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Resumen

Introduccion: Las candidiasis son las infecciones micoticas mas frecuentes, se presenta en forma de una
placa blanquecina en el epitelio de la mucosa oral que se desprende facilmente al tacto, puede llegar a
ocasionar infecciones, el tratamiento de eleccidon son drogas inespecificas que dafian el ergosterol de la
membrana celular de C. albicans, pero también llegan a afectar el colesterol de las células del paciente,
entre otras afecciones. Objetivo: Evaluar la actividad biologica del extracto etanolico de P. laevigata
sobre C. albicans. Materiales y Método: Se obtuvo el extracto etandlico de hojas de P. laevigata, se
evalu¢ in vitro la actividad inhibitoria sobre C. albicans, se disefié adyuvante para instalar la infeccion de
C. albicans y para dosificar el tratamiento en un modelo murino Balb/C. Resultados: En este trabajo se
demuestra que el extracto etandlico de P. laevigata inhibe in vitro y en modelo murino a C. albicans,
ademas presenta moderada actividad citotoéxica. Conclusiones: Los tratamientos fueron encapsulados y
dosificados a modelos murinos, siendo este procedimiento novedoso y poco invasivo para el tratamiento
de la candidiasis. A demas de brindar una alternativa de tratamiento contra la candidiasis.
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Abstract

Introduction: Candidiasis is the most frequent mycotic infections, it appears in the form of a whitish
plaque on the epithelium of the oral mucosa that is easily detached to the touch, it can cause infections,
the treatment of choice is nonspecific drug that damage the ergosterol of the cell membrane of C. albi-
cans, but they also affect the cholesterol of the patient’s cells, among other conditions. Objective: To
Evaluate the biological activity of the ethanolic extract of P. laevigata on C. albicans. Materials and
Method: The ethanolic extract of P. laevigata leaves was obtained, the inhibitory activity on C. albicans
was evaluated in vitro, an adjuvant was designed to install the C. albicans infection and to dose the treat-
ment in a Balb/C murine model. Results: This work shows that the ethanolic extract of P. laevigata inhi-
bits C. albicans in vitro and in a murine model and has moderate cytotoxic activity. Conclusions: Treat-
ments were encapsulated and dosed to murine models, this being a novel and minimally invasive proce-
dure for the treatment of candidiasis. In addition to providing an alternative treatment against candidiasis.
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Introduccion

Candida albicans es un agente comensal,
encontrado en la microbiota normal de la
mucosa oral, asi como también del tracto
gastrointestinal y de la vagina. El balance entre
el huésped y este microorganismo pueden con-
vertirse en una relacion parasitaria, conocida
como candidiasis o candidiosis (Singh, T6th
and Gacser, 2020). Las candidiasis son las
infecciones micoticas mas frecuentes, se
presenta en forma de una placa blanquecina en
el epitelio de la mucosa oral que se desprende
facilmente al tacto, puede llegar a ocasionar
infecciones, el tratamiento de eleccidon son
drogas inespecificas que dafan el ergosterol de
la membrana celular de C. albicans, pero tam-
bién llegan a afectar el colesterol de las células
del paciente, entre otras afecciones, se ha repor-
tado que en la farmacocinética de los anti-
micoticos mas frecuentes para tratar la infec-
cion se utilizan farmacos de la familia de los
azoles y polienicos que dafan el ergosterol de
la membrana celular del hongo, pero tiende a
dafar el colesterol de la membrana celular que
es muy parecido en su estructura con el ergos-
terol (Catalan y Montejo, 2006). El extracto
etanolico de P. laevigata podria ayudar en un
futuro para el tratamiento de la candidiasis.

