candida .

Faria et al (2015). Se propusieron el objetivo de evaluar el efecto de las

fracciones en polimeros de proantocianidinas de Stryphnodendron
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adstringens (fraccion F2 y subfraccibn F2.4) contra las biopeliculas
(biofilm) de Candida albicans. Aplicaron el método analitico y utilizando el
método de microdilucién en caldo. El efecto anti-biofilm de F2 y F2.4 se
evalu6 durante la formacién o en biofilm maduro de C. albicans y se
compar6 con los antifungicos estandar anfotericina B y fluconazol. Los
resultados obtenidos en los tratamientos con F2 y F2.4 redujeron la
actividad metabdlica, formacién y madurez del biofilm, a diferencia del
fluconazol, que solo previene la formacion del biofilm. Los tratamientos
con F2, F2.4 o fluconazol redujeron la biomasa de biopeliculas durante la
formacién de biopeliculas, pero no en biopeliculas maduras. La
anfotericina B present6 un mayor efecto inhibitorio sobre la formacion de
biopeliculas y sobre las biopeliculas maduras de C. albicans. Los autores
concluyeron que las fracciones en polimeros de proantocianidinas de S.
adstringens inhibieron exitosamente el crecimiento de C. albicans y el
desarrollo de biofilm, asimismo representan un nuevo agente potencial

para el tratamiento de la candidiasis asociada a biofilm 9.

2.2. Bases teobrica.
2.2.1. Candida albicans

Candida albicans (C. albicans) es una de las pocas especies de hongos
que causan enfermedades en los seres humanos (Figura 1), pero otras
millones no lo hacen. Es un miembro de la microbiota saludable, que
coloniza asintomaticamente el tracto gastrointestinal el tracto

reproductivo, la cavidad oral y la piel de la mayoria de los humanos ®7.

En individuos con sistemas inmunes saludables, C. albicans a menudo es

inofensivo, se mantiene en equilibrio con otros miembros de la microbiota

local.
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Figura 1. Candida albicans 7.

Sin embargo, alteraciones en la microbiota del huésped (por ejempilo,
debido a los antibidticos), cambios en la respuesta inmune del huésped
(durante el estrés, infeccidn por otro microbio o terapia inmunosupresora),
o variaciones en el entorno local (cambios en el pH o contenido
nutricional) puede permitir que C. albicans crezca demasiado y cause
infeccion. Estas infecciones van desde infecciones superficiales de la
mucosa Yy la dermis, como la candidiasis bucal, infecciones vaginales por
levaduras y la erupcion del pafal, hasta la infeccion por diseminacion
hematdgena con tasas de mortalidad considerables (cerca del 40% en

algunos casos).

Las infecciones por Céandida albicans son especialmente graves en
personas inmunocomprometidas (como las que tienen SIDA o las que se
someten a tratamientos anticancerosos 0 inmunosupresores) y personas

sanas con dispositivos médicos implantados ®7.
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a) Candiday biofilm

C. albicans produce biofilm altamente estructuradas compuestas de
multiples tipos de células (es decir, células redondas en forma de
levadura; células pseudohifas ovaladas y células hifales cilindricas

alargadas) encerradas en una matriz extracelular (Figura 2).

Adherencia

0

Formacion de los biofilm
(biopeliculas) de Candidad albicans

Iniciacion
Dispersion

®

Maduracién

®

Figura 2. Etapas de la formacion de biopeliculas de Candida albicans.

® Adherencia de células en forma de levadura a una superficie.

@ Iniciacion de la proliferacion celular, formando una capa basal

® Maduracion, incluido el crecimiento de hifas concomitantes con la
produccion de material de matriz extracelular.

@ Dispersion de células en forma de levadura desde el biofilm para

Sembrar nuevos sitios *®

Contabilizando el 15% de todos los casos de sepsis adquiridos en el

hospital, ademas son la cuarta causa mas frecuente de infecciones del
14



torrente sanguineo en entornos clinicos y son las especies de hongos

predominantes aislado de infecciones de dispositivos médicos.

Los catéteres urinarios y venosos centrales, los marcapasos, las valvulas
cardiacas mecanicas, las proétesis articulares, las lentes de contacto y las
protesis dentales son susceptibles a los biofilms de C. albicans. Una vez
qgue se forma en un dispositivo médico implantado, un biofilm de Candida
tiene el potencial de sembrar infecciones diseminadas en el torrente
sanguineo y provocar infecciones sistémicas invasivas de tejidos y
organos. Mas de cinco millones de catéteres venosos centrales se

colocan cada afio en los Estados Unidos ®® .

b) Patogénesis:

Céandida albicans es el patégeno fungico humano mas comun que causa
enfermedades que van desde la mucosa hasta las infecciones sistémicas.
Como comensal, C. albicans coloniza asintoméaticamente las superficies
de las mucosas; sin embargo, cualquier interrupcion en el entorno del
huésped o en condiciones de disfuncion inmune, puede proliferar e invadir

virtualmente cualquier sitio en el huésped 9.

Las infecciones se asocian con la formacién de biopeliculas en el huésped
0 en superficies abibticas, como dispositivos médicos permanentes, que
conllevan una alta morbilidad y mortalidad. Significativamente, las
biopeliculas formadas por C. albicans son inherentemente tolerantes a la
terapia antimicrobiana y, por lo tanto, la susceptibilidad de las biopeliculas

de Candida a los agentes terapéuticos actuales sigue siendo baja.

