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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar in vitro la actividad antifungica del extracto
metandlico de las semillas, cascara y pulpa de Morinda citrifolia (Noni) sobre cepas de
Candida albicans. La muestra fue de 40 pocillos con los extractos y los controles a evaluar,
usando clorhexidina al 0.12% como control positivo y agua destilada como control negativo,
durante el tiempo de 24 horas. Este estudio fue experimental in vitro y transversal. La
actividad fungistatica de los extractos fue evaluada por medio de la técnica de difusion en
agar (perforacion en agar), la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima fungicida (CMF) del extracto se determino por el método de dilucion y sembrado en
placa. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de ANOVA vy post hoc de Tukey
considerando un nivel de significancia p<0.05. Los resultados del estudio muestran que el
extracto metanolico de las semillas mostrd6 mayor actividad fungistatica frente a Candida
albicans, seguido del extracto de la pulpa y por ultimo de la céscara, observandose halos de
inhibicion de 15.94 mm, 11.94 mm y 11.56 mm respectivamente, encontrando diferencias
significativas entre los extractos. Siendo la CMI del extracto metandlico de semillas de
1366,25 mg/ml y la CMF de 2672.50 mg/ml. Concluimos que el extracto metanolico de las
semillas, cascara y pulpa de Morinda citrifolia presentd efecto fungistatico y fungicida frente
a Candida albicans, siendo el de mayor actividad antifingica el extracto de las semillas, lo
que permite recomendar el desarrollo de formulaciones farmacologicas efectivas para el
control de la candidiasis.

Palabras claves: Candida albicans, Candidiasis oral, Morinda.



Abstract

The objective of the study was to evaluate the antifungal activity in vitro, of the
methanolic extract of the seed, peel and pulp of Morinda citrifolia on strains of Candida
albicans (ATCC® 10231), in a sample of 40 wells with the extracts to be evaluated, using
0.12% chlorhexidine as positive control and distilled water as negative control, for 24 hours.
This study was experimental in vitro and cross-sectional. The fungistatic activity of the
extracts was determined by means of the agar diffusion technique (perforation in agar), the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration (CMF)
of the extract were determined by the dilution method and sowing in license plate. Statistical
analysis was performed using the ANOVA and Tukey's post hoc test considering a level of
significance p <0.05. The results of the study show that the methanolic extract of the seeds
showed greater fungistatic activity against Candida albicans, followed by the extract of the
pulp and finally of the peel, observing inhibition halos of 15.94 mm, 11.94 mm and 11.56
mm respectively, finding significant differences between the extracts. Being the MIC of the
methanolic extract of seeds of 1366.25 mg/ml and the CMF of 2672.50 mg/ml. We conclude
that the methanolic extract of the seed, peel and pulp of Morinda citrifolia presented a
fungistatic and fungicidal effect against Candida albicans, the seed extract being the one with
the highest antifungal activity, which allows us to recommend the development of effective
pharmacological formulations for the control of the yeast infection

Keywords: Candida albicans, Oral candidiasis, Morinda.



I. Introduccion

El hongo Candida Albicans es un microorganismo comensal que reside en diferentes
partes del organismo del ser humano sano, sin embargo, en aquellos individuos cuyo sistema
inmune se ve desequilibrado, se convierte en el agente etioldgico responsable de la
candidiasis oral, la infeccion micoética oportunista mas comun en la cavidad bucal. Segun el
MINSA, la candidiasis oral afectaria entre el 40 a 70% de los nifios y adultos sanos,
observandose una mayor tasa en nifios con mayor incidencia de caries y en adultos portadores

de prétesis dentales.

Diversos factores estan asociados a su desarrollo patogénico; desde factores locales
como el uso de aparatos dentales protésicos, xerostomia, traumas, entre otros; asi como
factores sistémicos, como la edad (mayor en ancianos), hébitos de consumo de tabaco, la
administraciéon de antibidticos, el uso de inmunosupresores, antineoplasicos, ciertas
enfermedades como la diabetes mellitus, y esta intimamente relacionada con el virus de la
inmunodeficiencia humana adquirida (VIH), teniendo gran relevancia en esta Ultima, ya que
en estos pacientes podria llevar a una diseminacion multiorganica debido al compromiso del

sistema inmune.

Actualmente, gracias a la diversidad que existe en nuestro pais, contamos con una gran
rigueza en flora y fauna, donde las propiedades de las plantas medicinales y la gran
repercusion benéfica que han tenido en la poblacion siempre han despertado el interés de la
ciencia, quien se ha apoyado en la boténica para la produccion de medicamentos
farmacéuticos y que incluso aun la sigue sometiendo a procesos experimentales para mejorar
sus efectos o crear nuevos antidotos.

El noni, especie botanica de origen asiatico, cultivado en nuestro pais, ha demostrado

en diversos estudios tener propiedades antitumorales, anticancerigenas antiinflamatorias y



antimicrobianas, seguramente atribuidas a sus diversos componentes, tales como, los

iridoides, las antraquinonas como el damnacanthal, los &cidos y los alcaloides que posee.

En el Pert es muy consumido por un gran porcentaje de la poblacion, quienes a pesar
del caracteristico aroma y sabor que posee, lo consumen deseando recuperar la salud y
atribuyéndole el éxito de haber superado sus enfermedades. Morinda citrifolia es
comercializado en distintas presentaciones, encontrdndose cominmente como jugo de noni,
aunqgue cada vez es mas comercializado de manera industrial por algunas casas bionaturistas
quienes le podrian afiadir otros componentes mas para permitir su conservacion a lo largo del

tiempo.

Para el desarrollo de esta investigacion, se realizd una blsgqueda minuciosa y se
seleccionduna serie de articulos actualizados, que sirvieron de base para los procedimientos

realizados con el fin de lograr resultados 6ptimos y alcanzar los objetivos planteados.

La presente investigacion fue de tipo experimental in vitro, analitico, prospectivo y
transversal, con cuyo disefio se pudo responder a la interrogante que motivo al estudio.
1.1 Descripciony Formulacion del Problema

La salud bucal es definida por la OMS como «un estado libre de dolor, céancer,
infecciones, periodontopatias, caries dental, pérdida de dientes y otras enfermedades que
limiten la capacidad de una persona para masticar, sonreir y hablar, asi como su bienestar
psicosocial”. Segin un trabajo de investigacion en el 2016 sobre la carga mundial de
morbilidad, las patologias bucodentales afectan a 3580 millones de personas,
aproximadamente la mitad de la poblacion mundial (Organizacién Mundial de la Salud
[OMS], 2020; Cayo et al., 2021). Entre las enfermedades mas comunes que afectan a la
cavidad oral de los humanos esta la candidiasis, una enfermedad fangica multifacética que

incluye infecciones de la mucosa y la piel, causadas por levaduras del género Candida.



