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EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DE EXTRACTOS ACUOSOS Y
ETANOLICOS DE Mangifera indica SOBRE COMPLEJO Candida albicans
Garcia F. Sebastian A., Rojas C. Carlos E., Amaya Ivan
Departamento de Parasitologia y Microbiologia, Escuela de Ciencias de la Salud,
Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar.

RESUMEN

El uso de plantas medicinales ha sido una préactica ancestral que ha coexistido
con la medicina moderna, de esta manera se ha convertido en una alternativa a los
farmacos debido a sus posibles efectos secundarios. La OMS asegura que el 80% de
la poblacion mundial utilizar el conocimiento tradicional para el tratamiento de
enfermedades en razén a las propiedades y los resultados efectivos que presentan
dichas plantas medicinales en enfermedades infecciosas, demostrando que las plantas
poseen una fuente potencial de principios activos para el desarrollo de nuevos
farmacos teniendo un efecto positivo contra una amplia gama de enfermedades. En
Venezuela, un alto porcentaje de la poblacion utiliza como medicina popular a la hoja
de Mangifera indica (mango), debido a su facil acceso, en diversos fines como
antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral y antimicrobiano. Se evalu6 su supuesta
actividad antifungica con el extracto acuoso y etandlico frente al complejo Candida
albicans, ya que varios estudios aseguran tener resultados positivos. Se reprodujo en
condiciones controladas y de manera estandarizadas, tanto el usado por las personas
en sus hogares, el extracto acuoso por decoccién, como también el extracto etandlico,
con el fin de evidenciar si ambos métodos poseian algun efecto antiflngico in vitro.
Previamente se inocul6 en el agar Muller-Hinton al complejo Candida albicans, se
utilizaron discos de sensibilidad impregnados con extracto etandlico en los
antibiogramas, por otro lado, con ayuda del asa calibrada se colocaron 10 lambdas del
extracto acuoso en el centro de cada placa para evidenciar si hay o no inhibicion. Sin
embargo, no se encontro actividad antifingica con ninguno de los extractos utilizados
de M. indica contra el complejo Candida albicans, existiendo una discrepancia de los
hallazgos de Reyes et al., 2017 y Anand et al., 2015, indicando el efecto inhibitorio
que esta planta presenta debido a sus componentes bioactivos.

Palabras claves: medicina tradicional, plantas medicinales, decoccion,
antibiograma, antifungicos.
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INTRODUCCION

La medicina moderna ha coexistido con la medicina tradicional desde tiempos
remotos, sin embargo, las hierbas siguen siendo populares por razones histéricas y
culturales. En muchos paises en desarrollo, una gran parte de la poblacion depende de
los médicos tradicionales y su arsenal de medicamentos a base de hierbas para sus

necesidades de atencion médica (Dhama et al., 2014).

La medicina tradicional, tal como la define la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 2014, es el total de los conocimientos, habilidades y préacticas
basados en las teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas, ya
sean explicables o no, utilizados en el mantenimiento de la salud, asi como en la

prevencion, diagndstico, mejora o tratamiento de enfermedades fisicas y mentales.

En los ultimos afios la medicina tradicional ha cobrado importancia como una
terapia alternativa al uso de medicamentos sintéticos producidos en la industria
farmacéutica, los cuales producen toxicidad, recurrencia o causan resistencia, razon
por la cual se esta procurando investigar nuevos agentes antiflngicos mas potentes y
sobre todo seguros (Churata-Oroya et al. 2016). Desafortunadamente, las células
fangicas y humanas no son muy diferentes, comparten gran parte de las vias del
metabolismo intermediario, utilizan enzimas muy similares y no es facil encontrar
blancos que ofrezcan la selectividad requerida para obtener un antifingico seguro
(Zacchino, 2001).

A nivel mundial existen estudios basados en evidencia para verificar la eficacia
de las plantas medicinales, algunos de los cuales brindan informacidn sobre la sintesis

de fitoquimicos con aplicacion terapéutica (Dhama et al., 2014).



Los fitoquimicos corresponden a metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas, que incluyen terpenos, acidos fenolicos y tiodlicos, lignanos y flavanoides.
Son responsables de proteger a las plantas frente a distintos tipos de estrés, tanto
bidtico como abidtico, incluyendo infecciones, depredadores, radiacion ultravioleta,
estrés hidrico o salino, ademas de entregarles colores y sabores a frutas y verduras. Se
estima que existen miles de fitoquimicos distintos en la naturaleza, la mayoria aln
por descubrir (Eaton, 2006).

Las plantas medicinales son generalmente fuentes de diversos fitoquimicos,
algunos de los cuales suelen ser responsables de sus actividades bioldgicas. La
evaluacion de estos fitoquimicos generalmente se realiza contra un amplio espectro
de microorganismos para determinar sus actividades antimicrobianas, en funcién de
los componentes activos de las plantas que son principalmente metabolitos
secundarios (Kpadonou et al., 2019).