La patogenicidad de C. albicans esta dada prin-
cipalmente por la caracteristica polimorfica que
tiene, es decir, que puede cambiar la forma
estructural de su célula levaduriforme ovalada a
c¢lulas en forma de elipse las cuales tienen a
evolucionar en formas de pseudohifas (Filler,
2012). A pesar de que ambas formas son
propuestas como patdgenas, se considera que la
forma de pseudohifa es la forma en que C. albi-
cans comienza su fase de invasidn, en donde
penetra el epitelio y establece su crecimiento,
que es propiciado por la liberacion de enzimas
que contribuyen a la invasion y adhesion de C.
albicans; y el tratamiento para infecciones de
mucosas estd dominado por los agentes antifun-
gicos de tipo azoles (drogas utilizadas topica o
sistémicamente), y debido a que estas drogas
presentas multiples efectos secundarios inde-
seables en los pacientes, es recomendable la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas
(Kuvarina, Georgieva y Rogozhin, 2021).
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Como alternativas de busqueda de antimicoti-
cos, la herbolaria es una alternativa viable en
México, debido a la gran diversidad etno-
botanica, por lo cual se seleccion6 a P. laevi-
gata (Humb. et Bonpl. ex Willd) para este
proposito. A la cual se le atribuyen diversas
propiedades medicinales, por ejemplo: de las
hojas se obtiene un balsamo utilizado para
combatir la disenteria e infecciones en los
ojos; y la corteza se utiliza como vomiti-
vo-purgante (Rodriguez, et al., 2014). El obje-
tivo del presente trabajo fue determinar la
actividad antimicotica del extracto etanodlicos
de P. laevigata sobre C. albicans.

Materiales y Métodos

C. albicans: Se obtuvo la cepa de C. albicans
del ATCC® 90029. La activacion se realiz6é en
el medio de cultivo YPD-caldo que se indica
para el crecimiento de la cepa segun las
instrucciones del ATCC. Para realizar la
cinética de crecimiento, se inocularon 75 pL
del cultivo de C. albicans en un tubo con 3 mL
medio liquido YPD, se incubaron a 37°C,
seguido de una medicion de su turbidez cada
hora, cuyos resultados se graficaron para
determinar la curva de crecimiento. La lectura
se realizo en tres eventos independientes por
triplicado.

Material vegetal y tamizaje fitoquimico
parcial: Al material vegetal colectado se le
realiz6 el lavado de las hojas con agua destila-
da posteriormente fue secado a temperatura
ambiente, triturado para luego realizar la
extraccion con etanol al 70%, eliminando el
solvente mediante un rotavapor Biichi y alma-
cenando en un frasco ambar. Al extracto
etanolico de la hoja de P. laevigata se le
realizaron pruebas de identificacion fitoquimi-
ca (Rodés, Penia y Hermosillo, 2015).

Prueba de citotoxicidad: Se utilizé la linea
celular de Rifion de Mono Verde de Africa
/VERO (ATCC® CCL-81), se siguio la técni-
cadel MTT (Mosmann, 1983).




Actividad inhibitoria del extracto etandlico
de P. laevigata sobre C. albicans: Método de
vertido en placa: Se selecciond la concen-
tracion de 2500 pg/ mL de EE-Pl con mayor
actividad biologica sobre C. albicans. En
tubos de 13x150 mm se les afiadié un volumen
de 9mL de solucion salina de NaCl 0.85%
estéril y se agregd 1mL de la mezcla de los
tratamientos y C. albicans, realizando dilu-
ciones seriadas 10-! a 10-'2, enseguida se
agregé 1mL de las diluciones 10-! a 10-2en
placa de Petri por triplicado de cada uno de los
tratamientos. Enseguida se agregaron 15 mL
de agar YPD, se mezclo el contenido y se
incubaron las placas a 37°C por 24 horas.
Finalmente, se determino la actividad biologi-
ca de los tratamientos por el método de
recuento en placa, posteriormente se analiza-
ron los resultados empleando el programa
Microsoft Excel 2018.

Microencapsulaciéon: Se empled la técnica
con alginato de sodio como soporte de inmovi-
lizaciéon (Champagne y Fustier, 2007). Se
prepara la solucién de alginato de sodio, se
esteriliza y posteriormente se mezcla con la
concentracion deseada de: a) C. albicans, b)
extracto etanolico de P. laevigata (EE-PI) o ¢)
Nistatina®.

Bioensayo en modelo murino Balb/c: Se
dosificaron a ratones Balb/c dosis conocidas
de capsulas conteniendo C. albicans por dos
semanas, cada tercer dia. Se determinaron las
UFC/mL en heces de Balb/c. Se dosificaron
los tratamientos encapsulados (EE-Pl y
Nistatina®) por dos meses, se registré el peso
y se determinaron las UFC/mL por gramo de
heces de cada raton en tratamiento (9 indivi-
duos por tratamiento). Se trabajé conforme a
NOM-062 para el manejo de animales.