(Bhattacharya, 2020).

Los datos del Fondo de Accion Mundial para las Infecciones Flngicas indican como
pronostico alrededor de 300,000 casos de candidemia por afio en todo el mundo. Siendo la
candidiasis oral, una infeccion comun adicional de Candida en la mucosa, la que afecta a méas
de 9 millones de personas en todo el mundo (Global Action Fund for Fungal Infections
[GAFFI], 2019). La Candida albicans habita de manera natural en la cavidad bucal y hasta el
80% de la poblacion general son portadores asintomaticos de esta levadura (Vila et al., 2020),
ya que existe un equilibrio entre los mecanismos de defensa del individuo y el potencial
invasivo por parte de las levaduras. Sin embargo, se ha reportado que existen factores que
pueden provocar el desequilibrio ecoldgico del medio oral, causando la transicion del hongo
de comensal a patdgeno, dentro de estos factores locales se consideran la reduccion del flujo
salival, uso de dentaduras postizas, inhaladores de corticosteroides y trauma local con
pérdida de la integridad tisular; mientras que los factores sistémicos incluyen la disminucién
de los mecanismos de defensa del hospedero, disminucion de las inmunoglobulinas,
inmunidad disminuida secundaria a la edad, debilidad general, estados de malnutricion, dietas
alta en carbohidratos, déficit de hierro, &cido folico o vitamina B12, desérdenes endocrinos
como hipotiroidismo, enfermedad de Addison y diabetes mellitus, infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), alteraciones de la sangre tales como leucemia aguda y
agranulocitosis, antibioticoterapia prolongada, quimioterapia y radioterapia (Baumgardner,
2019; Serrano, 2020; Suryana, 2020).

Actualmente ha aumentado el uso clinico de agentes antimicoticos, provocando
farmaco resistencia a los antimicoticos, por ello, aunque los hongos pueden ser
intrinsecamente resistentes a estos medicamentos (resistencia primaria), también pueden
desarrollar resistencia en respuesta a la exposicion al farmaco durante el tratamiento

(resistencia secundaria), debido a su uso indiscriminado o automedicacion (Revie, 2018). A



razon de esto, la poblacion se ve en la necesidad de buscar otras alternativas para tratar las
infeccionescausadas por hongos, como la fitoterapia (Carrizo, 2020).

Los medicamentos de origen vegetal tienen un enorme potencial terapéutico y estos
efectos se deben en su mayoria a sus metabolitos secundarios como alcaloides, esteroides,
taninos y compuestos fenolicos, flavonoides, resinas, acidos grasos, entre otros (Wang, 2021;
Paucar, 2021). Dentro de estos productos naturales se cuenta con la Morinda citrifolia,
también conocida como Noni, siendo muy usada en la medicina alternativa y complementaria
de Latinoamérica, ya que sus partes, como las raices, hojas frutos y semillas son utilizadas
para el control de enfermedades (Paula, 2016; Napoles, 2016; Sousa, 2017, Barbosa, 2017;
Torres, 2018).

Algunos reportes han identificado dentro de sus propiedades, que actia como
inmunoestimulante, antitumoral, antidiabético, antibacteriano y antifngico, antiviral,
antiinflamatorio, y analgésico, asi como dentro del campo odontolégico ha demostrado ser
importante en la regeneracion de tejido periodontal (Torres, 2017; Castillo, 2014; West,
2012).

Algunos estudios atribuyen sus propiedades antimicrobianas de la Morinda citrifolia a
los flavonoides, cumarinas, quinonas e iridoides (Castillo, 2014; West, 2012). Ruiz et al.
(2010), realizaron un estudio para hacer la identificacion preliminar de los extractos acuosos y
etanolicos del fruto y hojas de Morinda citrifolia identificando que el extracto del fruto tenia
un porcentaje de 0.032% de flavonoides totales, mientras que el extracto de las hojas tenia un
porcentaje de 0.191%; siendo evidente que estos compuestos se encontraban en diferentes
proporciones en las distintas partes de la planta. Deng et al. (2010), encontraron que los
iridoides estaban presentes en diversas partes de la planta, siendo la fuente principal el fruto
y, ademas habia una gran variacion del contenido de iridoides segun la zona geografica donde

se desarrollaba el fruto, lo que podria significar que la Morinda citrifolia presente variacion



de la composicion quimica dependiendo del lugar donde se cultiva, constituyendo un factor

relevante a considerar al evaluar su accion antifangica.

Diversos estudios han reportado una buena actividad antifangica del extracto del fruto
de Morinda citrifolia a diversas concentraciones frente a Candida albicans. Encontrandose
gue a una mayor concentracion del extracto existe una mayor actividad antifingica (West,
2012; Barani, 2014; Jainkittivong, 2009). Mientras que otros estudios (Castillo, 2014;
Jayaraman, 2008), reportaron resultados discrepantes en cuanto a la actividad antimicotica del
extracto de Morinda citrifolia frente a Candida albicans. La mayor parte de las
investigaciones que evallan la accién antifangica de Morinda citrifolia se han llevado a cabo
en Asia (Barani, 2014; Jainkittivong, 2009; Kumar, 2010); mientras que, en el Per( ain no se
han realizado estudios sélidos que evallen su accion antifungica frente a Candida albicans,

considerando su concentracion minima inhibitoria y fungicida.

En este trabajo se utilizo extracto metandlico de Morinda citrifolia “Noni” a diversas
concentraciones, en cepas de Candida albicans ATCC 10231 y se evalué su efecto
antifangico comparando las diferentes concentraciones con el control positivo (clorhexidina

0,12%).

Sabiendo de la abundancia de los recursos naturales del Perd, y conociendo las
propiedades que tiene Morinda citrifolia para que pueda ser usado como alternativa a la
medicina convencional para combatir la candidiasis orofaringea, y resaltando el hecho de que
no hay estudios previos realizados que evalten la actividad antifingica de Morinda citrifolia
contra Candida albicans en la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Federico

Villarreal; es que surge la siguiente interrogante:

¢Cual es la actividad antifingica del extracto metanolico de Morinda citrifolia (Noni)

frente a Candida albicans?



