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RESUMEN

Introduccion: La resistencia antifingica es un problema de salud publica en aumento por el uso
indiscriminado de farmacos antifungicos. Objetivo: Evaluar el efecto antifingico del extracto
etandlico de Azadirachta indica al 100% con fluconazol 25 pg sobre Candida albicans ATCC 10231,
in vitro. Materiales y métodos: Se realizd un estudio cuasi experimental, preclinico y analitico.
Se elaboro el extracto etandlico foliar de Azadirachta indica al 100% y extracto etandlico foliar de
Azadirachta indica combinada con fluconazol 25 pg. Se tuvo un grupo control con fluconazol 25 pg
y otros con dimetil sulféxido (DMSO). El efecto antifingico se determind a través de la medicion
del halo inhibitorio (HI) en base a los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Se realizaron 10 repeticiones en cada caso. Se uso la prueba de ANOVA y el andlisis de post hoc
de la minima diferencia significativa, se consideré un p<0,05 como estadisticamente significativo.
Resultados: La media del HI del extracto etandlico de Azadirachta indica fue 13,8 + 1,5 mm, en
combinacién con el fluconazol fue 25,9 + 1,2 mm, y del fluconazol solo de 22,1 + 1,5 mm. La
comparacion de las medias de los HI generados por el extracto etandlico de Azadirachta indica,
fluconazol y la combinacién de ambos tuvo un p<0,01. En la prueba post hoc todos los grupos
fueron diferentes entre si. Conclusidn: El extracto etandlico de Azadirachta indica combinado con el
fluconazol ejerce efecto antiflingico sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, superior al efecto
del fluconazol solo.
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ABSTRACT

Introduction: Antifungal resistance is a growing public health problem due to the
indiscriminate use of antifungal drugs. Objective: To evaluate the antifungal effect of the
ethanolic extract of Azadirachta indica at 100% with fluconazole 25 ug on Candida albicans
ATCC 10231, in vitro.Methodology: A quasi-experimental, preclinical and analytical study
was carried out. The 100% ethanolic leaf extract of Azadirachta indica and the ethanolic
leaf extract of Azadirachta indica combined with 25 pg fluconazole were prepared. There
was a control group with fluconazole 25 pg and others with dimethyl sulfoxide (DMSO). The
antifungal effect was determined by measuring the inhibitory halo (HI) based on the criteria
of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 10 repetitions were performed in
each case. The ANOVA test and post hoc analysis of the least significant difference were
used, p<0.05 was considered as statistically significant. Results: The mean HI of the ethanolic
extract of Azadirachta indica was 13.8 + 1.5 mm, in combination with fluconazole it was 25.9
+ 1.2 mm, and of fluconazole alone 22.1 + 1.5 mm. . The comparison of the means of the Hl
generated by the ethanolic extract of Azadirachta indica, fluconazole and the combination of
both had a p<0.01. In the post hoc test, all groups were different from each other. Conclusion:
The ethanolic extract of Azadirachta indica combined with fluconazole exerts an antifungal
effect on strains of Candida albicans ATCC 10231, superior to the effect of fluconazole alone.
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INTRODUCCION

Enla Ultima década haincrementado laincidencia de infecciones
por hongos, la resistencia a los farmacos antifingicos vy la
mortalidad de estas infecciones llegando hasta un 90%™. Las
especies de Candida son las causas de mayor morbimortalidad
y pueden variar desde infecciones locales a sistémicas de
acuerdo a la localizacion y via de diseminacién. Se calcula que
anualmente a nivel mundial la candidiasis invasiva afecta a cerca
250 mil personas, con una incidencia de 2 a 14 casos por cada
100 000 habitantes . En pacientes hospitalizados, més del 5%
pueden desarrollar una infeccién intrahospitalaria y, de estos,
el 5% podria estar causada por Candida spp. ©. En el Peru, se
estimé 581 174 casos de infecciones fungicas en pacientes
inmunosuprimidos, de los cuales 1557 fueron causados por
especies de Candida, con una incidencia en Lima de 1,18 a 2,6
casos por cada 1000 hospitalizaciones®.