Venezuela es considerado uno de los diez paises megadiversos del mundo,
teniendo un gran porcentaje de plantas medicinales que son ampliamente utilizadas
por diversas poblaciones locales (Giraldo et al. 2009). EI Ministerio de Agricultura y
Cria, Anuario estadistico Agropecuario (1978), informé que el mango constituye uno
de los frutales mas difundidos en el pais, por lo que en ciertas localidades la utilizan a
menudo mediante la ingesta o bafios de infusiones de esta planta para calmar algunas
afecciones como tos y gripe, ademas de usarla como antiinflamatorio (Giraldo et al.
2009).

El mango es una planta arborea, de 15 a 30 m de altura, de dosel en forma
cupular o de paraguas, inflorescencias terminales del tipo panicula y de hojas simples
oblongas. Diferentes culturas refieren a este arbol desde hace mas de 6.000 afios,
siendo considerada como la especie frutal cultivable mas antigua de su tipo;

originario de Asia tropical (India y Myanmar) se extendio hasta Borneo, Java,



Sumatra y la peninsula Malaya y actualmente se cultiva en todo el mundo tropical y
subtropical (Shah et al. 2010). Esta planta forma parte de la familia Anacardiaceae y
del género Mangifera que consta de unas sesenta y nueve especies diferentes, sin

embargo, la especie mas comun del género es M. indica (Ediriweera et al. 2017).

Mangifera indica es utilizado como planta ornamental, de sombra para otros
cultivos, en la produccion comercial de sus deliciosos frutos y como planta medicinal
(Bally, 2006). Se informa que contiene la mayoria de los principales fitoquimicos
conocidos. Diso et al. (2017) reportaron la presencia de alcaloides, fenoles,
flavonoides, saponinas, taninos en la hoja y corteza del tallo de la planta.

Los fitoquimicos son la base cientifica para la utilizacion de partes de plantas
para el tratamiento de enfermedades en la etnomedicina. M. indica es una planta
etnomédicamente diversa con varios usos en el tratamiento de diferentes
enfermedades tradicionalmente en todo el mundo. (Ediriweera et al. 2017). Diversos
estudios han demostrado las propiedades medicinales de los fitoquimicos extraidos de
este arbol, en los que destacan: accidén antitumoral, antiespasmodico, antiflngico,
anti-  inflamatorio,  antiparasitario,  inmuno-modulador,  hepato-protector,
antidiabético, antipirético, antibacterial, antialérgico, antidiarreico y gastro protector
(Shah et al., 2010).

Debido a que los compuestos antioxidantes estudiados suelen presentar también
actividad contra diversos microorganismos, se han realizado diferentes estudios
acerca de la actividad antimicrobiana del mango y sus subproductos. En el 2010, en
Malasia, se estudiaron los efectos antimicrobianos del nucleo de la semilla de
Mangifera indica L., demostrando actividad antimicrobiana frente a distintos

patdgenos tales como E. coliy S. aureus (Kaur et al., 2010).



En un estudio realizado en Cuba, Balbuena (2017), con el fin de evaluar el
efecto antimicrobiano de flavonoides obtenidos de extractos de hojas de Tamarindus
indica Lin (Tamarindo) enfrentandolos ante cepas bacterianas de S. aureus, E. coli y
P. aeruginosa se obtuvo resultados positivos con respecta a la inhibicion de estos

microorganismos.

La OMS, en el 2001, reporté que el 80% de la poblacion mundial usa el
conocimiento tradicional para el tratamiento de sus enfermedades en razén a las
propiedades y los resultados efectivos que presentan las plantas medicinales en
enfermedades infecciosas. En este sentido, se ha demostrado que las plantas son una
fuente potencial de principios activos para el desarrollo de nuevos farmacos y que
presentan un efecto positivo frente a una amplia gama de enfermedades, ya que estas
sintetizan compuestos con importantes actividades biolégicas, como, por ejemplo,
antimicrobianos (Quiroga et al.,2013).

Segun el Centro Médico de la Universidad de Maryland (2016), en el
organismo se encuentra una gran variedad de microorganismos como bacterias y
hongos, algunos son utiles y otros viven como saprofitos; sin embargo, cuando el
ecosistema del organismo o el sistema inmunitario se altera, éstos se
desarrollan y provocan enfermedades oportunistas, se instalan principalmente en

las superficies de las mucosas de la boca o vagina.

Los hongos son organismos eucariotas que poseen nucleos organizados, en su
citoplasma encontramos mitocondrias, vacuolas, vesiculas, reticulo endoplasmatico,
microttbulos, ribosomas, cristales de glicogeno y complejo de Golgi. Son
heterotrofos lo que quiere decir que no pueden sintetizar sus propios nutrientes,
ademas presentan un conjunto de caracteristicas propias que permiten su
diferenciacion con las plantas, por ejemplo, no sintetizan clorofila, no tienen celulosa

en la composicion de su pared celular excepto algunos hongos acuaticos sin



importancia clinica, no almacenan almidén como sustancia de reserva, siendo los
organismos de mayor distribucion en la naturaleza, se pueden encontrar en el suelo,
agua, aire, sobre la superficie de objetos inanimados, en el ambiente cerrado de casas,
hospitales, edificios e incluso colonizando animales y al propio ser humano (Godoy
etal., 2019).