1.2 Antecedentes

Avyala et al. (2018). Realizaron un estudio en Lima-Perl con el objetivo de determinar
la actividad antifingica del extracto acuoso de Morinda citrifolia en cultivos de Candida
albicans y Saccharomyces cerevisiae. El estudio fue de tipo analitico, experimental,
prospectivo y longitudinal. EI analisis de la actividad antifangica fue por difusion en agar, en
donde se evalud el extracto acuoso de noni al 100%, 75%, 50%; como controles positivos se
utilizaron fluconazol 150mg y clotrimazol 1%, mientras que como control negativo se uso
suero fisioldgico. Se empled la prueba T de Student y como resultado se obtuvo que el
extracto acuoso de Morinda citrifolia al 50% tuvo un grado de eficacia en la inhibicion del
crecimiento de Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae de 6.72 + 0.37mm a las 24
horas y de 5.83 + 0.51mm a las 48 horas. Al 75% de 15.80 = 0.73mm y 15.98 + 0.70mm a las
24 y 48 horas respectivamente; y al 100% de 10.81 + 0.79mm y 8.24 £ 0.75mm a las 24 y 48
horas respectivamente. Concluyendo que el extracto acuoso de Morinda citrifolia al 100 %
demostré mayor sensibilidad que la concentracién de 50%. Sin embargo, la concentracién al
75 % demostr6 un rango superior de sensibilidad frente a las muestras de Candida albicans y
Saccharomyces cerevisiae a las 24 y 48 horas.

Herrera (2017). Realiz6 un estudio en Quito-Ecuador, cuyo objetivo fue evaluar y
comparar la efectividad antimicrobiana de los extractos hidroalcoholicos de jengibre y noni al
0.62% y 2.5% sobre cepas de S. mutans y C. albicans. El estudio fue de tipo experimental in
vitro. Se aplicé el método de difusion en disco (Kirby - Bauer), y se usé Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% como control positivo. Se usaron un total de 12 placas Petri para el S.
mutans y 12 para la C. albicans y se aplico la prueba paramétrica T Student. Los resultados
indicaron que los extractos del noni tuvieron mayor efectividad sobre cepas de Candida
albicans dando un halo de inhibicion de 11mm (0.62%) y 15 mm (2.5%). Mientras, frente a

cepas de Streptococcus mutans dieron halos de 10mm (0.62%) y 10.21mm (2.5%). Los



extractos del jengibre frente a Candida albicans presentaron halos de inhibicién muy bajos
0.67mm (0.62%) y 1.83 mm (2.5%); a diferencia con el Streptococcus mutans que presentd
halos de inhibicion de 5.86 mm (0.62%) y 11.64 mm (2.5%). Concluyendo que el Noni
presenta un efecto antimicrobiano mayor en relacion con el extracto de jengibre en cepas de
Streptococcus mutans y Candida albicans.

Barani et al. (2014). Pusieron a cabo un estudio en la India que tuvo por objetivo
investigar la actividad antifingica del extracto de Morinda citrifolia sobre Candida albicans.
El estudio fue experimental in vitro. El efecto inhibidor del extracto se determiné mediante
cultivo en agar y ensayo de dilucion en caldo, se evaluaron diferentes concentraciones del
extracto (1000 pg, 500 pg, 250 pg y 100 pg) y se utilizdé dimetilsulfoxido como control
negativo y anfotericina B (10 ug / disco) como control positivo. Se realizé una prueba t
independiente y los resultados mostraron que el extracto de M. citrifolia a una concentracion
de 1000 pg / ml inhibi6é eficazmente el crecimiento de C. albicans (16,6 + 0,3) en
comparacion con el control positivo anfotericina B (20,6 + 0,6), seguida de una concentracion
de 500 pg / ml (13,6 = 0,3), 250 pg / ml (8,6 = 0,3) y 100 pg / ml (8,3 £ 0,3). Observandose
que el patron de inhibicién aumentaba a medida que la concentracién del extracto también.
Concluyendo que el extracto de Morinda citrifolia tuvo un efecto antifungico sobre Candida
albicans y el efecto inhibidor vario de acuerdo a la concentracion.

Castillo et al. (2014). Realizaron un estudio en La Habana-Cuba, con el objetivo de
evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de hojas y semillas de M.
citrifolia L preparados con diversos solventes, e identificar mediante cromatografia de capa
fina los principales metabolitos secundarios responsables de la actividad antimicrobiana frente
a cepas de E. coli (ATCC 113-3), S. aureus (ATCC29737) y 3 cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Candida sp. por el método de Kirby- Bauer. Las muestras fueron

secadas, a partir de la droga cruda que se obtuvo se prepararon tinturas al 20 %. La extraccion



se realizd6 mediante maceracion. Los extractos secos se obtuvieron a partir de las tinturas,
concentrando 200 mL con ayuda de un rotavapor. Para separar los compuestos organicos se
realizd la extraccion con hexano, cloroformo y acetato de etilo mediante una extraccion
sucesiva. Para la prueba se resuspendieron los extractos secos, obteniendo una concentracion
final de 100 mg/mL. Se cargaron los discos con las soluciones obtenidas y se efectud la
lectura a las 24 y 48 h de incubacion para las bacterias y el hongo respectivamente. Los
resultados indicaron que el extracto seco de las hojas mostré el mayor halo de inhibicidn
frente a las cepas de E. coli salvaje y ATCC, siendo de 9 a 10 mm. Frente a Candida sp la
tintura de las semillas mostro un halo de inhibicion de 13 mm y el extracto seco, de 12 mm. El
extracto de hojas que uso como solvente el hexano mostro un halo de inhibicién de 9 mm
frente a la cepa de E. coli salvaje, mientras que con E. coli (ATCC 113-3) los extractos
hexanico, cloroférmico y de acetato de etilo, mostraron halos de inhibicién entre 7 y 8 mm.
Los extractos hexanico y cloroférmico mostraron halos de inhibicion de entre 9 y 10 mm
frente a la cepa de S. aureus salvaje, pero con la cepa ATCC, los tres extractos mostraron
halos de entre 7 y 8 mm. La accion antifingica contra Candida sp solamente se observé con
el extracto hexanico con un halo de inhibicién de 10 mm. El extracto de acetato de etilo de la
semilla obtuvo el mejor resultado frente a la cepa de E. coli salvaje con un halo de 9 mm,
mientras que con la cepa ATCC los extractos cloroférmicos y de acetato de etilo mostraron
halos entre 7 y 8 mm. Los mejores resultados de actividad antibacteriana frente a S. aureus
salvaje se observaron con halos de inhibicion entre 7 y 10 mm. En cuanto a la actividad
antifangica de las semillas contra Candida sp, los tres extractos formaron halos de inhibicién
que oscilaron entre los 8 y 12 mm. No se encontré diferencia significativa (p<0,05) entre las
tinturas y los extractos secos de hojas y semillas de M. citrifolia. Notandose una mejor
respuesta de los extractos secos frente a las bacterias y hongos. Concluyendo que todos los

extractos evaluados de las hojas y semillas de M. citrifolia L (noni) tuvieron actividad



antimicrobiana frente a las cepas estudiadas.