La candidiasis pseudomembranosa es la infeccidon oportunista oral mas
comun en personas VIH positiva y otras personas inmunocomprometidas.
Esta afeccion, comunmente conocida como candidiasis bucal, se presenta
como lesiones cremosas de color blanco en el paladar, la mucosa bucal y
la lengua, y puede extenderse a la faringe (candidiasis orofaringea)

(Figura 3). Una caracteristica diagnostica de esta infeccidén es que estas
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placas, que consisten en células epiteliales descamadas e inmaduras,

junto con levadura e hifas, pueden eliminarse mediante un raspado suave

gue deja una superficie de mucosa eritematosa subyacente.

Figura 3. Candidiasis oral. Manifestacion clinica de la candidiasis oral en
un huésped humano caracterizado por lesiones blancas formadas en las

superficies de la mucosa oral: (A) mucosa bucal, (B) paladar y (C) gingival
(19)

Es importante destacar que, ademas de las personas VIH positivas, la
candidiasis se presenta en el 35% de los pacientes con cancer que
reciben quimioterapia y radioterapia, pacientes con sindrome de Sjogren,
ancianos, bebés, en condiciones de desnutricion y supresion inmunitaria

local (por ejemplo, inhaladores de esteroides para el asma).

Los pacientes con diabetes y otros trastornos metabadlicos u hormonales o
con antibioticos también estan predispuestos a la candidiasis. La
candidiasis clinica es una manifestacion de la adherencia de las células de
levadura al tejido de la mucosa seguida de una invasion hifal que causa un

dafio extenso, en parte mediado por enzimas proteoliticas secretadas 9.

Aunque las infecciones por candididasis son en su mayoria superficiales,
afectan la superficie de la mucosa en el lugar de la infeccion, su naturaleza
invasiva puede conducir a infecciones sistémicas mucho méas graves con
un alto grado de mortalidad. De hecho, los estudios han indicado que la

colonizacion de la mucosa por Candida es un factor de riesgo significativo
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para infecciones sistémicas posteriores en pacientes. Dado el estado
inmunocomprometido de muchos pacientes hospitalarios, esto ha llevado
a que las infecciones por Candida sean la tercera o cuarta infeccibn mas

comun en el torrente sanguineo nosocomial ¢%.

2.2.2. Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizado por los seres
humanos durante miles de afios y es una de las especies microbianas
mas importantes de la historia humana. Debe esta distincion a un solo
rasgo: su capacidad para producir alcohol a partir de azulcar. Si bien
también es Util para cultivar pan, producir combustible y expresar
proteinas de ingenieria deseables, fue la demanda de bebidas alcohdlicas
lo que motivé el estudio cientifico de la levadura de Pasteur (1897) y los
Laboratorios de Investigacién Carlsberg (Hansen 1896). Desde entonces,

S. cerevisiae ha logrado una segunda distincion: es el organismo modelo

genético mejor comprendido (Figura 4).

S
2

Figura 4. Saccharomyces cerevisiae V.

Saccharomyces cerevisiae fue el primer eucariota en tener su genoma
completamente secuenciado, y su genoma sigue siendo el mejor anotado

y mas manejable para las manipulaciones y analisis genéticos. Enormes
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proyectos estan en proceso de determinar las funciones biolégicas y las
interacciones genéticas de cada parte del genoma en una escala sin
precedentes en ningun organismo. Saccharomyces cerevisiae ha sido
clave para numerosos avances importantes en genética, bioquimica y

biologia celular 2,

2.2.3. Morinda citrifolia L.
a) Caracteristicas botanicas

Morinda citrifolia L. ha sido reconocida como una hierba importante para el
tratamiento de diversos trastornos fisiol6gicos en todo el mundo. M.
citrifolia. 1dentificables de esta planta son sus enormes hojas brillantes de

color verde oscuro y elipticas % (Figura 5).

2% o\ oy

Figura 5. Planta de Morinda citrifolia ¢%.

Las flores son tubulares blancas que consisten de 75-90 ovoides a

cabezas globosas, corola blanca de 5 I6bulos (Figura 6).
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Figura 6. Flores de Morinda citrifolia ¢%.

El fruto de cuerpo ovalado ovoide de color blanco amarillento, de
aproximadamente 12 cm de tamafio, compuesto por numerosos ovarios

fusionados y maduros, cada uno separado de la flor blanca.

Figura 7. Fruto de Morinda citrifolia ?®.

La fruta verde es de color verde oscuro y la fruta madura libera un fuerte
acido butirico que tiene un olor descompuesto. La pulpa es jugosa y

amarga, ligera de color blanco amarillento opaco, gelatinosa cuando se
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rasga la fruta; Se encuentran numerosos hoyos triangulares duros de

color marrén rojizo (Figura 7) @29

b) Uso etnobotanico
Se ha informado de que M. citrifolia tiene una amplia gama de usos
terapéuticos en enfermedades como artritis, quemaduras, cefaleas,

heridas e infecciones de la piel.

En Polinesia se ha cultivado el noni durante mas de 1000 afios, donde se
utiliza como agente colorante, medicina y alimento. Los australianos e
indios han utilizado la raiz como agente para tefiir en diferentes de colores
rojo, purpura y amarillo.

Las hawaianas y tahitianas utilizan tradicionalmente varias partes de la
planta de noni, como el tallo, la corteza, la raiz, la hoja y las frutas. En el
tratamiento de enfermedades como la tos, el resfriado, el dolor y las
enfermedades del higado, hipertension, presion arterial, tuberculosis,
malaria, gusanos intestinales, diabetes, pérdida del apetito, hernias,
infeccidon del tracto urinario, trastorno menstrual, cancer, enfermedades

cardiovasculares, artritis, etc. 329,

c) Fitoquimica

Se ha informado de que diferentes partes de la planta de noni contienen
mas de 160 fitoconstituyentes de los cuales mas de 120 constituyentes
tienen propiedades nutracéuticas con actividad biologica probada. Los
componentes presentan los no volatiles y volatiles, compuestos fendlicos,
acidos organicos, alcaloides (Figura 8), cetonas, lactonas,

betacarotenoides, terpenoides, proxeronina.
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Fitoquimicos de Morinda
citrifolia

Compuestos — ,.I.l._. Vg
fendlicos: ’
- Antraquinonas
-o“-..l-. %
Acdo [: _Il |I_ :]
organico: po— acite ko

- Acido caprilico

U

Alcaloides:

. 04
- Xeronina

Figura 8. Principales metabolitos activos del noni .