También, los hongos son considerados los principales degradadores de materia
organica de nuestro planeta y poseen gran capacidad de adaptacion, por lo que
sobreviven y se reproducen en diferentes sustratos, temperaturas y condiciones

atmosféricas (Godoy et al., 2019).

Segun las caracteristicas del cultivo de estos hongos pueden agruparse en
hongos filamentosos, hongos tipo levaduras y hongos dimorfos, cada uno de ellos con
géneros, especies y caracteristicas macro y microscépicas bien definidas (Vargas,
2004).

Candida es un género de hongos unicelulares. La especie de Candida mas
significativa por su importancia clinica es Candida albicans. Las infecciones causadas
por hongos se denominan micosis. C. albicans es un comensal de las mucosas
humanas, sobre todo de la mucosa oral, digestiva y genital. Las micosis causadas por
C. albicans o por otras especies de Candida se denominan candidiasis en humanos y
en otros animales, especialmente en pacientes con inmunosupresion (Ryan et al.,
2004).

La clasificacion taxonoémica de Candida spp comprende al Reino Fungi,
Division Ascomycota, Clase Saccharomycetes, Orden Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Género Candida, incluye aproximadamente 154 especies, entre

ellas, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dublinensis, C.krusei,



son frecuentemente aisladas de infecciones en humanos, siendo C. albicans la mas

relevante en términos de patogenicidad (Laforet, 2009).

Los complejos de importancia clinica del género Candida son, el Complejo
Candida albicans que estd formado por las especies Candida albicans y Candida
dubliniensis; el Complejo Candida parapsilosis hoy en dia estd formada por tres
especies Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis; y el
Complejo Candida glabrata conformado por Candida glabrata, Candida bracarensis,
Candida nivariensis. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las especies dentro de
los complejos no pueden ser diferenciadas con métodos fenotipicos convencionales
por ello se debe reportar a nivel de complejos cuando corresponda, evidenciando la

nueva nomenclatura y la antigua entre paréntesis (Taberna, 2021).

Candida albicans es un hongo dismorfico, es decir, se desarrolla de forma
distinta en funcién de la temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a
37°C en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza.
Pertenece al filo Ascomycota y se reproduce de forma asexual por gemacién (Ponton
et al., 2002). Suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras,
con paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado
formas filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras de
didmetro y seudohifas, que son células alargadas de levadura que permanecen unidas
entre si. (Samson, 1990). El dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa

relacionados con la inmunidad celular del huésped (Ponton et al., 2002).

La resistencia de Candida sp. representa un reto terapéutico que deja un
menor numero de posibilidades para el tratamiento de estas infecciones que se
caracterizan, a su vez, por una alta morbimortalidad (Dhanasekaran et al., 2014). El
aumento de infecciones oportunistas como en la estomatitis subprotésica (ESP),

principalmente en pacientes inmunocomprometidos, la aparicion de algunas cepas



de microorganismos resistentes a los antimicrobianos y antimicaticos
usualmente utilizados ha generado el interés en investigaciones dirigidas a los
agentes fitoterapéuticos por las minimas reacciones farmacologicas que presenta,
teniendo incluso mayor potencial farmacoldgico que los productos de origen
sintético (Cornely, 2012).

Actualmente existen farmacos antimicoticos como la Nistatina, Fluconazol,
Itraconazol, Ketoconazol, sin embargo, ocurren fracasos en el tratamiento debido a la
elevada resistencia farmacoldgica que estos generan (Pernan, 2009). Por este motivo
se buscan nuevas alternativas para tratar las infecciones micéticas. Una de ellas, poco
convencional, es el uso de la fitoterapia buscando asi el manejo eficaz de las
infecciones micéticas, que permitan un mayor avance en la disminucién y el control

prolongado de las infecciones causadas por Candida (Pardi, 2002).

En el 2013, en Zimbabue, se estudiaron los efectos antimicrobianos de extractos
de la corteza del tallo de Mangifera indica L., frente al Staphylococcus aureus. Se
encontr6 que, aunque si se presentd actividad antimicrobiana dependiente de la
concentracion de dicho extracto tanto en métodos de dilucion en agar como en caldo,
el control (ampicilina) mostré mejores resultados. (Mushore et al., 2013). También se
ha reportado actividad antifingica en 18 cepas de levaduras de diferentes extractos de
piel y semillas de mango, donde el analisis multivariado mostré una relacion entre
esta actividad, la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica y el contenido total de
fenoles (Dorta et al., 2016).

La concentracion minima inhibitoria (MIC), en microbiologia, es la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un
microorganismo después de su incubacion. La concentraciébn minima inhibitoria es

importante en diagndsticos de laboratorio para confirmar la resistencia de



microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad

de los nuevos agentes antimicrobianos (Andrews, 2001).

Anand et al. (2015), determinaron en India, mediante su ensayo in vitro acerca
de los efectos antimicrobianos del extracto, tanto acuoso como etandlico de las hojas
de Mangifera indica contra el complejo Candida albicans y otros microorganismos, el

efecto inhibitorio que esta planta presenta debido a sus componentes bioactivos.