Eluso indiscriminado de los triazoles ha creado resistencia
al fluconazol, un fungistatico que actta inhibiendo el
citocromo P450 de la enzima 14a-demetilasa, parte de
la via de la sintesis del ergosterol . Se ha reportado
resistencia de Candida albicans al fluconazol entre 1 al
6%, segun un estudio publicado en el 2016"). Ante esta
problematica, la medicina tradicional puede jugar un
rol importante; asi pues, segin la OMS un 80% de la
poblacidon mundial acude a la medicina tradicional. Una de
las plantas que se ha usado en la medicina ayurvédica por
mas de 4000 afios debido a sus propiedades medicinales
es la Azadirachta indica o mejor conocida como neem o
flor de la India®”.

La Azadirachta indica, perteneciente a la familia Meliaceae,
es un arbol de crecimiento rédpido encontrado en la India y
en paises tropicales del continente africano y americano. La
Azadirachta indica contiene varios componentes como la
nimbina, nimbidina, nimbolida y limonoides que participan
en el manejo de enfermedades a través de la modulacién
de vias genéticas . El nimolol actla desnaturalizando
proteinas y reacciona con los fosfolipidos de la membrana
celular de las células fungicas®. Ademds, la quercetina y el
B-sitosterol fueron los primeros flavonoides polifendlicos
purificados a partir de las hojas frescas de neemy se conoce
que poseen actividad antifiingica y antimicrobiana”.

Diversos estudios han sido realizados en relacion al
efecto antifungico de la Azadirachta indica. Imran H, et al.
demostraron el efecto antifingico del extracto etandlico
foliar de neem sobre cepas de Candida albicans, con un

Rev Peru Med Integrativa. 2022; 7(2):71-76.

efecto inhibitorio a una concentracion de 20 mg/mL®. Faleh
I, et al. concluyeron que el extracto etandlico foliar de neem
al 25% ejercio el mayor efecto antifungico sobre las cepas C.
albicans ™. Asimismo, respecto a la actividad antimicdtica del
extracto etandlico foliar de neem, se ha encontrado que su
efecto fungistatico es parcial a las 24 horas, su concentracién
inhibitoria minima es 30% y su efecto fungicida se alcanza
con una concentracion de 35%Y.

Por ende, ante la presencia de resistencia a los farmacos
antifungicos vy la toxicidad de los mismos durante terapias
prolongadas, es necesario buscar nuevas opciones
terapéuticas, especialmente en la fitoterapia. Por lo tanto,
el objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto
sinérgico antifungico del extracto etandlico foliar de
Azadirachta indica comparado con fluconazol sobre cepas
de Candida albicans en un estudio in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y area de estudio
Estudio cuasi experimental, analitico, prospectivo.
Realizado en la ciudad de Trujillo, al norte del Peru.

Poblacién y muestra

La poblacidn de este estudio estuvo conformada por cepas
ATCC 10231 de la especie Candida albicans cultivados.
Se incluyeron especimenes de Candida albicans ATCC
10231 puros que fueron cultivados en agar Sabouraud
por 48 horas a 35-37 °C de temperatura. Se excluyeron
especimenes contaminados. Para determinar el tamafio
muestral de 4 placas Petri, se utilizd un muestreo no
probabilistico. Se utilizaron 10 repeticiones por cada
grupo de estudio, teniendo un total de 40 repeticiones.

Variables e instrumentos

La variable independiente fue el tratamiento antifungico,
clasificado en los siguientes grupos: extracto etandlico foliar
de Azadirachta indica al 100%, extracto etandlico foliar de
Azadirachta indica al 100% combinado con fluconazol 25
W, el grupo control con fluconazol 25 pg, y el grupo control
con Dimetil sulféxido (DMSO). La variable dependiente fue el
efecto antifungico inhibitorio sobre Candida albicans. Esta fue
medida con el halo de inhibicion (HI), siguiendo los criterios
del Estandar M44-A2 del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI): con efecto antifungico cuando la zona de
inhibicion > 19 mm y sin efecto antifingico cuando la zona de
inhibicion < 19 mm(2,