Resultados

Analisis fitoquimico de los extractos
etanolicos: En el extracto etandlico de

P. laevigata se encontraron insaturaciones,
esteroles y triterpenos, carbohidratos y sesqui-
terpenlactonas.

Determinacion del
inhibicion de C. albicans

porcentaje de

a).-Bioensayo in vitro: En la tabla | se mues-
tran los valores de inhibicidon porcentual que
presento el extracto etanolico de P. laevigata
sobre el cultivo de C. albicans a las dosis de
2500 pg/mL, observando 99.994 y 99.999 %
de inhibicion respectivamente. La droga de
eleccion, la Nistatina a 2 pg/mL inhibié un
84.38%, estos resultados no muestran diferen-
cia significativa entre estos tratamientos, pero
si con respecto a la Nistatina®.

P. laevigata

Figura 1. Comparacion de las UFC/mL de C. albicans obteni-
das en presencia del extracto de P. laevigata [2500 pg/mL]y

de Nistatina® [2 pg/mL].

b).- Bioensayo in vivo: Después de haber
sido establecida la infeccion de C. albicans en
el modelo murino Balb/c, se dosificaron a los
tratamientos por 2 semanas el extracto
etanolico de P. laevigata y Nistatina® encap-
sulados, mezcladas con el alimento, se obtuvo
que los ratones administrados con Nistatina®
fue el que presentd mayor inhibicion de C.
albicans con 99.68 y 72 % de inhibicion
respectivamente (Tabla 1) ’

Tabla 1. Inhibicion (%) de C. albicans por P.
laevigata bajo condiciones in vitro e in vivo

Inhibicion (%)
Extracto etanélico Nistatina
Modalidad de
Bioensayo P. laevigata 2500 pg/ml] [2 pg/ml]
In vitro 99,994 84.38
In vivo 72.00 99.68

Fuente: autoria propia




Discusion

Existen diversos reportes en los cuales evaliian
la actividad antimicrobiana de extractos de
especies de Prosopis sp; en uno de ellos repor-
tan la actividad antibacteriana del extracto he-
xanico y cetonico de P. laevigata sobre Staphy-
lococcus aureus (Salinas, et al., 2009) determi-
nando la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y obteniendo 0.5 y 4 mg/mL respectiva-
mente. En otro estudio evaluaron el extracto
acuoso, metanodlico, cetonico y de éter de
petroleo de Prosopis glandulosa sobre C. albi-
cans aisladas de pacientes con infeccion vagi-
nal reportando susceptibilidad al emplear
discos conteniendo 50 mg del extracto (Lone,
Priya, Menaka, Sivasankari y Lone, 2015). Se
reportd también que, nanoparticulas de
quitosan con extracto cetonico de rama de mez-
quite (P. galndulosa) al 2% presentd6 CMI de
125 mg/mL para Candida parapsilosis y 250
mg/mL para C. albicans (Marszalek, 2019).

En este trabajo, fue evaluada la actividad anti-
micotica del extracto etandlico de P. laevigata
sobre C. albicans, se realizé la determinacion
de las Unidades formadoras de colonia por mL
(UFC/mL) y se obtuvo inhibicion de 99.994%,
se realizo esta prueba debido a que es mas
precisa que la determinacion de sensibilidad
por difusion en disco o Prueba de Bauer-Kirby
(Metin, et al., 2011).

Al emplear microcapsulas conteniendo tanto C.
albicans dosificadas a murinos Balb/C para
instalar la micosis sistémica, asi como para
dosificar los tratamientos antimicoticos, se
observo que esta técnica permite dosificar trata-
mientos sin ser invasivo, y permiten que los
extractos mantengan sus caracteristicas. La
técnica de microencapsulacion es ampliamente
empleada en la industria de los alimentos ya
que esearlidad y proteccion de los compuestos
bioactivos; sin embrago recientemente se ha
empleado para encapsular vitaminas, hierro,
nutracéuticos, y permitir mayor proteccion del
material de interés, encaminado a tener una
mayor biodisponibilidad del producto (Durén,
Villalobos, Churio, Pizarro y Valenzuela,
2017). Esta técnica tiene como beneficio la
proteccién de los extractos hacia el entorno, lo
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cual asegura mayor estabilidad reologica, y es
necesario realizar mas estudios encaminados
para encontrar las condiciones de composicion
de la microcapsula que le permita la liberacion
del contenido en el sitio de interés de accidén
del agente quimico en el modelo murino.

Conclusiones

El extracto etandlico de hoja de P. laevigata
inhibe el crecimiento in vitro e in vivo de C.
albicans.
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