En un estudio realizado en Venezuela, por Reyes et al. (2017), se reporto para
el complejo C. albicans, efecto antifingico al exponerse al extracto etandlico de hojas
de Mangifera indica con una MIC que va desde un 20% a las 24 h hasta un 10% a las
48 h.

Debido a los efectos antimicrobianos que produce M. indica, se han llevado a
cabo diferentes investigaciones en el mundo, en los cuales se trata de explicar como
actla sobre diferentes microorganismos. Sin embargo, hasta la actualidad siguen
siendo pocas las referencias para el uso de esta planta en el tratamiento de
enfermedades causadas por microorganismos, para promover el desarrollo de una
cultura fitoterapéutica en el area de ciencias de la salud que a su vez despertara el

interés por conocer y estudiar otras plantas oriundas de nuestro pais.

De este modo, el propdsito del presente estudio es evaluar de manera in vitro la
actividad fungicida, del extracto acuoso y etandlico de Mangifera indica sobre cepas

del complejo Candida albicans.



JUSTIFICACION

Los patogenos fangicos constituyen una amenaza importante para la salud
publica, ya que son cada vez mas comunes Y resistentes al tratamiento; de hecho,
actualmente solo se dispone de cuatro clases de medicamentos antimicoticos y hay

muy pocos candidatos en fase de desarrollo clinico (OMS, 2022).

Estas infecciones fungicas se han convertido en una de las principales causas de
morbilidad en sujetos inmunocomprometidos y contindan ocasionando altas tasas de
mortalidad con elevados costos socio-sanitarios. La alta mortalidad de estas
infecciones esta probablemente en relacion con las escasas manifestaciones clinicas
hasta que el proceso estd muy avanzado, ademas de la dificultad diagnostica que

retrasa el inicio de un tratamiento antifungico adecuado (Otélora et al, 2018).

Los farmacos disponibles, tiene una toxicidad importante, producen recurrencia
0 causan resistencia, razén por la cual se esta procurando nuevos agentes antifingicos
mas potentes, pero sobre todo mas seguros que los existentes (Odio, 2010).
Desafortunadamente, las células fangicas y humanas no son muy diferentes,
comparten gran parte de las vias del metabolismo intermediario, utilizan enzimas
muy similares y no es facil encontrar blancos que ofrezcan la selectividad requerida

para obtener un antifungico seguro (Zacchino, 2001).

En términos etnobotanicos, el uso de vegetacion nativa, partes o extractos de
plantas con potentes propiedades antimicrobianas es de antiquisimo conocimiento.
Con el fin de redescubrir la potencialidad farmacologica de estas muestras naturales
se han identificado distintos tipos de compuestos biosintéticos que responden a patron
de sustancias proteicas y peptidica, fenoles y polifenoles complejos, terpenoides

ciclicos y saponinas esteroidales (Cowan, 1999, Jenssen et al., 2006).
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Desde la historia la Medicina Natural ha sido considerada como una forma de
tratamiento de la persona y no especificamente de la enfermedad, pues al consumir un
producto natural trata a la persona de una forma integral como un solo cuerpo, y no
particulariza la enfermedad. Para los antepasados no existen una enfermedad sino un
cuerpo enfermo, por lo tanto, interesa tratar al cuerpo para mantenerlo sano. Tal es asi
que, en diversos foros internacionales, como la Declaracién de Chiang Mai, la OMS,
el Convenio Mundial sobre la Diversidad Bioldgica y el Plan de Accién de la FAO,
se ha remarcado la necesidad urgente de preservar los recursos bioldgicos y los
conocimientos asociados a los mismos (Phillipson et al., 1995), citado por (Bueno et
al., 2013).

La resistencia a los escasos antimicoticos disponibles es un tema preocupante,
sobre todo en lo respectivo a micosis por el complejo Candida albicans en humanos,
ya que los antimicoéticos tienen un rango de toxicidad muy cercanos a la sensibilidad
de nuestras células. Se ha caracterizado un mecanismo de recombinacion genética
presente en el complejo C. albicans que potencia la expresion de resistencia a
farmacos antifungicos, principalmente mediante modificaciones en la sintesis de
lipidos de membrana (ergosterol) y proteinas de membrana (transportadores tipo

ABC, que expulsan toxicos) (Selmecki et al., 2006).

A nivel nacional no se encontraron trabajos actualizados, siendo esta la razon
por la cual se plantea realizar dicho trabajo investigativo para demostrar la actividad
antifngica que posee el extracto de las hojas de Mangifera indica frente al complejo
C. albicans, sirviendo como base para establecer alternativas frente a la problematica
que ha sido la resistencia antifungica en especial el género Candida, con el fin de
suministrar datos valiosos que sirvan para futuras aplicaciones en el ambito

terapéutico.



OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar el efecto antifungico in vitro de extractos acuosos y etandlicos de

Mangifera indica sobre el complejo Candida albicans.