A continuacién desarrollaremos los principales fitoquimicos:

- Acido gédlico

El acido galico reduce la inmunoglobulina E (IgE) que indujo la liberacion
de histamina de los mastocitos. El efecto inhibitorio del acido gélico en la
liberacion de histamina fue mediado por la modulacién del cAMP vy el
calcio intracelular. El &cido galico disminuye la expresion y produccion del
gen de citocina proinflamatoria estimulada por el acido 12-miristato y el
ionéforo de calcio A23187, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

y la interleucina-6 (IL-6) en mastocitos humanos.

- Acido ursélico
Posee un efecto anticancerigeno que previene el crecimiento externo e
interno de células cancerosas e induce la apoptosis mediante la

modulacién del proceso inmunoldgico del cuerpo.
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- Alizarinay limoneno

Se informan que inhiben la formacion tumores en los de vasos sanguineos
por sus propiedades antiangeogénesis. Asi, el noni inhibe el crecimiento y
las mutaciones de las células malignas e induce la muerte celular

programada o la apoptosis.

- Betacaroteno

Los betacaroteno reducen el radical libre de oxigeno y previene el dafio
oxidativo. También informaron que el uso a largo plazo de dosis
moderadas de betacaroteno redujo significativamente la incidencia de

cancer de préstata en fumadores masculinos.

- Citrifolinésido
El citrifolindsido aislado de las hojas de la planta de M. citrifolia mostré una
inhibicién significativa de la actividad de la Proteina Activadora-1 (AP-1)

inducida por UV- B en cultivos celulares.

- Damnacanthal

Damnacanthal, es una antraquinona, que inhibe la funciéon de células
cancerigenas. Ademas, se encontr6 que Damnacanthal induce la
detencion del ciclo celular (CC) en el punto de control G1 en células
MCF-7. El resultado proporciond pruebas significativas para demostrar
que el damnacantal mediado por p53 indujo apoptosis a través de la
activacion de p21 y caspasa-7.

- Monoterpeno

Se ha demostrado que un monoterpeno, limoneno presente en la fruta de
noni, previene el cancer de mama, higado, pulmén y otros tipos de cancer.
El limoneno estimula la glandula del timo para segregar mas células T que

destruyen las células del carcinoma.
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- Polisacaridos

El &cido glucoronico, la galactosa, la arabinosa, la ramnosa, los
glucésidos y el éster de &cido graso trisacarido mostraron actividad
inmunoestimuladora, inmunomoduladora, antibacteriana, antitumoral y
anticancerigena. El pentaacetato de 6-D-glucopiranosa son polisacaridos
sulfatados, que minan la interaccion entre glucosaminlinlil proteinas Esto
ayuda a bloquear la capacidad de las células mutadas para adherirse a

nuevas células que detienen la metéastasis.

- Xeronina

Noni contiene proxeronina que se combina con la enzima presente en el
cuerpo humano denominada proxeroninasa para formar xeronina, que
puede ayudar a aumentar el tamafio de los poros de las células tumorales
y permitir que los medicamentos contra el cancer ingresen a las células
mas facilmente. Ademas, la xeronina aumenta la permeabilidad de los

iones K * y previene la formacion de acido lactico a partir de la glucosa
(23,26,27)

d) Propiedades farmacoldgicas
- Actividad inmunoestimulante

La administracion conjunta de zumo de noni e inmunosupresores redujo el
efecto inmunoestimulador en ratones, lo que confirma la accién del noni
como agente inmunomodulador que puede interferir en la respuesta
inmune en diferentes condiciones patologicas.

Tanto el extracto hidroalcohdlico como el extracto acuoso de noni
incrementaron la proliferacion de esplenocitos in vitro y estimularon la

actividad de los linfocitos By T .

- Actividad antitumoral
En la medicina popular, M. citrifolia se usa como complemento alimenticio
en pacientes con diferentes tipos de cancer. En el modelo murino, se

demostré que el extracto etandlico de hojas de noni actia sobre las
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células tumorales y sobre las vias involucradas en la respuesta
inmunoldgica a traves de la supresion de la ciclooxigenasa 2 (COX2), un
importante marcador inflamatorio y el aumento del gen supresor de

tumores @9,

El papel de los hongos que se encuentran en las hojas y frutos de noni se
ha demostrado que inhiben las células tumorales in vitro, fue estudiada
por Wu et al. (2015), quienes demostraron que los enddfitos presentes en
las hojas de M. citrifolia que inhiben el crecimiento en las lineas celulares

de cancer en humanos ©9.

- Actividad antibacteriana y antiséptica

Los hidrocoloides irreversibles se utilizan en odontologia como material de
moldeo en la confeccion de restauraciones dentales. El uso de extracto de
M. citrifolia con polvo hidrocoloide. en la preparacion de impresiones
dentales disminuyd. contaminacion por microorganismos, sin dafar el
medio calidad del material Y.