West et al. (2012). Realizaron un estudio en Utah-USA, cuyo objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana de los iridoides en la fruta Morinda citrifolia (noni). El estudio fue de
tipo experimental. Se prepar6 un extracto rico en iridoides de frutos de noni y se incub6 con
alicuotas de cultivos de veinticuatro horas de Candida albicans, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus a concentraciones de iridoides totales de 0.096, 0.19, 0.45, 0.82 y 1.41
mg / mL. El andlisis por cromatografia liquida de alta eficacia del extracto de n-butanol revel6
la presencia prominente del &cido asperulosidico y é&cido desacetilasperulosidico,
representando el 5.13 y 5.24% del extracto respectivamente. El crecimiento microbiano de las
muestras se midid mediante densidad Optica a 600 nm, mediante espectrofotometro. Los tres
organismos experimentaron disminuciones dependientes de la concentracion en el crecimiento
del cultivo celular. De los tres organismos, C. albicans fue el mas sensible a la actividad
antimicrobiana de los iridoides. A 0,8 mg de iridoides / ml, se detuvo todo el crecimiento de
C. albicans. A la misma concentracién, gran parte del crecimiento de E. coli se suprimio, pero
el cese completo del crecimiento se dio con la concentracion de 1,4 mg de iridoides / mL.
Mientras que la sensibilidad de S. aureus a la concentracion de iridoides fue menor que la de
los otros dos organismos, teniendo una respuesta mas lineal con cada una de las
concentraciones evaluadas. Concluyendo que la actividad antimicrobiana de la fruta de noni
se debe a la presencia de iridoides, y que esta es dependiente de la concentracion.

Usha et al. (2010). Hicieron un estudio en La India que tuvo como objetivo evaluar la
actividad antimicrobiana de los extractos de hojas de M. citrifolia. Utilizaron diferentes
disolventes como benceno, cloroformo, acetato de etilo, etanol y agua. Se utilizaron cuatro
organismos: E. coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Aspergillus niger. Se
comprobd la actividad de cada extracto mediante el método de difusion en disco. Se

utilizaron concentraciones de 10 mg / ml, 5 mg / ml'y 2 mg / ml. Como control negativo se
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uso dimetilsulféxido y como control positivo se usé Gentamicina y Nistatina. Los resultados
mostraron que la inhibicion maxima frente a E. coli se mostré con el extracto de éter de
petroleo a 10 mg/ml, mostrando un halo de inhibicion de 20 mm. Staphylococcus aureus fue
susceptible al extracto acuoso de 10 mg/ml con un halo de inhibicion maximo de 20 mm. La
méaxima inhibicion contra C. albicans, se observé con el extracto de cloroformo a 10 mg/ml
dando un halo de inhibicion de 19 mm. El extracto acuoso de 10 mg/ml mostr6é un halo de
inhibicion de 18 mm contra A.niger. Concluyendo que los resultados obtenidos del ensayo
mostraron que hubo un efecto creciente sobre la inhibicion del crecimiento microbiano al
aumentar la concentracion del extracto.

Kumar et al. (2010). Realizaron un estudio en La India, que tuvo como objetivo
evaluar la actividad antimicrobiana y antihelmintica del éter de petroleo y el extracto
alcoholico de las hojas de Morinda Citrifolia L. (Noni). La muestra estuvo conformada por
cepas de hongos Candida albicans y Aspergillus niger, cepas de E. Coli, Bacillus Subtilis y
Staphylococcus aureus y 24 lombrices indias adultas “Pheretima posithuma”. El estudio fue
de tipo experimental y la actividad antimicrobiana se determind mediante el método de
difusion por disco, mientras que la actividad antihelmitica, por observacion directa. Se utiliz6
como control positivo tetraciclina (10 pug / ml) y Piperazine citrate (10mg/ml). En los
resultados se encontrd que el extracto alcohdlico de 10 mg / ml producia una mayor actividad
antimicrobiana, dando halos de inhibicion de 2 cm para B. Subtilis, de 2.4 cm para E. Coli, de
2.1 cm para S. Aureus, de 2.5cm para C. Albicans y de 2.9 cm para A. Niger. Siendo
comparable con el farmaco tetraciclina. A su vez, el extracto alcoholico a una dosis de 100
mg / ml tuvo una actividad antihelmintica significativa mientras que el éter de petrdleo mostro
una actividad moderada. Concluyendo que con el extracto alcohdlico de Morinda citrifolia L.
(Noni), se podrian desarrollar algunos farmacos Utiles para el tratamiento de la accion

antimicrobiana.
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Jainkittivong et al. (2009). Hicieron un estudio en Tailandia, con el objetivo de
investigar la actividad antifingica del extracto del fruto de Morinda citrifolia contra Candida
albicans. El estudio fue de tipo experimental. El extracto de jugo de la fruta de M. citrifolia se
liofilizo y se utiliz6 en pruebas antifingicas. La actividad antifingica se probo in vitro a
diversas concentraciones (10, 20, 30, 40, 50 y 60 mg/ml) y para diferentes tiempos de
contacto (15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos). Los controles positivos fueron placas de agar sin
extracto en cada experimento. Los resultados mostraron que no se detecto el crecimiento de
C. albicans con el extracto de 50 mg/ml en un tiempo de contacto de 30 minutos o con el
extracto de 60 mg/ml en un tiempo de contacto de 15 minutos. Mediante la prueba de
dilucion en caldo, la concentracion minima fungicida del extracto contra C. albicans fue de
40 mg/ml en el tiempo de contacto de 90 minutos o con 50 mg/ml en el tiempo de contacto de
15 minutos. Se concluyé que el extracto de fruta de M. citrifolia tuvo efecto antiflngico
contra C. albicans y el efecto inhibitorio varié dependiendo de la concentracion y el tiempo
de contacto. Dosis superiores a 40 mg/ml podrian ser Utiles para aplicaciones clinicas.

Jayaraman et al. (2008). Hicieron un estudio en La India, que tuvo como objetivo
determinar la actividad antibacteriana, antifingica y antitumoral de los frutos de M. citrifolia
extraidos con tres disolventes: metanol, acetato de etilo y hexano. La muestra estuvo
conformada por cepas de Candida albicans, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes,
Penicillium sp, Fusarium sp, Aspergillu fumigatus, Mucor sp, Rhizopus sp y Aspergillus
flavus para evaluar la actividad antifungica; y por Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus lactis, Streptoccus thermophilus, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi,
Escherichia coli, Vibrio harveyi, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella
paratyphi A, Aeromona hydrophila, Vibrio cholerae, Chromobacterium violaceum vy
Enterobacter faecalis para evaluar la actividad antibacteriana. Como control se uso