Obijetivos especificos

Estandarizar la obtencién de decoccidn para la preparacion del extracto acuoso

de Mangifera indica.

Estandarizar la obtencién de macerado para la preparacion del extracto

etanolico de Mangifera indica.

Sefalar el efecto antifingico de decocciones de hojas de M. indica segln

concentracion sobre el complejo Candida albicans.

Sefalar el efecto antifungico de macerados de hojas de M. indica segun

concentracion sobre el complejo Candida albicans.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

El estudio fue experimental, de tipo multifactorial.

Recoleccién de la planta e identificacion botanica

Las hojas de Mangifera indica fueron recolectadas en el mes de junio en el
sector Barrio Ajuro, Ciudad Bolivar, municipio Angostura del Orinoco, Estado
Bolivar, Venezuela. EI nombre de la planta fue identificado con el software PlantNet,
donde se confirmd que eran auténticas hojas de M. indica, fueron cortadas y
transportadas al laboratorio a temperatura ambiente en un recipiente estéril hasta el

momento de la preparacién de los extractos.

Preparacion del macerado para la obtencion del extracto etandlico

Las hojas tiernas de Mangifera indica recolectadas fueron sometidas a un
proceso de lavado con agua corriente, a fin de eliminar cualquier impureza. Luego se
enjuagaron con abundante agua destilada, se escurrieron y se secaron en estufa a 70°C
durante 4 dias. Posteriormente se procedi6 a la trituracion foliar con las manos,
obteniendo 15 g de hojas trituradas, el cual fue disuelto en 50mL de etanol al 96% en

agitacion continua por 72 horas.

De nuestra solucién etandlica pura, de concentracion conocida, se realizaron
diluciones hasta 1/80, utilizando envases estériles para su conservacion, se rotularon y
se seleccionaron al azar para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad,

entre ellas la solucidn pura y las diluciones 1/10; 1/20; 1/40; 1/80.

12
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Preparacion de la decoccion para obtencién del extracto acuoso

Las hojas fueron lavadas con agua destilada previamente a su preparacion. El
extracto se prepard con las hojas frescas, y se extrajo por decoccion con 20 gramos de
hojas de la planta y un litro de agua destilada, en un matraz de Erlenmeyer durante 10
min a 100°C, para obtener los extractos acuosos de hojas de Mangifera indica. El
método de extraccion fue seleccionado en base a la literatura que indica que es una de
las principales formas de preparacion en la medicina popular. Los extractos acuosos
obtenidos después de la filtracion, se reservo en un envase estéril en la nevera de 14 a

24 °C grados y se medira el pH con papel tornasol.

De igual manera, de nuestra solucién pura, se realizaron diluciones hasta 1/80,
utilizando envases estériles para su conservacion, se rotularon y se seleccionaron al
azar para la posterior preparacion de los antibiogramas, entre ellas la solucion pura 'y
las diluciones 1/10; 1/20; 1/40; 1/80.

Confeccion de los discos

Para la elaboracion de los discos, también se usaron todos los implementos de
bioseguridad para evitar cualquier tipo de contaminacion (bata de laboratorio, guantes
de latex y tapabocas) tal como lo establece las normas ISO 15189 2007 en su

apartado 5.3 “Instalaciones y condiciones ambientales’’.

Fueron seleccionados discos de sensibilidad vencidos, los cuales se lavaran 3
veces con agua destilada y se llevaran a la autoclave a 1.5 libras por 15 minutos, este
proceso se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia y parasitologia “Sécrates
medina”, lugar que posee las condiciones controladas e idoneas de humedad y

temperatura. Después de este proceso se llevaron al horno por 24 horas para secar por
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completo los discos y asi poder inactivar por totalmente los antibiéticos de estos
discos (Lopez y Mejias, 2023).

En una camara de flujo, se prepararon 25 discos con la solucion madre y cada
dilucién, cada disco sera impregnado respectivamente con 25\ de cada una de las

soluciones, luego se llevaran a la estufa a 35 °C por 24 horas hasta secarse.

Control de calidad

Se realiz6 una inspeccion visual para el control de calidad de los discos,
verificando la forma, el diametro y la cantidad de hebras de papel, rechazando
cualquier disco que presente anomalias como mal corte o rasgaduras y no pudieran
cumplir con la funcion para la cual fueron disefiados. Los discos rechazados seran

descartados

Los discos aceptados se dispusieron de manera ordenada en placas de Petri, se
taparon con cinta de comprobacion de esterilidad teniendo en cuenta la manera de
colocar los discos dentro de las placas de Petri, se ubicaron de forma que permita
contarlos y de esa manera tener mayor control. Luego de que sean ordenados se

esterilizaran con calor seco a la autoclave tipo estufa a 140 °C por un lapso de 2 horas

Preparacion de los discos de sensibilidad

Fueron seleccionadas al azar la solucién pura y las diluciones 1/10; 1/20; 1/40;

1/80, para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.