El extracto de fruta etandlica también actla. contra E. coli e inhibe el

crecimiento in vitro de los Staphylococcus aureus ©2,

- Actividad neuroprotectora

Recientemente, se han realizado varios estudios para evaluar los efectos
de M. citrifolia en el sistema nervioso. La mayoria de ellos evaluaron el
comportamiento de ratas o ratones en pruebas de preferencia de lugar
condicionadas, inducidas por la administracion de drogas como el alcohol
y la heroina. En ambos casos, se demostré6 que la administracion del
extracto metandlico de frutos de M. citrifolia disminuyd los efectos de la

heroina y la dependencia del alcohol G334,
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2.3. Marco conceptual

- Antifungico

Medicamento que contrarresta la reproduccion o eliminacion de hongos
patdbgenos. Un agente antifungico ideal deberia cumplir los siguientes: a)
Tener un amplio espectro de actividad contra una variedad de hongos de
levadura y filamentosos, b) ser fungicida en lugar de fungistatico, c) estar
dirigida a una diana fungica especifica , y d) tener efectos secundarios o

toxicidades minimos. ©°.

- Candidiasis invasiva
La candidiasis invasiva ocurre con frecuencia en pacientes hospitalizados, y
se asocia con altas tasas de mortalidad debido a retrasos en el

reconocimiento e inicio de antifingicos apropiados. ©®.

- Candidiasis oral
La candidiasis oral es la infeccion micética oportunista mas comuan entre los

individuos inmunocomprometidos ©7.

- Candidiasis vulvovaginal

Candidiasis vulvovaginal es una enfermedad de alta incidencia que afecta
seriamente la calidad de vida de las mujeres en todo el mundo,
particularmente en sus formas crénicas y recurrentes y sin una cura definitiva

ni medida preventiva ©®.

- Fitoquimicos
Los fitoquimicos son metabolitos secundarios estructuralmente diversos
sintetizados por las plantas y también por microorganismos endofitos no

patégenos que viven dentro de las plantas. ©9.

- Hongos opotunistas
Los hongos oportunistas son una causa importante de infecciones
nosocomiales invasivas, particularmente en pacientes con estadias

prolongadas en unidades de cuidados intensivos; catéteres venosos
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centrales; cirugia reciente e inmunosupresion, como aquellas con trasplante

de células madre hematopoyéticas y tumores malignos hematolégicos “.

- Levadura: Saccharomyces cerevisiae

El organismo modelo Saccharomyces cerevisiae se conoce comunmente
como levadura de panaderia o levadura de cerveza. Para los cientificos, S.
cerevisiae se clasifica como un hongo o levadura, es un eucariota unicelular
y, por lo tanto, contiene organulos unidos a la membrana, como un nucleo, un

sistema endomembrana y mitocondrias V.

- Micosis de la piel
Estas son infecciones por hongos que afectan las capas superficiales de la

piel, el cabello y las ufias “?).

- Micosis sistémica
Las infecciones micoticas sistémicas incluyen tanto la micosis oportunista
como la endémica, y se asocian con altas tasas de mortalidad si no se

diagnostican y tratan faciimente “.

- Micosis superficial

Las micosis superficiales reales son infecciones por hongos de la capa
cornea o de la cuticula del cabello, en las cuales la respuesta inmune
mediada por las células del huésped es minima o esta ausente. La presencia
de hongos rara vez es sintomatica, lo que hace que la infeccién sea cronica.

Son: piedra blanca, piedra negra, tifia negra y pitiriasis versicolor 2.

- Resistencia antifungica
Las células fungicas deben adaptarse comunmente a la presencia de drogas
toxicas; las estrategias de supervivencia molecular primaria incluyen la
mutacion de dianas farmacoldgicas que reduce su afinidad por el farmaco, la
sobreexpresion de la proteina diana por modificacion de la region promotora
del gen y la expresion de un sistema de flujo de salida “¥.

2.4. Formulacion de la hipotesis
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H1: El extracto acuoso de Morinda citrifolia “Noni” tiene efecto antifungico

frente a Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae.

HO: El extracto acuoso de Morinda citrifolia “Noni” no tiene efecto antifungico

frente a Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae.

2.5. Operacionalizacion de las variables

sobre Candida
albicans y
Saccharomyces

cerevisiae

los antimicoticos,
aunque existe la
posibilidad del
efecto con plantas
con actividad

antifingica

Variables Definicion Dimension Indicadores Escala de
operacional medicién
Independiente: | Mezcla compleja, | Concentracion 50% Cualitativa
Extracto acuoso | " muIUE[ud de del extracto
compuestos acuoso .
de Morinda quimicos, 75% Nominal
citrifolia obtenible por
procesos fisicos, 100%
quimicos y/o
microbiolégicos a
partir de una
fuente natural.
Dependiente: Los hongos del Inhibicion del Sensibilidad Cualitativa
genero Candida y
Efecto Saccharomyces crecimiento Resistencia Nominal
antifungico son susceptibles a
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de la investigacion
El presente trabajo de investigacion pertenece al tipo analitico,

experimental, prospectivo y longitudinal.

Se utilizé la metodologia descriptiva porque se observo y describi6 el efecto
antifangico y los productos vegetales al utilizar la técnica de microdilucion
en placa sobre Candida albicans ATCC 90028 y Saccharomyces cerevisiae
Segun la participacion del estudio es experimental. La investigacion tipo
experimental se presenta mediante la manipulacion de una variable
experimental, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de
describir de qué modo o por qué causa se produce una situacion o

acontecimiento particular (Baena Paz et al 2014) “°.

De acuerdo los criterios expuestos de Hernandez, Fernandez y Baptista
(2010), la investigacion es de tipo aplicativa ya que modificara la variable
dependiente por medio de la aplicacién de la variable independiente,

buscando con ello aportar a la solucién de la realidad de la problematica “®

3.2. Descripcién del método y disefio

3.2.1. Recoleccién y preparacion de la muestra

Se adquirié 2 kg de frutos de Morinda Citrifolia “noni” en el mercado de
Ate-Vitarte de la ciudad de Lima, los frutos fueron provenientes de Tingo
Maria ubicado en el distrito de Rupa Rupa, Provincia de Leoncio Prado,
Departamento de Huanuco; a una altitud de 660 m.s.n.m., a 09° 17' 08" de
Latitud Sur, a 75° 59' 52" de Latitud Oeste, con clima tropical himedo y
con una humedad relativa media de 84% y temperatura media anual de 24
°C.