dimetilsulfoxido (DMSO). El ensayo antitumoral se realiz6 en células de epitelioma laringeo
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humano (HEp2) que se expusieron a diversas diluciones del extracto de fruta. La viabilidad
celular se midi6 usando el ensayo MTT, usando MTT (5 mg / mL) y DMSO. Los resultados
indicaron que la inhibicion méaxima se registrd contra Salmonella paratyphi A con los
extractos de metanol (27 mm) y acetato de etilo (16 mm). El extracto de acetato de etilo fue
eficaz contra la mayoria de los microorganismos probados, excepto Pseudomonas aeruginosa
y Klebsiella pneumoniae. El extracto de acetato de etilo registro una actividad significativa
contra Salmonella paratyphi A (16 mm), Chromobacterium violaceum (12 mm), Aeromonas
hydrophila (11 mm). El extracto de hexano fue ineficaz contra las bacterias gram positivas y
gram negativas analizadas. El porcentaje maximo de inhibicion frente a Trichophyton
mentagrophytes se dio con los extractos de metanol (79,3%) y acetato de etilo (62,06%). Se
registrd una inhibicion de casi el 50% contra Penicillium sp., Fusarium sp. y Rhizopus sp. con
el extracto de metanol. El extracto de hexano exhibié el menor porcentaje de inhibicion
contra todos los cultivos de hongos. Ninguno de los extractos mostré actividad significativa
contra las especies de Candida albicans y Aspergillus. El extracto metan6lico mostré méxima
citotoxicidad en células HEp2 seguido por extracto de acetato de etilo. Los extractos de
hexano no mostraron actividad sobre las células HEp2. Concluyendo que la mayor actividad
antibacteriana, antifngica y antitumoral se dio con el extracto metandlico, lo que indicaria
que la mayoria de los componentes activos se extraen con metanol.
1.3  Objetivos
Objetivo General

Evaluar in vitro la actividad antifngica del extracto metandlico de las semillas,
cascara y pulpa de Morinda citrifolia (Noni) sobre cepas de Candida albicans.
Obijetivos Especificos
1. Determinar la actividad fungistatica del extracto metanolico de las semillas, cascara y

pulpa de Morinda citrifolia (Noni) sobre cepas de Candida albicans.
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2. Comparar el efecto antifingico del extracto metandlico de las semillas, céscara y
pulpa de Morinda citrifolia (Noni) y la clorhexidina 0.12% sobre cepas de Candida albicans.
3. Determinar la actividad fungicida del extracto metanolico de las semillas, cascara y
pulpa de Morinda citrifolia (Noni) sobre cepas de Candida albicans.
4. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto metandlico de las
semillas, céscara y pulpa de Morinda citrifolia (Noni) sobre cepas de Candida albicans.
1.4 Justificacion

La ejecucion del presente estudio tiene una justificacion tedrica porque nos
proporcionara evidencia cientifica veridica acerca del efecto antifungico de Morinda citrifolia
(Noni) sobre Candida albicans, que es un hongo que esta intimamente relacionado junto con
los demés microorganismos de la boca en la colonizacién y dafio a las principales estructuras
de la cavidad bucal, como la mucosa, lengua y paladar, ademas de afectar la calidad de vida y
salud psicoemocional de las personas si se da el desarrollo de la candidiasis oral, que es una
enfermedad que afecta principalmente a pacientes cuya inmunidad se ve desequilibrada,
como aquellos que estan recibiendo algln tratamiento antineoplasico, nifios o personas de la
tercera edad portadores de protesis dentales o a aquellos con enfermedades sistémicas que
comprometan su sistema inmunolégico, como el Sindrome de inmunodeficiencia humana
adquirida (VIH). Por su carécter epidemiologico, la candidiasis oral resulta de gran
importancia de estudio sobre las variedades terapéuticas para poder abordarla. Este estudio
tiene justificacion clinico-practico, porque pretende indagar, explorar y profundizar en el
estudio de la Morinda citrifolia para utilizarlo como un producto natural ideal que contribuya
a combatir eliminando o disminuyendo las colonias de estos microorganismos, y tiene una
justificacion social ya que el presente trabajo sirve como base para establecer un efecto de
caracter antifungico a Morinda citrifolia (Noni) contra la Candida albicans y con los

resultados del estudio poder proponer alternativas naturales de tratamiento que puedan ser
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utilizadas, como colutorios, pastales dentales y topicaciones a manera de opcidn terapéutica
de un producto natural, eficaz y econémico; entre una variedad de terapias para poder
prevenir y combatir la candidiasis oral y de esta manera aportar a mejorar la calidad de vida
de los pacientes. De la misma forma se esperaré que los resultados obtenidos incentiven a que
futuros investigadores quieran elaborar més estudios aportando al desarrollo de este tema.
1.5  Hipotesis

El extracto metandlico de las semillas, cascara y pulpa de Morinda citrifolia (Noni)

presentaria  actividad antifungica  sobre  cepas  de Candida  albicans.
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1. Marco Teorico
2.1 Bases Teoricas
2.1.1 Candida Albicans

2.1.1.1 Descripcion y Caracteristicas. Hongo dimorfico grampositivo, anaerobio
facultativo que se reproduce de forma asexualpor gemacion (Pardi y Cardozo, 2002).

Pueden crecer como brotes de levadura ovoides (blastospora), como células elipsoides
elongadas que permanecen adjuntas a un sitio de separacion constrefiida (pseudohifas) o como
hifas verdaderas que se alinean verdaderamente (Jacobsen, et al., 2012).

En forma de levadura (blastospora) se desarrolla a 37°C en el huésped, presenta forma
fisica de células redondeadas, de 3-8 x 2-7 micras dispuestas en agrupaciones pequefias y
como hongo en forma de hifa a 25°C en la naturaleza, sus células crecen en longitud y se
diversifican en filamentos, pseudohifas o pseudomicelios. Como levadura actia como
saprofita y convive simbidticamente con el huésped y en forma de hifa, se comporta como un
parasito patdgeno. Esta morfologia ambigua le permite superar con éxito los mecanismos de
defensa que se le atribuyen a la inmunidad celular del huésped (Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo [INSHT], 2012).

Candida albicans es un colonizador comensal que reside inofensivamente en
aproximadamente el 50% de los individuos y esta bajo control por nuestro sistema inmune, es
miembro de la microbiota humana saludable, colonizando asintomaticamente diferentes
nichos de acogida como la mucosa oral, la piel, el tracto gastrointestinal y tracto reproductivo
femenino (Gulati y Nobile, 2016; Da silva dantas et al.,2016).