Una vez preparada la dilucién sobre los discos estériles y luego que estos
perdieran el calor de la estufa, se impregno cada papel con la solucion, formandose

entonces los discos de sensibilidad. Se mantuvo higienizado el espacio y se verifico el
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uso de los implementos de laboratorio, para asi evitar cualquier tipo de contaminacion
cruzada y garantizar la calidad. Para llevar a cabo esta etapa se esterilizo la punta de
una pinza, con el calor directo de la llama del mechero, la funcion de esta fue mover

los discos, con el fin de acomodarlos en las placas de Petri a disposicion.

Se utiliz6 una micropipeta calibrada, previamente graduada con la cantidad de
solucion requerida en funcién de la capacidad de absorcidn de cada disco, de igual
manera se utilizaron puntas amarillas descartables para mayor precision, debido a que

la cantidad a descargar sobre los discos fue pequefia.

Primero se prepararon e identificaron 20 placas de Petri con las soluciones
correspondientes de extracto etandélico, con la micropipeta con punta amarilla se tomo
solucién madre y se impregnaron los discos de la primera placa, luego se repitieron
los pasos anteriores con las respectivas diluciones 1/10; 1/20; 1/40; 1/80 y se vacio
sobre cada uno de los discos de las placas siguientes. Una vez que todos los discos
del lote estaban impregnados, se procedio al secado por calor tapando las placas de
Petri y envolviendo con papel film, luego fueron depositadas dentro de la estufa del
laboratorio a temperatura controlada de 35 °C por 24 horas

Al culminar el proceso de secado, se almacenaron los discos en la nevera a
temperaturas 5 a 8 °C. Al momento de usarlos se debio6 dejar reposar tapados fuera de

la nevera, hasta llegar a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo los ensayos en donde se estudid la reproducibilidad en los
discos de sensibilidad elaborados, se prepararon previamente los insumos. Entre
ellos, las placas de Petri servidas con el medio de cultivo, agar Muller-Hinton, las
cuales permanecieron preservadas en refrigeracion a una temperatura no mayor a
15°C.
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Preparacion de agar

Para realizar el estudio de antibiograma existen varios métodos, para esta
investigacion, se desarrollé el método en difusion en agar, también conocido como
método Kirby-Bauer, este es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, un
procedimiento cualitativo utilizado por diversos laboratorios clinicos en la actualidad.

Consiste en depositar el microorganismo, en una superficie de agar Mdller-Hinton.

El antibidtico expulsado por los discos forma un gradiente de concentracion y
al transcurrir un periodo de tiempo entre 18 y 24 horas en estado de incubacion, se
presentaran los discos rodeados por una zona de inhibicién; dicha concentracion del
antibidtico presente en la interfase del agar entre los microorganismos que se
encuentran en crecimiento y las inhibidas, se denota como “concentracion critica” la

cual se aproxima a las Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM) (Picazo, 2003).

Existen diametros de inhibicién estandarizados para cada antimicrobiano,
expresados en milimetros, con los cuales se realiza la lectura de los halos de
inhibicion, estos se interpretan con tres posibles opciones: Sensible (S), Intermedia (1)
0 Resistente (R) (Roach, 2013). Para efectos del antibiograma, se utilizd
especificamente el medio de cultivo Agar Muller-Hinton, el cual posee una baja
concentracion de iones divalentes. Es recomendado para este tipo de estudios porque
en él se reproducen la mayor parte de los microorganismos patdgenos; para su uso y
estandarizacion entre laboratorios es utilizado debido a que las diferencias entre los

distintos lotes comercializados son muy pocas (Picazo, 2003).

Discos de antibi6ticos, son discos de papel filtro, los cuales estan impregnados
con una concentracion definida de M. indica y estos fueron utilizados para la
evaluacion semicuantitativa de la susceptibilidad in vitro de C. albicans a dichos

agentes antimicrobianos.
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Los halos de inhibicion son aquella zona ubicada alrededor de un disco de
antibidtico presente en una placa inoculada, en la cual no se presenta crecimiento
bacteriano (IQUIMICAS, 2014). La medicion de los halos se realiza por la parte
trasera de la placa de Petri, previamente incubada, donde se procede a determinar el
tamafio de la circunferencia que se encuentra alrededor del disco de antibidtico a
través de un instrumento de medicién (Garcia, 2014). En cuanto a la inoculacién se
procede a la introduccion de un agente infeccioso en un organismo, o lugar, que
carece del agente patogeno (Cerra et al., 2013). Cultivar un microorganismo significa
promover intencionalmente su desarrollo en un medio de cultivo predeterminado y

condiciones establecidas.

Dilucion directa sobre el agar con decoccion de Mangifera indica

Se inoculd sobre una placa de Mueller Hinton una dilucién del complejo
Candida albicans , y usando un asa calibrada nueva, se tomaron 10\ de cada dilucion
partiendo por la solucion madre, y se aplicd en el centro de cada placa, rotulada con
su respectivo titulo de dilucion, como si se tratara de discos de sensibilidad, y se llevo
a la estufa a una temperatura controlada de 35°C durante 24 horas y pasado el tiempo

se observo si hay o no susceptibilidad.