Para los andlisis cualitativos de identificacion de metabolitos secundarios

se aplico el método de Eswar et al 2015 “7-
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3.2.2.

De acuerdo al método modificado de Guevara (2015), se seleccionaron
seis frutos maduros de aspecto turgente sin magulladuras, color grisaceo,
8 cm de longitud. Los frutos fueron lavados, desmenuzados y sometidos a
un licuado suave, luego se filtr6 dos veces el licuado para descartar todo
tipo de materia grosera y extrafia “®.

Del filtrado se tomaron 5 gramos, los cuales fueron diluidos en 1000 mL de
agua destilada, para obtener una soluciéon madre de noni, de esta solucion
se prepararon la dilucion experimental al 5%. Lo cual se utilizd de
referencia para la todo el proceso de la obtencion de nuestro extracto, se
trabajo con el extracto acuoso al 50%, 75% y 100% utilizandose como

disolvente agua destilada “®.
Obtencion del jugo de noni

Con el método de Cabrera variado (2012), de los frutos de noni obtenidos
se seleccionaron aproximadamente unos 3 a 4 frutos maduros por
tratamiento, los mismos fueron lavados con agua potable, luego triturados
con todo y semilla en una licuadora, seguidamente se separaron las
semillas y cascarillas mediante un colador. Después de obtener el jugo
puro se colocé en un recipiente, el cual se llevo a las concentraciones del
4% VIV, 7% viv y 10% viv “9.

Aplicamos el método, segun Sullén (2009), una vez obtenida la fruta de
noni (Morinda citrifolia L.) en el laboratorio, estas fueron lavadas y
separadas los pintones, maduros y sobre maduros para la obtencion del
jugo de la fruta de los tres estados de madurez, estas fueron cortadas en
trozos pequefios para extraer las semillas, luego para el pinton se utilizé
un extractor para obtener el jugo el cual fue recibido en un vaso de
precipitado. Para el caso de la fruta madura y sobre madura se procedi6 a
cortar en partes muy pequefias, se colocO en una gasa y se presiono para

obtener el jugo ©.

Una vez obtenido el jugo estas fueron diluidas con metanol al 96% en una

concentracion de 10 mL de metanol con 3 mL de jugo (300 mg/mL). Esta
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3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

primera concentracion es agitada y separada en micro tubos para ser
sometido a centrifugacion a una velocidad de 10,000 rpm durante 5
minutos a una temperatura de 20°C. A partir de esta concentracion se
prepararon las demas concentraciones de 10, 30 y 100 mg/mL se
almaceno6 en frasco color ambar de boca ancha y se conserva en el

refrigerador hasta posterior uso ©? .
Andlisis microbiologico

El método que se aplico para el analisis de la actividad antifungica fue el
método por difusién en Agar, donde se empled discos de papel filtros
embebidos con 20uL del extracto acuoso de noni al 100%, 75%, 50%
sobre Candida Albicans y Saccharomyces cerevisiae y como controles
positivos se utilizé fluconazol 150mg, clotrimazol 1% y como control

negativo suero fisiolégico.
Evaluacion de la actividad antifungica

Para la evaluacion de actividad antifingica con la cepa de Céndida
albicans y Saccharomyces cerevisiae y con dos farmacos fluconazol,
clotrimazol fue para comprobar su efecto del extracto acuoso de Morinda
citrifolia, luego se realiz6 lo siguiente: la activacidon de la cepa, la

preparacion del inéculo, inoculacion (Difusion en agar).
Activacion de la cepa micoética

Se utiliz6 ocho placas Petri con agar Sabouraud Dextrosa para la
activacion de la cepa de Céandida albicans y Saccharomyces cerevisiae
por 7 dias a 37°C.

Preparacion de los medios de cultivo

El medio de cultivo con agar Sabouraud — Dextrosa fue preparado
siguiendo las indicaciones del fabricante, distribuyéndose luego en 6

placas Petri a razon de un espesor de 4mm por placa. Se dejé dejo
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reposar a temperatura ambiental y por ultimo se rotulo con las sustancias

de estudio.
3.2.7. Inoculacion

Se inocularon las cepas de Candida Albicans y Saccharomyces
cerevisiae, en las 6 placas Petri (en Agar Sabouraud Dextrosa),
empleando un asa de siembra para asegurar una distribucion uniforme del
indculo, posteriormente se cerrd las placas y se dejo secar durante 3 a 5
minutos a temperatura ambiente antes de colocar los discos con las
respectivas sustancias antifungica. Una vez absorbido el inéculo y con la
ayuda de una pinza estéril se procedié a colocar 4 discos (con las

diferentes sustancia a estudiar) por cada placa.

Se realiz6 8 repeticiones por cada tratamiento para luego colocarlas en la
incubadora para darle la temperatura idonea. Las placas fueron llevadas a
la incubadora de 37°C por el resto de la investigacion, siendo Unicamente
retirados de la estufa para medir los halos de inhibicion, generados a partir
de las 24 y 48 horas.

3.2.8. Lectura

Se realizdé midiendo los halos de inhibicidén con el calibrador vernier o regla
pie de rey sobre el crecimiento de los hongos alrededor del disco. Estos

datos fueron plasmados en la ficha de recoleccion de datos.