Convive en armonia con otros miembros de la microbiota, pero variaciones en el pH o
cambios nutricionales, asi como el uso de antibidticos o alteraciones en el sistema inmune
pueden ocasionar que C. albicans prolifere rapidamente y cause infecciones (Gulati y Nobile,

2016).
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2.1.1.2 Factores de virulencia.

a. Qudrum sensing. Sirve para la comunicacion microbiana mediante la interaccion
entre las células y el medio ambiente que los rodea. Permiten a C. albicans relacionarse entre
si, desarrollando un comportamiento de tipo cooperativo (De la Calle et al., 2012, Mayer et

al., 2013).

b. Morfogénesis. Es el cambio reversible entre las células en forma de levadura y la

formafilamentosa (hifa o pseudohifa) (Lohse et al., 2018).

c. Cambio fenotipico. Capacidad de variar el fenotipo generando variantes dentro de
poblaciones infectantes (Singh et al., 2014). También se denomina sistema de conmutacion de
plasticidad fenotipica o biestable (blanco a opaco) o sistema de conmutacion perecedero

(blanco a gris a opaco) (Tao et al., 2014).

d. Enzimas hidroliticas secretadas. Ademas de facilitar el suministro de nutrientes
estan involucradas en la invasién de Candida mediante la digestion de la membrana celular del
huésped, la adhesion mediante la degradacion de las moléculas de la superficie celular del
huésped vy la resistencia a la inmunidad del huésped a través del ataque al sistema inmune
(Pereira et al., 2015). C. albicans secreta tres tipos de hidrolasas: proteasas, fosfolipasas y

lipasas (Mayer et al., 2013).

e. Adherencia. La adhesion puede ocurrir en células epiteliales de la boca y en
materiales de polimetilmetacrilato (prétesis dentales) con componentes tipo lectina que actla
comomediador de la adhesion (Nasution, 2013). La expresion maxima de adherencia de este
hongo es la formacién de biopeliculas, que por si solo constituye gran mecanismo de
patogenicidad (Mayer et al., 2013).

f. Hidrofobicidad de la superficie celular. Implicado en la adhesion a la superficie

de la mucosa. Esta conectado con la adhesién y el proceso patogénico de C. albicans. Factor
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de virulencia importante conferido por las proteinas de superficie manosiladas que cubren las
celulas fangicas. La hidrofobicidad se altera como respuesta a los cambios ambientales y

puede cambiar a un fenotipo hidrofilico (Pereira et al., 2015).

g. Formacion de biopeliculas. Son comunidades multicelulares en crecimiento en la
superficie de los tejidos o habitando dispositivos como prétesis dentales. Presenta resistencia
medicamentosa, debido a heterogeneidad de la morfologia (levadura o hifa) y del estado
metabolico (Berman, 2012). Forman una asociacion constituida por levaduras e hifas dentro
de una matriz extracelular (De la Calle et al., 2012). La formacién de la biopelicula se da en
tres fases: temprana (0-11 horas), intermedia (12-30 horas) y madura(38-72 horas) (Castrillén
et al., 2005). La mayoria de infecciones por C. albicans estan asociadas a su capacidad de
formar biofilms (Tsui et al., 2016).

La infeccion por este hongo se divide en dos grupos, una que afecta a las mucosas y a
la piel y una que es invasora. A nivel de las mucosas encontramos diferentes mecanismos de
defensa, entre ella proteinas salivales como lactoferrina, mucinas, Ig A, que hacen dificil la
adhesion y el crecimiento de estos microorganismos en la orofaringe. Las células del epitelio
secretan I1L-8 en respuesta al aumento de nimero de colonias de Candida en las mucosas.

También se sabe que la IgE y los linfocitos Th 17 son las principales defensas de la
mucosa. Una vez superado el epitelio empieza la invasién por Candida (Garcia-Vidal y
Carratala, 2012).

2.1.2 Candidiasis Oral

La candidiasis oral es una infeccion comun adicional de Candida en la mucosa, que
afecta a mas de 9 millones de personas (Segal y Frenkel, 2018).

Este hongo es un organismo comensal en las superficies de la mucosa, pero cuando las

condiciones adversas sobreviven particularmente en aquellos pacientes con el virus de

inmunodeficiencia humana u otras poblaciones inmunes comprometidas, es capaz de causar
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candidiasis superficial, asi como profunda e invasiva, por tal motivo se le suele considerar “la
enfermedad de la enfermedad”. Una serie de factores predispone al paciente a tener infecciones
locales tales como la alteracién del ecosistema de la mucosa, cambios en el ecosistema microbiano
por terapia antibidtica o con corticosteroides, hipotiroidismo, enfermedad de Addison, diabetes
mellitus, leucemia aguda, sindrome de Sjogren y el uso de prétesis dentales mal ajustadas (Matsubara

etal., 2016).

2.1.2.1 Formas de Candidiasis Oral.

a. Candidiasis Pseudomembranosa. Es la presentacion clasica, conocida como
“muguet”. Seobserva cominmente en recién nacidos y en pacientes inmunocomprometidos.
Se presenta como placas blancas confluentes que se quitan facilmente con gasa dejando una
superficie eritematosa y estdn en la lengua, mucosa bucal, paladar duro y blando, y
orofaringe. Estas lesiones son causadas por el sobrecrecimiento de levaduras con
descamacion de las células epiteliales y acumulacién de queratina, fibrina, tejido necrético e

hifas del hongo (Hellstein y Marek, 2019).

b. Candidiasis Hiperplasica. Se presenta como placas blancas translucidas bien
circunscritas, ligeramente elevadas adheridas a la mucosa bucal, a veces a la comisura labial y
en menor proporcion en la zona lateral de la lengua. A diferencia de la lesion ya descrita
antes, esta no se puede quitar al frotar con una gasa, tiene una alta incidencia en aquellos
consumidores de tabaco. Es dificil de distinguir de una leucoplasia y ha sido asociado a un

incremento de los cambios malignos (Millsop y Fazel, 2016).

c. Candidiasis Atrofica. Se presenta en una forma aguda y cronica, se asocia
mayormente al uso prolongado de antibi6ticos, es la Unica lesion por Candida asociada al
dolor, generando una sensacion de quemazén. Clinicamente se observan zonas localizadas
eritematosas que duelen en el dorso de la lengua, presentdndose como &reas depapiladas (Patil

etal., 2015).
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d. Glositis Romboidal Media. Aparece como atrofia papilar central de la lengua,
especificamente alrededor de la linea media del dorso de la lengua, creciendo como un area

bien delimitada, simétrica y depapilada, anterior a la papila circunvalada (Patil et al., 2015).

e. Eritema Linear Gingival. Muy asociado a las infecciones por HIV, aparece como
una distinta banda lineal de eritema a lo largo del margen gingival libre. Su tratamiento puede
incluir debridamiento, irrigacion con yodopovidona, enjuagues con clorhexidina y terapia

antimicotica (Neville et al., 2019).

f. Candidiasis Mucocutanea Croénica. La sintomatologia inicia en la infancia,
afectando a la piel, las mucosas y las ufias, pero pueden afectar otros 6rganos. Ademas de
estar asociada a enfermedades autoinmunes también esta asociada a endocrinopatias como
hipotiroidismo, enfermedad de Addison, anemia hemolitica autoinmunitaria o anemia
perniciosa. Su manejo consiste en el tratamiento de las infecciones secundarias al déficit

inmunoldgico y de las endocrinopatias (Delgado et al., 2013).