Discos de sensibilidad impregnados con extracto etandélico

Se inoculé sobre una placa de Mueller Hinton una dilucién del complejo
Candida albicans , y usando una pinza estéril, se tomaron los discos impregnados con
las diluciones, partiendo por la solucion madre de extracto etandlico, se colocaron en
el centro de cada placa, rotulada con su respectivo titulo de dilucion, y se llevo a la
estufa a una temperatura controlada de 35°C durante 24 horas y pasado el tiempo se

observo si hay o no susceptibilidad.



RESULTADOS

Identificacion y recoleccion de la planta

El nombre de la planta fue identificado con el software PlantNet, donde se
confirmd que eran auténticas hojas de M. indica, una planta arborea, de 15 a 30 m de
altura, de dosel en forma cupular o de paraguas, inflorescencias terminales del tipo
panicula y de hojas simples oblongas. Las hojas de fueron recolectadas en el mes de
junio en el sector Barrio Ajuro, Ciudad Bolivar, municipio Angostura del Orinoco,
Estado Bolivar, Venezuela. Posteriormente, se transportaron al laboratorio a
temperatura ambiente en un recipiente estéril hasta el momento de la preparacién de

los extractos.

Preparacion de la decoccion

Se prepar6 con hojas frescas de la planta, que fueron previamente lavadas con
agua destilada. Utilizando 20 gramos de las hojas y un litro de agua destilada en un
matraz de Elenmeyer sobre una plancha de calentamiento, durante 15 min a 100°C; se

obtuvo después de ese tiempo 980ml de extracto acuoso de las hojas de M. indica.

Preparacién del macerado

Se prepar6 con 15 gr de hojas previamente deshidratadas y trituradas, se
agregaron con 50 ml de etanol al 96% dentro un envase estéril y hermético, forrado
de papel aluminio para evitar la exposicion a la luz solar. Esto se dejo macerar por 72
horas, con agitacion continua, para obtener posteriormente el extracto etanélico de M.
indica. Luego este extracto se separd en tubos de ensayo y se centrifug6 para utilizar

el sobrenadante en la preparacion de las diluciones respectivas.
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Medicién del pH de los extractos

El pH de ambos extractos fue medido con papel tornasol, dando resultado de 7

para el extracto acuoso y 4 para el extracto etanolico.

Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucion madre

Se prepararon diluciones de los siguientes titulos 1/10; 1/20; 1/40; 1/80, para

ambos extractos.

Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad

Se lavaron los discos 3 veces con agua destilada y se llevaron a la autoclave
dentro de una placa de Petri. Para asegurar la inactivacion de esos antibidticos y

correcto secado de los discos se llevd a la estufa a 35°C por 24h.

Impregnacion de los discos de sensibilidad

Se impregnaron 40 discos de sensibilidad con 254 de la solucién madre y de

cada dilucion correspondientemente.

Inoculacion en agar

Se prepar6 un agar Mueller Hinton con 2.10 gramos de agar y 40 ml de agua
destilada, se llevd al autoclave y al salir, y estar en una temperatura de 51C°, se vertio
sobre las placas y se dejo reposar hasta solidificar. Una vez solido se sembro Candida
albicans para realizar posteriormente los antibiogramas con los distintos extractos y

sus respectivas diluciones.
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Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados con extracto etanolico de
Mangifera indica

Se inoculd en 20 placas Muller-Hinton una dilucion de Candida albicans, y se
realizaron los antibiogramas usando 4 discos diferentes impregnados con el extracto
etandlico puro y sus diferentes diluciones, se dejaron durante 24 horas, y al pasar este
tiempo se observé un desarrollo normal de las levaduras, y no inhibicidn-resistencia

en las distintas soluciones de Mangifera indica.

Extracto acuoso de Mangifera indica directo sobre el agar con el asa calibrada

Se inocul6 sobre 20 placa de Mueller Hinton, una dilucion de Candida albicans
y usando un asa calibrada nueva se tom6 10A de cada solucion, partiendo por la
solucion madre y las siguientes diluciones, en el centro de la placa como si se tratara
de discos de sensibilidad, se llevo a la estufa a una temperatura controlada de 35°C

durante 24 horas y pasado el tiempo se observo que no fueron susceptibles.



DISCUSION

El uso de plantas medicinales para tratar y curar enfermedades tiene una larga
historia que se remonta a la antigliedad, y desde entonces, la medicina moderna ha
coexistido con la medicina tradicional durante siglos. Con el tiempo, se han creado
medicamentos cuyos principios activos son extraidos de plantas (Dhama et al., 2014),
lo que la Organizacion Mundial de la Salud ha aprobado y favorecido ampliamente
para tratar y curar enfermedades (2014).

En los dltimos afios, la medicina tradicional ha ganado terreno como una
alternativa a los medicamentos sintéticos producidos por la industria farmacéutica.
Estos medicamentos pueden causar toxicidad, recurrencia o resistencia, lo que ha
llevado a la investigacién de nuevos agentes antifungicos mas potentes y seguros
(Churata-Oroya et al. 2016). Desafortunadamente, las células fngicas y humanas son
bastante similares, comparten muchas rutas metabdlicas y enzimas, lo que dificulta
encontrar objetivos especificos para desarrollar un antifngico seguro (Zacchino,
2001).