3.3. Poblacion y muestra:
3.3.1. Poblacién

La poblacion estuvo constituida por placas de agar Sabouraud
Dextrosa con cepas de Candida Albicans ATCC 10231 vy
Saccharomyces cerevisiae cepas de adquirida de la Instituto
Nacional de Salud (INS) - Lima, estas fueron cultivadas en el
laboratorio de la Universidad Interamericana para el Desarrollo,

donde se lleva a cabo la ejecucién de esta investigacion.
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3.3.2. Muestra
La muestra estuvo conformada por 4 placas de agar Sabouraud
Dextrosa con cepas de Candida Albicans y 4 placas con cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Ambos crecieron a temperatura de

37°C, en 1-4 dias y 2- 5 dias respectivamente.

a) Criterios de inclusion

- Planta que ha cumplido con los requisitos mencionados en la
seleccion de la muestra (noni)

- Hongos de la especie Candida albicans y Saccharomyces
cerevisiae en agar Sabouraud Dextrosa que no estén
contaminados con otros microorganismos patégenos.

- Extracto acuoso de Morinda citrifolia realizado en la Universidad

Interamericana para el Desarrollo.

b) Criterios de exclusion:

- Hongos Céandida Albicans y Saccharomyces cerevisiae que no han
sido cultivadas bajo las condiciones adecuadas para su
crecimiento.

- Hongo Céandida Albicans y Saccharomyces cerevisiae cultivadas en
Agar, que no tengan las caracteristicas en cuanto forma, color,

espesor y crecimiento inadecuado.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:
La técnica de datos se realizo a través de la observacion y los instrumentos

de aplicacion seran con la ficha de control.

3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos:

Para el procesamiento de la base de datos se empled el programa
estadistico SPSS version 21 empleando la prueba T de Student para

muestras relacionadas y el programa Excel para la elaboracion de graficos.
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3.6. Aspectos éticos

El desecho de las muestras en el presente estudio se baso en las normas
dadas por el protocolo de eliminacion de desechos biolégicos del

laboratorio de la Universidad Interamericana para el Desarrollo.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

Aplicando el método de analisis cualitativo se identifico los principales

metabolitos, véase Tabla 1.

Tabla 1. Identificacion de los metabolitos secundarios de la especie Morinda

citrifolia L. “noni”

Metaboht_os Reactivo Observacion Resultados
secundarios
Blanco del Coloracion caracteristica | Solubilidad
extracto sin del extracto total
reactivos.
Coloracion roja +
Flavonoides Shinoda
Fluorescencia amarilla +
AICI3 (luz U.V)
Alcaloides Dragendorff Precipitado rojo naranja +
Mayer Precipitado blanco +
Popoff Precipitado amarillo +
Wagner Precipitado pardo oscuro +
Compuestos FeCI3 Coloracion verde azulado +
fendlicos
Taninos Gelatina Precipitado blanco +
Saponinas Solvente agua Precipitado en el borde +
destilada superior espuma

Los hallazgos fueron los flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos,
taninos y saponinas. No se ubicé ni carbohidratos, proteinas o aminoacidos.
Estos principios fitoquimicos nos dan un indicio de sus capacidades de
presentar efectos fitofarmacoldgicos sobre la actividad en especies de
hongos, aunque es importante resaltar que en los analisis preliminares

generalizan su presencia en la especie vegetal.

En la Tabla 2 y Gréfico 2, se evidencia el grado de eficacia del extracto
acuosa de Morinda citrifolia al 50% en la inhibicién del crecimiento de

Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas.
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Tabla 2. Medicién del efecto antifungico del extracto acuoso de Morinda

citrifolia al 50%

Eficacia antifungica
Tiempo Media (mm) Desviacion P
Estandar (mm)
24 horas 6,72 0.37
48 horas 5,83 0.51 0,012

El Test de Student: p=0,012 <0,05 destaca que existe diferencia

estadisticamente significativamente.

Media (mm.)

24 horas 48 horas
Gréfico 2. Grado de eficacia del efecto antifungico del extracto acuoso de

Morinda citrifolia al 50%

El grado de eficacia de Morinda citrifolia al 50% fueron los siguientes:

* Alas 24 horas 6.72 + 0.37mm

* Allas 48 horas 5.83 + 0.51mm

Diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,05) por lo tanto se
observa una disminucién de la eficacia del extracto acuoso al 50%.
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Referente a la Tabla 3 y Gréfico 3, se observa el grado de eficacia del

extracto acuoso de Morinda citrifolia al 75%.

Tabla 3. Medicidén del efecto antifungico del extracto acuoso de Morinda

citrifolia al 75%

Eficacia antifingica
. i Desviacion
Tiempo Media (mm) P
Estandar (mm)
24horas 15,80 0,73
0,570
48 horas 15,98 0,80

T de Student:

significativa.

p=0,570>0,05. No existe diferencia estadisticamente

MEdia (mm.)

24 horas

48 horas

Gréfico 3. Grado de eficacia del efecto antifungico del extracto acuoso de
Morinda citrifolia al 75%

El grado de eficacia del extracto acuoso al 75% en la inhibicion del
crecimiento de Candida Albicans y Saccharomyces cerevisiae fueron los

siguientes:



* Alas 24 horas 15.80 £ 0.73mm
* Alas 48 horas 15.98 £ 0.70mm
La diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05) por lo tanto se

observa una disminucion de la eficacia del extracto acuoso de noni

Se observa en la Tabla 4 y Gréfico 4, las medias (mm) del noni a la

concentracion del 100%.

Tabla 4. Mediciéon del extracto acuoso de Morinda citrifolia al 100%

Eficacia antifingica
Tiempo =
Media (mm) Desviacion Estandar (mm)
24 horas 10,81 0,79
,360
48 horas 8,24 0,75

T de Student: p=0,360>0,05 No existe diferencia estadisticamente

significativa.

Media (mm.)