Procedimientos

Procesamiento de la muestra vegetal
Se recolectaron hojas de neem (Azadirachta indica) en el
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mercado local de Trujillo, Pert. La identificacion taxondmica
de Azadirachta indica fue realizada por un bidlogo boténico,
quien evalud el control de calidad en el Herbarium Truxillense
de la Universidad Nacional de Trujillo. Se transportd la
planta recolectada al laboratorio de Ciencias médicas de
la Universidad César Vallejo (UCV), donde se procedié a
eliminar las sustancias extrafias. Se lavo la planta con agua
destilada, luego se procedid a desinfectarla utilizando
hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,5%. Luego, se enjuagd la
planta con agua destilada con el fin de retirar los residuos de
NaClO. Luego del lavado de las hojas, se procedio a colocar
500 g de hojas sobre papel Kraft, y se procedié a su secado a
40 °C. Se pulverizaron las hojas secas con un mortero y este
material pulverizado depurado y homogéneo se guardd en
un frasco de vidrio dmbar.

Preparacion del extracto etandlico foliar de neem

Se pesod 50 g del material pulverizado y se almacend en un
contenedor de vidrio de 1000 mL, el cual se protegié de
la luz recubriéndolo con papel aluminio. Posteriormente,
se afladio etanol puro y se macero en agitacion constante
por 7 dias, obteniéndose asi, extracto etandlico foliar
de Azadirachta indica. Una vez terminado el proceso de
maceracion, se filtrd tres veces el preparado.

Para el primer filtrado se utilizd papel filtro Whatman N° 41,
para el segundo y tercer filtrado se uso papel filtro Whatman
N° 2y N° 1, respectivamente. Una vez filtrado el extracto, se
dejo secar en Rotavapor para luego ser pesado y almacenado
en papel aluminio. De esta forma, el extracto se encontro listo
para ser utilizado. Para preparar la concentracion del extracto
etandlico foliar de neem al 100%, se le realizaron diluciones
en etanol hasta obtener una concentracion del 100%. Dicha
dilucién fue almacenada en un frasco herméticamente
tapado y permanecio refrigerada hasta su uso.

Preparacion de las cepas

Se adquirié las cepas ATCC 10231 de Candida albicans del
laboratorio Genlab. Se suspendieron las cepas en NaCl al
0,85% y se procedid a ajustar la turbidez del equivalente
al tubo 0,5 de la escala de McFarland para C. albicans por
cadmara cuenta células, hasta lograr la cantidad de indculo
deseada (1x10°8 Y*¥mU- Se corroboré a través de la sumatoria
de diluciones en las cajas Petri. El medio agar Sabouraud pasé
por un proceso de reconstitucion, esterilizacion y enfriado, y
se mantuvo a 45°C.

Posteriormente, se procedid a inocular 1 mL de suspension
del indculo (1 x 10° UFC/mL) por cada 100 mL de medio
de cultivo, luego se homogenizd y distribuyd en las cajas
esterilizadas de noventa milimetros de diametro, arazén de 20
mililitros por placa Petri. Se dejo reposar hasta solidificarse y
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se procedié a rotular las placas con el microorganismo usado.
Por ultimo, en cada una de las placas se acondicionaron dos
o tres pozos equidistantes de 11 milimetros de didmetro™?),

Prueba de susceptibilidad

Se afladid 100 pL del respectivo extracto (1 mg/mL)
de las distintas muestras en cada pozo, se dejaron en
reposo por una hora a temperatura ambiente y luego
se procedid a incubar a 37 2C por un dia las cepas de
C. albicans. En esta prueba se usaron como controles
positivos, cepas expuestas a fluconazol (0,2 mg/mL)
y como control negativo a cepas disueltas en Dimetil
sulféxido (DMSO), respectivamente. Al disco de fluconazol
se adiciond con la micropipeta el extracto etandlico de
la planta. Posteriormente, se procedié a medir los halos
inhibitorios, se recopilaron los resultados obtenidos y se
considerd que tiene un efecto antifingico significativo
a una zona de inhibicion mayor o igual a 19 milimetros.
Para los procedimientos con Candida albicans se siguio el
protocolo del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 12,