Venezuela es uno de los paises mas biodiversos del mundo, y cuenta con gran
cantidad de plantas medicinales que son ampliamente utilizadas por diversas
poblaciones locales y mas aln en la actualidad, que a causa de la crisis
socioecondmica que estd atravesando el pais, se ha visto acentuada por los elevados
costos de los medicamentos y el dificil acceso a los centros de salud (Giraldo et al.,
2009).

El abuso de los antiflngicos ha reducido las opciones para tratar infecciones, ya

gue los hongos han desarrollado resistencia a estos medicamentos. En la actualidad,
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es importante tomar decisiones informadas para enfrentar la emergencia global y

buscar nuevas alternativas para combatir esta crisis (OMS, 2014).

Se llevaron a cabo pruebas con hojas de Mangifera indica de la ciudad para
evaluar su actividad antifungica. Se crearon diferentes métodos para evaluar la
supuesta actividad antifungica de la planta, sin embargo, en estos métodos que fueron
probados y estandarizados no se encontré ninguna sensibilidad antifungica o

actividad inhibitoria contra las cepas de Candida albicans.

Esto difiere de lo encontrado por Anand et al. (2015), y Reyes et al. (2017),
investigaciones en las que evidenciaron un efecto antifingico de Mangifera indica.
En el caso de Anand et al., realizaron también extractos, tanto etandlicos, como
acuosos con las hojas de la planta. Por su parte, Reyes et al., trabajaron Gnicamente
utilizando el extracto etanolico y reportaron efecto antifungico al exponerse al

extracto con una MIC que va desde un 20% a las 24 h hasta un 10% a las 48 h.

Teniendo en cuenta que es complicado controlar la cantidad de principio activo
que se extrae por decoccion y los mecanismos potenciales de estas actividades
farmacoldgicas, ya que no se han explorado completamente (Wu et al., 2019), en esta
investigacion se pretendid reproducir en condiciones controladas y de manera
estandarizada la extraccién etanolica, asi como la decoccion de las hojas, dado que es
la forma popular de preparacion de la planta por las personas en sus hogares, sin
realizar extracciones ni procesos industriales, para evidenciar si la forma popular de

consumo poseia efectos antimicrobianos in vitro.

No se evidencio efecto antimicrobiano, lo que contrasta con la creencia popular
de que tenga efecto antifngico sobre todo para infecciones vaginales y orales, en el

caso de las infecciones orales podria deberse a los efectos sefialado por Shah et al.,
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(2010). Entonces este efecto analgésico podria hacer pensar que la infeccion ha
cedido, pero realmente el efecto fue sobre el sintoma y no sobre la causa.

También se plantea la posibilidad, que en la poblacion se presente el efecto
placebo, siendo la modificacion, muchas veces fisiolégicamente demostrable, que se
produce en el organismo como resultado del estimulo psicol6gico inducido por la
administracion de una sustancia inerte, de un farmaco o de un tratamiento (Lam y
Hernandez, 2014).



CONCLUSION

Después de analizar los resultados de la investigacion, se concluye que el
extracto acuoso y etandlico de las hojas de Mangifera indica no demuestra ninguna
actividad antifangica frente al complejo Candida albicans. A pesar de las propiedades
prometedoras que se le atribuyen a dicha hoja en otros aspectos de la salud, la

obtencidn de estos extractos especificos no presenta efectos antifingicos.
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RECOMENDACIONES

Es importante tener cierta precaucion al hacer uso de plantas medicinales en

grupos vulnerables como nifios y ancianos.

Fomentar la investigacion sobre posibles aplicaciones terapéuticas de

Mangifera indica en condiciones de salud especificas.

Realizar analisis toxicologicos con el fin de identificar los compuestos activos

presentes Mangifera indica.

Tener en cuenta los posibles efectos toxicos de esta planta, ya que es dificil

controlar la concentracion de principios activos obtenidos mediante la decoccion.
Promover la colaboracién entre investigadores, instituciones y comunidades
locales para compartir conocimientos cientificos sobre el uso de plantas medicinales

en aras de maximizar sus beneficios y minimizar riesgos.

Para estudios posteriores, se recomienda probar otras partes de esta planta como

el tallo, raices, fruta, con lo cual refieran mayor actividad que las hojas.
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Anexo 1

Identificacion y recoleccion de la planta

Anexo 2

Preparacién de la decoccion
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Anexo 3

Preparacion del macerado
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Anexo 4

Medicion del pH de los extractos

Anexo 5

Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucion madre

40 1:80
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Anexo 6

toclavado de los discos de sensibilidad

Esterilizacion y au

Anexo 7

Impregnacion de los discos de sensibilidad
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Anexo 8

Inoculacién en agar
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Anexo 9

Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados con extracto etandlico

de Mangifera indica
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Anexo 10

Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados con extracto etandlico

de Mangifera indica
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Anexo 11

Extracto acuoso de Mangifera indica directo sobre el agar con el asa calibrada

oncentrado 1:80
O O
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