24 horas 48 horas

Gréfico 4. Grado de eficacia del efecto antifingico del extracto acuoso de
Morinda citrifolia al 100%
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El grado de eficacia del extracto acuoso de noni al 100% en la inhibicion

fueron los siguientes:

* Allas 24 horas 10.81 £ 0.79mm

* Alas 48 horas 8.24 + 0.75mm

Diferencia que no fue estadisticamente significativa (p>0,05) por lo tanto

se observa una disminucién de la eficacia del extracto acuoso de noni.

En la Tabla 5 y Grafico 5, observamos las diferencias entre las

concentraciones

Tabla 5. Medicidon del extracto acuoso de Morinda citrifolia en las

concentraciones de 50%, 75% y 100%.

Tiempo
24 horas 48 horas
Medicién Media(mm) D.S.(mm) |Media(mm) D.S.(mm)
Extracto al 50% 6-6.72 0.37 5.83 0.51
Extracto al 75% 15.80 0.73 15.98 0.80
Extracto al 100% 10-10.81 0.79 8.24 0.75

15,98
16
158
14
E 12
E 10,81
= 10
© 8.2
<
= -
6,72
o S,
4
Extracto al 50% | Extracto al 100% | extracto al 75%
24 horas 6.72 10.81 15.8
48 horas 583 824 15.98

Grafico 5. Grado de eficacia del extracto acuoso de Morinda citrifolia a
concentracion de 50%, 75% y 100%
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El extracto acuoso de Morinda citrifolia al 100 % demostré mayor
sensibilidad que la concentracion de 50%. Sin embargo la concentracion al
75 % demostré un rango superior de sensibilidad frente a las muestras de

Céandida albicans y Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas.

4.2. Discusion

De los resultados en la Tabla 1, entre los principales metabolitos
secundarios que presenta el fruto de Morinda citrifolia L se encuentran los
alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides taninos y saponinas.
Coinciden con los obtenidos por Suurbaar et al (2016) confirmando las
propiedades antifungicas sobre Candidad albicans, de Ricinus communis y
mostro que los fitoquimicos bioldgicamente relevantes de las hojas de esta
planta se pueden extraer con los disolventes acuosos, metanol y etanol. La
presencia de taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides y antraquinonas
puede originar actividad antimicotica. Los taninos y flavonoides poseen un
mecanismo similar al proporcionar una fuente de radicales libres estables y
también forman complejos con aminoacidos nucleofilicos en proteinas que
conducen a la inactivacion de la proteina y la pérdida de la funcién, su
potencial efecto antifingico es grande, ya que probablemente se dirigen a
las células microbianas de la superficie. Las saponinas tienen la capacidad
de causar fugas de proteinas y ciertas enzimas de la célula ®V .

En otras investigaciones, los fitoquimicos presentes en las hojas de Carya
illinoensis fueron identificados por primera vez por Bottari et al. (2017), y se
determind la actividad antimicrobiana de sus extractos acuosos Yy
etandlicos. Ambos extractos efectos contra siete cepas de referencia de
Candida. Los flavonoides (rutina) y los taninos (catequinas vy
epicatequinas) probablemente fueron responsables, en parte, de la

actividad contra las cepas de Candida ©?.

Correia et al. (2016) evaluaron las propiedades antifingicas de seis plantas
en Brasil que se usan comunmente en medicina popular (extractos
etandlicos y acuosos) contra diferentes cepas de referencia de Candida

mediante el método de difusién en disco. Entre estas plantas, las mas
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prometedoras fueron Eugenia dysenterica y Pouteria ramiflora. Mostraron
excelente actividad contrael genero Candidad. Un analisis fitoquimico de
extractos activos de estas plantas se describe como componentes
principales flavonoides y catequinas (taninos) ©.

En la revision de Negri et al (2014), reporta que el alcaloide
2-hidroxi-9-metoxiaporfina, aislado del extracto de la especie
Beilschmiedia, mostré una potente actividad contra C. albicans con una
CIM de 8 pg / mL. Otra planta, Chelidonium majus , contenia los alcaloides
8-hidroxihidrosanguinarina y 8-hidroxihidrocelerytrina en su extracto de
etanol, y estos compuestos mostraron una fuerte actividad antifingica
cuando se probaron contra Candida spp. Tambien resalta que ocho
saponinas esteroideas de Tribulus terrestris L., evaluaron sus actividades
antifangicas in vivo frente a seis levaduras resistentes a fluconazol ( C.
albicans , C. glabrata , C. parapsilosis , C. tropicalis , C. krusei y C.
neoformans ). Dos compuestos fueron muy efectivos contra varias
especies patdégenas de Candida y C. neoformans. Por lo tanto las
saponinas es terapéuticamente prometedora, en particular para los

pacientes que no responden a la terapia convencional ®¥ .

En cuanto a las Tablas y Gréaficos de medicion y sensibilidad del extracto
noni, a la dosis porcentual del 75 % con un grado de sensibilidad de 15,8
mm y 15,98 mm, demostré un rango superior de sensibilidad frente a 50%
(6,72 mmy 5,48 mm)y 100% (10,81 mm y 8,24 mm) en Candida Albicans
y Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas. Nuestros hallazgos se
confirman con el estudio de Khan et al (2017), con seis plantas y sus
extractos de mostraron una buena actividad antimicrobiana contra aislados
de Céandida resistentes a multiples farmacos aislados de especimenes
clinicos. Se encontro que las zonas de inhibicion, particularmente el
extracto de Allium sativum, mostraron la mayor actividad con una zona de
inhibicion de 18 mm contra el aislado de hongos del genero Candida. Los
extractos de Azadirachta indica, Cordia dichotoma, Syzigium cumini,
Trigonella foenum grecum y Ocimum sanctum también mostraron una
actividad significativa contra cepas con los resultados 17 mm, 17 mm, 17
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mm, 17 mm, 16 mm y 15 mm respectivamente a una concentracion de 300

mg / mL analizada. ©°.