Analisis estadistico

La informacion recolectada fue ingresada en la base de
datos del programa estadistico SPSS version 25. Para el
andlisis de los datos obtenidos se aplicaron las estadisticas
descriptivas: medias y desviacién estandar en los casos
correspondientes. Con el propdsito de comparar el
efecto de cada tratamiento antifungico considerando el
halo inhibitorio se utiliz6 el ANOVA. Ademas, se realizd
la prueba post hoc de la minima diferencia significativa
con el propdsito de establecer cuadl de ellos tiene mayor
efecto™,

Aspectos éticos

Para realizar este proyecto se aplicaron las normas de
bioseguridad de laboratorio establecidas por el Ministerio
de Salud. Ademas, se contd con la aprobacion del proyecto
por parte del Comité de Investigacion de la Facultad De
Ciencias Médicas de la Universidad César Vallejo™). Es
importante resaltar que en este estudio se respetaron
los principios de ética estipulados en el cddigo de ética
del Colegio Médico del Peru especialmente el Capitulo 6
articulo 48 y se respetd la biodiversidad de la Azadirachta
indica™®7),

RESULTADOS

En la Tabla 1, se evidencia que el extracto etandlico de
Azadirachta indica no ejerce efecto antifungico sobre
Candida albicans al tener un halo inhibitorio de 13,8 + 1,5
mm; en cambio la combinacién con fluconazol si tiene
efecto antifingico 25,9 + 1,2 mm, en comparacion con el
fluconazol cuyo resultado fue 22,1+ 1,4 mm.

Rev Peru Med Integrativa. 2022; 7(2):71-76.

73



74

Efecto antifungico del extracto etandlico foliar de Azadirachta indica con el fluconazol sobre

Candida albicans

Loyola Gil M et al.

Tabla 1. Datos descriptivos del efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de Azaradichta indica, solo y con fluconazol sobre Candida albicans

ATCC 10231

Grupo de tratamiento

Numero de repeticiones

Media del HI (mm) Desviacién estandar del HI

Extracto etandlico 10 13,80 (12,74-14,86) 1,476
de A. indica al 100%

Extracto etandlico 10 25,90 (25,30-26,92) 1,197
de A. indica al 100% + fluconazol 25ug

Fluconazol 25ug 10 22,10 (21,06-23,14) 1,449
Dimetil sulfoxido 10 0,00 0,000

* HI: halo inhibitorio

La pruebadelanalisis de varianza (ANOVA) de las medias de
los halos de inhibicién generados por el extracto etandlico
de Azadirachta indica, fluconazol y la combinacién de
ambos resulté con un p menor a 0,01. En la Tabla 2, al
aplicar la prueba post hoc, se puede evidenciar que los
resultados son diferentes entre si.

DISCUSION

Nuestro estudio encontrd que el extracto etandlico del
Azadirachta indica fue inferior al extracto de Azadirachta
indica con fluconazol sobre Candida albicans, En cuanto al
efecto del fluconazol solo, este tuvo un halo inhibitorio menor
al halo del extracto etandlico de fluconazol con Azadirachta
indica. Ademas, se constatd que el extracto etandlico de
Azadirachta indica también posee efecto antifungico cuando
se expuso a las cepas de Candida albicans, obteniéndose halos
inhibitorios con valores mayores al rango de referencia para
sensibilidad de este hongo*?.

Hemos hallado un efecto antifungico con la combinacién de
A. indlica y fluconazol, mayor que la de fluconazol solamente,
lo cual nos podria sugerir un efecto sinérgico entre estos
tratamientos. Este valor fue superior al encontrado por Saini
et al., cuyo estudio también evaluo el efecto antifingico de la
combinacion del extracto hexano foliar de Azadirachta indica
al 60% y una preparacion de gel de fluconazol, el resultado
que obtuvieron fue de 16 mm©®. La diferencia entre los halos
obtenidos podria deberse al uso de un solvente diferente y
a la concentracién menor que fue empleada. Sin embargo,
pese a tener un valor inferior al del presente estudio, el halo
inhibitorio de la combinacién fue mayor al de la Azadirachta
indica sola, que fue de 14 mm.