g. Cheilo Candidiasis. Es una infeccion de la piel de alrededor de los labios, causada
por acciones que mantienen la piel humeda como lamerse los labios constantemente,
chuparse el dedo y el uso de productos a base de petrolato (vaselina). Clinicamente empieza
como una queilitis angular con lesiones eritematosas, fisuradas, con descamacion y costras en
las comisuras labiales (Pinel et al., 2012) pero los constantes factores ya mencionados hacen
que la capa de queratina de la epidermis se selle de humedad, permitiendo prosperar a la
Céandida (Neville et al., 2019).

h. Candidiasis Multifocal Cronica. Trastorno crénico y refractario que se presenta de
forma muy ocasional y afecta a la mucosa oral, piel y ufias, siendo su caracteristica principal
la presencia de Muguet persistente. Su etiologia se basa a un defecto inmune subyacente por

enfermedades como endocrinopatias, anemia ferropénica y otros defectos inmunitarios;
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causando un defecto en la produccion de citoquinas como respuesta a la presencia de

microorganismos como C. albicans (Tapia, 2011).

2.1.3 Fitoterapia

Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la “Ciencia que estudia la
utilizacion de los productos de origen vegetal, con fines terapéuticos, ya sea para prevenir,
atenuar, o curar un estado patologico”. Su optimo desempefio funcional, depende de como se
ha recolectado y conservado la planta medicinal. El uso de cualquier producto de origen
vegetal con fines medicinales, debe cumplir principios basicos como seguridad, calidad o
eficacia, teniendo presente que cualquier producto aprobado para el consumo humano, no

puede basarse solo en empirismos (Torres y Castro, 2014).

La OMS resalta la relevancia de las plantas medicinales de manera preventiva y como
tratamiento de las enfermedades, asi como también su importancia en el aspecto econémico,
al pensarse que en ciertos casos resulta mas econémico comparado al costo de sintetizar un
nuevo farmaco. El interés cientifico en investigar la riqueza y variabilidad de las plantas
medicinales, ha impulsado su empleo en diversas poblaciones del mundo, siendo considerada
una forma de apoyar la cura, basandose en la evidencia cientifica. La fitoterapia utiliza
sustratos vegetales complejos, a partir de plantas enteras o de sus partes, como hojas, raices,
etc., y también derivados de éstos que resulten de procesamientos con algin disolvente, que
son los llamados extractos, los cuales concentran sus principales compuestos y hacen mas
facil su administracion y consumo (Avello y Cisternas, 2010).

2.1.4 Morinda Citrifolia (Noni)

Planta tropical, comestible, usada por los polinesios en la medicina popular por

alrededor de 2000 afios, comunmente conocida como Noni, entre otros nombres alrededor del

mundo. Es nativa de las islas de pacifico, Hawai, El Caribe, Asia y Australia. Se encuentra en
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areas abiertas costeras y forestales hasta los 1300 msnm, se adecua a condiciones ambientales
extremas y puede crecer en suelos &cidos, alcalinos e infértiles, areas humedas o secas. Sus
hojas son de forma oval, miden entre 20 a 25 cm, de color verde oscuro. Su fruta es amarilla y
puede crecer hasta los 12 cm, tiene una superficie grumosa con muchas areas en forma
poligonal. La fruta estd cubierta con hoyos de color marron dorado que contienen cuatro
semillas. Cada semilla tiene un saco de aire al final, lo que ayuda a flotar en el agua
facilitando la polinizacion. La fruta inmadura es de color verde, a medida que madura se va
tornando color blanco y emana un olor bastante fuerte (Ali et al., 2016; Saminathan et al.,

2013).

2.1.4.1 Taxonomia. El género Morinda pertenece a la familia Rubiaceae y tiene mas

de 80 especies, siendo la mas popular Morinda citrifolia (Hong et al., 2019).

Su clasificacion es la siguiente:

a. Reino. Plantae

b. Filo. Magnoliophyta

c. Clase. Magnoliopsida

d. Orden. Rubiales

e. Familia. Rubiaceae

f. Género. Morinda

0. Especie. Citrifolia (Quito y Torres, 2007).
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2.1.4.2 Composicion Quimica. La fruta estd compuesta por 90% de agua y el 10 %
restante son solidos solubles, fibras dietéticas y proteinas. Su contenido proteico es alto y
representa aproximadamente el porcentaje de 11.3% de la materia seca, tiene aminoacidos
como el &cido aspartico, acido glutamico e isoleucina. Su contenido mineral es el 8,4% de
esta materia seca, siendo los mésimportantes potasio, azufre, calcio, fosforo y selenio en el
jugo. También se han encontrados monosacaridos, como arabinosa, galactosa, acido
galacturénico y ramnosa. Las vitaminas encontradas en la fruta son principalmente &cido
ascorbico y provitamina A. Hasta ahora, se han descrito varias clases de metabolitos en
diferentes partes, como &cidos, alcoholes y fenoles, antraquinona, glucésidos de
antraquinona, carotenoides, ésteres, flavonoides, iridoides, cetonas, lactonas, lignanos,
nucleosidos, triterpenoides, esteroles y varios compuestos menores (Singh, 2012).

Se han ubicado varios compuestos principales en la planta de Noni, como
escopoletina, &cido octanoico, potasio, vitamina C, terpenoides, alcaloides, antraquinonas
(nordamnacanthal, morindone, rubiadin, y rubiadin-1-methyl éter, glicosido de antraquinona),
b-sitosterol, caroteno, vitamina A, glucésidos de flavona, acido linoleico, alizarina,
aminoacidos, acubina, L- Asperulosida, acido caproico, acido caprilico, &cido ursélico, rutina
y una proxeronina putativa (Ramesh et al., 2012).

Hasta ahora se han identificado 51 compuestos volatiles en la fruta madura entre ellos
acidos organicos como acido octanoico y hexanoico. El jugo liofilizado de la fruta Tahitiana
contiene algunos elementos como manganeso, cobre, molibdeno y cobalto, mientras que en la
fruta de la India se ha encontrado acido ascorbico y provitamina A. Solo Morinda citrifolia de
Brasil ha mostrado la presencia de azucares reducidos, principalmente glucosa, fructosa y
sucrosa y el extracto acuoso de sus hojas presento alcaloides, flavonoides, taninos y esteroides

(Abou et al., 2017).
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2.1.5 Morinda citrifolia (Noni) en el Pert

El noni es una especie botanica que crece en lugares tropicales y actualmente esta
siendo cultivada en el departamento de Ucayali, asi como en el Alto Huallaga, en donde se ha
venidopromoviendo debido a sus bondades terapéuticas (Sullén, 2006).