Otros autores también han observado zonas de inhibicion mas altas con
extracto etandlico de Azadirachta y Trigonella, lo que apoya nuestros
resultados ©®. Sin embargo Otang et al (2012), con los extractos de
hexano y acetona fueron activos contra al menos uno de los hongos con
zonas de inhibicidén que varian de 8 a 32 mm, mientras que ninguno de los
extractos acuosos fue activo contra ninguno de los hongos. La actividad
inhibitoria de los extractos activos, basada en los diametros de inhibicion
medios globales, Los hongos mas susceptibles, basados en el diametro
medio total de la inhibicion del crecimiento, fueron Candida glabrata, C.

krusei y Microsporum canis ©”.

En la investigacibn de Shirani et al (2017), mediante el extracto
hidroalcohdlico de Allium tripedale contra las especies de Candida (C.
albicans, C. parapsilosis y C. krusei ) utilizando el ensayo de difusion por
disco, evidencié una fuerte actividad anti-candida (zona de inhibicion > 20
mm), actividad contra Candida moderada (zona de inhibicion <12-20 mm)
y ninguna inhibicién (zona <12 mm). Ademas, el extracto hidroalcohdlico
exhibié las propiedades antifiungicas mas altas contra las cepas de
Candida albicans 2.

Nasrollahi et al (2015), examinaron las propiedades antifungicas de los
extractos de hojas de olivo contra Candida albicans PTCC-5027. La
actividad antifingica del extracto se analizé midiendo la concentracion
inhibitoria minima (CMI) y la concentracién fungicida minima (CFM),
utilizando la prueba de microdilucion y el ensayo de difusion en disco. Los
extractos acuosos de la hoja de olivo mostraron efectos antifiungicos contra
la levadura con una CMI de 24 mg / ml, CFM de 48 mg / ml y un diametro
de zona de inhibicion de 21 mm. Los resultados indicaron la sensibilidad de

candida albicans PTCC-5027 a extractos acuosos de hojas de olivo 9.
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En otra investigaciéon Rani et al (2011), con la especie Embelia ribes se
evalu6 en ocho especies de hongos diferentes empleando varias
concentraciones de extracto de semilla (0.5-2.0 mg). Todas las
concentraciones de extracto de semilla inhibieron el crecimiento de
hongos, mientras que la actividad maxima se observé a una concentracion
de 2,0 mg de extracto de semilla. Entre las diferentes dosis, el didmetro de
las zonas de inhibicion varié de 9 a 18 mm en varias especies de hongos y
aumento6 con el aumento de la concentracion de la solucion de prueba. En
contraste con Candida albicans mostraron menos zonas de inhibicion

(16.0 mm) en comparacién con otros organismos ©%.

Se puede afirmar que Morinda citrifolia contiene varios compuestos
bioactivos importantes. Por ello, es una especie vegetal de importancia
fitoquimica y farmacéutica. Aunque se requieren estudios adicionales para
aislar los ingredientes activos del extracto y dilucidar su mecanismo de
accion en diversas enfermedades. Ademas los diferentes extractos de
plantas tienen una actividad significativa contra el género Candida
patbgena resistente a multiples farmacos antifungicos de uso comun,
como fluconazol, itraconazol, clotrimazol, miconazol, ketoconazol y
anfotericina-B. Estos extractos de plantas pueden ser las alternativas
potenciales de los antibioticos para evitar su uso excesivo y los efectos
secundarios sobre la salud humana y el medio ambiente. También se

requieren estudios adicionales para evaluar su eficacia clinica.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

Los componentes activos del fruto de Morinda citrifolia identificados
fueron alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides taninos vy
saponinas

El grado de mayor sensibilidad que presenta el extracto acuoso de
Morinda citrifolia mediante la técnica de difusion en disco, se obtuvieron
al 50% result6 6,72 mm y 5,48 mm, el 75 % con un grado de sensibilidad
de 15,8 mm y 15,98 mm, y 100% 10,81 mm y 8,24 mm en Candida
Albicans y Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas
respectivamente.

La dosis porcentual del extracto acuoso de noni fue del 100 %, la misma
demostré mayor sensibilidad que la concentracién de 50%. Sin embargo
la concentracion al 75 % demostré un rango superior de sensibilidad
frente a las anteriores muestras mencionadas de Candida albicans y

Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas.

5.2. Recomendaciones:

Se recomienda la continuacion de este estudio, ya que es importante la
implementacion de antimicéticos a base de plantas medicinales para
tratar infecciones producidas por hongos como Céndida albicans y otros

agentes patégenos.

Se propone realizar futuras investigaciones para evaluar posibles efectos
citotdxicos de extracto acuoso de Morinda citrifolia.
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ANEXOS

Testimonios fotograficos

Anexo 1. Seleccion del fruto Moringa citrifolia para realizar el lavado y la

seleccién del fruto para luego proceder a triturar.

Anexo 2. Licuado de noni se procede a pesar para poder trabajar con las

concentraciones.
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Anexo 3. Extraccion del extracto acuoso de Moringa citrifolia mediante colacion.

Anexo 4. Separacion del extracto acuoso de Moringa citrifolia en el matraz en
50%,75%,100%.
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Anexo 5. Auto clavar las placas Petri y el agar Sabouraud Dextrosa

Anexo 6. Siembra de las cepas madre Candida y Saccharomyce con los
antimicéticos tenemos fluconazol, clotrimazol y cloruro de sodio.
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Anexo 7. Siembra de las cepas madre de Candida y Saccharomyces al agar
Saboraud.

Anexo 8. Observacion después de unos dias de las placas
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