Nuestros resultados de la inhibicion de neem con
fluconazol también fueron superiores a los resultados de las
investigaciones de Ayed S. et al'?y de Das L. et al. ), quiénes
hallaron un valor medio de 12 mm. Sin embargo, dichos
estudios utilizaron concentraciones de extracto etandlico
de Azadirachta indica al 25% y 30%, respectivamente, que
fueron comparadas con concentraciones menores, por lo
que la diferencia en resultados podria deberse a la menor
concentracién que utilizaron. Asimismo, la media del halo

Tabla 2. Comparacion post hoc de la minima diferencia significativa de los efectos antiflingicos entre cada grupo de estudio.

Grupos de tratamiento Diferencia de medias  Desviacion estandar Valor de p
Extracto etandlico
de A. indica al 100% + -12,1 0,534 <0,001
Extracto etandlico de fluconazol 25ug
o N
A- indica al 100% Fluconazol 25ug -8,3 0,534 0,000
Dimetil sulféxido -13,8 0,534 0,000
Extracto etandlico Fluconazol 25ug 3,8 0,534 0,000
de A. indica al 100% + fluconazol 25ug Dimetil sulféxido 25,9 0,534 0,000
Extracto etandlico
de A. indica al 100% + 3,8 0,534 0,000
Fluconazol 25ug fluconazol 25pg
Dimetil sulfoxido 22,1 0,534 0,000
Extracto etandlico
de A. indica al 100% + -25,9 0,534 0,000
Dimetil sulféxido fluconazol 25ug
Fluconazol 25ug -22,1 0,534 0,000

Rev Peru Med Integrativa. 2022; 7(2):71-76.



Efecto antifungico del extracto etandlico foliar de Azadirachta indica con el fluconazol sobre

Candida albicans

de inhibicion 7,1 mm hallado por Bohora A, et al.??, también
es inferior al obtenido por el presente estudio, esto puede
deberse al haberse utilizado una concentracion del 25%.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos
con los estudios de Imran H. et al.®'y Arul P. et al.®Y, se
demuestra que fueron inferiores a los valores, puesto que
sus investigaciones obtuvieron halos inhibitorios de 29,8
mm y 33 mm, respectivamente. Es importante resaltar que
dichos estudios utilizaron concentraciones de 20% y 50%,
respectivamente, lo cual resulta relevante porque a pesar que
usaron concentraciones menores a las de nuestro estudio,
obtuvieron resultados mayores.

También es importante tomar en cuenta el tipo de extracto
utilizado. Los estudios de Swapna R. et al.??, Bansal * y Arul
P. et all®, emplearon extractos acuosos de Azadirachta
indica al 50% y obtuvieron los siguientes halos inhibitorios:
3 mm, 5,8 mmy 29,8 mm, respectivamente. Mientras tanto,
autores como Falana M y Nurudeen Q. ®¥, y Akpuaka A. et
al® utilizaron extractos hexanicos de Azadirachta indica
al 100% vy obtuvieron zonas inhibitorias de 9 mm y 28 mm,
respectivamente. Los resultados de Akpuaka fueron mayores
a nuestro estudio, probablemente debido al solvente
utilizado, ya que emplearon n-hexano y su tiempo de
maceracion fue prolongado.

Por otro lado, la parte de la planta empleada para hacer el
extracto puede influir en el resultado. El presente estudio
empled las hojas para realizar el extracto, en cambio en el
estudio de Autadel®®, se utilizé la corteza de la Azadirachta
indicay acetona como solvente y obtuvo como haloinhibitorio
13 mm, siendo inferior al presente estudio. Este valor podria
deberse a la parte que se utilizd para preparar el extracto asi
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