El noni se ha adaptado de muy buena manera a las condiciones climéticas de Pucallpa,
en donde se ha venido extendiendo cada vez mé&s los terrenos de cultivo debido a su
ascendentedemanda (Sangama, 2007).

Segun Palacios (2004), el noni fue sembrado por primera vez en Ucayali en 1999, por
una familia proveniente de Japdn; para posteriormente comenzar a extenderse en los
departamentos de San Martin, Amazonas y Madre de Dios, debido a que se adapté muy bien a
los suelos de la Amazonia.

2.1.6 Propiedades Terapéuticas

2.1.6.1 Actividad Antifangica. El extracto de Morinda Citrifolia presenta un efecto
antifangico sobre Candida albicans que tiene variaciones de acuerdo a la concentracién y al
tiempo. Los estudios han demostrado que la Morinda Citrifolia tiene componentes que
interfieren con el cambio morfoldgico de Candida albicans de levadura a hifa, es decir que
tiene potencial contra la candidiasis (Jayaraman et al., 2008).

2.1.6.2 Actividad Antiviral. Un equipo del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos identifico al damnacantal como un inhibidor de la proteina viral R (uno de los virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1) (Li et al., 2003).

2.1.6.3 Actividad Antiinflamatoria. Debido a que reduciria el dolor e inflamacién en
heridas,aplicAndose de manera tdpica sobre la parte afectada (Torres y Toranzo, 2009).

2.1.6.4 Actividad Antibacteriana. Las actividades antimicrobianas de la hoja contra
Salmonella, Enterica serovar typhi (S76), Staphylococcus aureus (B313) y Myco. phlei CSL,

se atribuyeron a los compuestos fenolicos como acubina, | asperulésido, alizarina y
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escopoletina. Por otro lado, un estudio in vitro informd a M. citrifolia como antiséptico oral a

través de la inoculacién dental con Enterococcus faecalis. (Murray et al., 2008).

2.1.6.5 Actividad Anticancerigena. Los componentes naturales de M. citrifolia se
informan principalmente como una cura natural contra el cancer. EI damnacantal inhibe la
formacion de tumores (Hiramatsu et al., 1993), mediante el aumento de la apoptosis enlineas
celulares de cancer colorrectal humano (Nualsanit et al., 2012).
2.1.7 Uso de Morinda citrifolia (Noni) en Odontologia

2.1.7.1 Analgésico. Cornejo et al. (2014), midié el efecto analgésico post exodoncia
simple delextracto de Morinda citrifolia a en 58 pacientes, dando a conocer que al ser tomada
presentaria efecto analgésico posterior a una exodoncia simple a las dos horas.

2.1.7.2 Irrigante Endoddntico. Segun Murray et al. (2008) se puede usar una
concentracion del 6% de este jugo para erradicar las bacterias anaerobias presentes en el
conducto radicular, especialmente E. Faecalis. Es tan efectivo al igual que la clorhexidina y el
hipoclorito de sodio.

2.1.7.3 Tratamiento contra Periodontitis, Gingivitis y Halitosis. Consumir jugo de
noni dos veces al dia, disminuye la inflamacién gingival y previene una enfermedad
periodontal(Oliva, 2019).

2.1.7.4 Tratamiento de la Ulcera Aftosa. La forma de polvo se puede utilizar para
aplicar sobrelas Ulceras. Sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes ayudarian a reducir

los sintomas (Oliva, 2019).
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I11. Método

3.1 Tipo de Investigacion

Experimental in vitro, analitico, prospectivo y transversal.
3.2 Ambito Temporal y Espacial
3.2.1 Ambito Temporal

El tiempo en que se realizé este trabajo de investigacion fue entre los meses de junio a
diciembre del 2021.
3.2.2 Ambito Espacial

Se desarroll6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de
Ciencias Aplicadas (UPC) y el Instituto de Investigacion Nutricional (INN)
3.3 Variables
3.3.1 Variable Dependiente.

Efecto antifungico sobre Candida albicans.
3.3.2 Variable Independiente.

Extracto metanolico de Morinda citrifolia “noni”.
3.4 Poblaciény Muestra
3.4.1 Poblacion

Cepas de Candida albicans (ATCC ® 10231).
3.4.2 Muestra

La muestra fue de 40 pocillos con los extractos (semilla, cascara y pulpa de Morinda

citrifolia) y controles a comparar.
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3.5 Instrumentos

La ficha de registro utilizada (Anexo 1) fue llenado con los datos recolectados por el
investigador. Tuvo las siguientes caracteristicas: recolectar y registrar todos los datos
obtenidos sobre la medida individual de los halos inhibitorios alrededor de cada pocillo donde
se depositd el extracto metandlico de Morinda citrifolia, dicha medida se realiz6 enmilimetros
utilizando un vernier digital calibrado (Vogel, Alemania) ®, a las 24 horas de haber realizado
la siembra se procedi6 a hacer las lecturas y el llenado de la ficha de recoleccién, tomando en
cuenta la:
- ldentificacion de la muestra.

- Medida en milimetros del halo de inhibicion formado.

3.6 Procedimientos
3.6.1 Recoleccion y Elaboracion del Extracto Metanolico

Se recolect6 1 kg de Morinda citrifolia proveniente de Lima - Perd. Posteriormente, la
muestra de 1 Kg de la planta fue remitida al herbario del Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional mayor de San Marcos para su reconocimiento taxonémico y la muestra
fue identificada como Morinda citrifolia (60-USM-2020). Posteriormente, se seleccionaron
los frutos, retirando otros elementos bioldgicos de la planta, luego fueron meticulosamente
separados en semillas (262 g), cascara (153 g) y pulpa (180 g), luego a cada uno de estos se le
aplico el método de maceracion en metanol, del cual se extrajo 24.5 ml para las semillas, 18.5
ml para la cascara y 28.0 ml para la pulpa, después de evaporar el solvente, obteniéndose
concentraciones finales de 10690 mg/ml, 8270 mg/ml y 6430 mg/ml, para la semilla, cascara
y pulpa; respectivamente. Seguidamente, para evaluar la CMI y la CMF del extracto
metanolico de Morinda citrifolia se realizaron diluciones seriadas de factor 2, desde 1:2 hasta

1:128.
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3.6.2. Procedimiento para Evaluar Sensibilidad Antifungica

El hongo fue cultivado en agar Dextrosa Sabouraud en condiciones de anaerobiosis
controlada, a 37°C durante 72 horas. Luego del tiempo de cultivo se procedi6 a aislar de 7 a 8
colonias, las cuales fueron inoculadas en 3ml de caldo de cultivo BHI (Brain Heart Infusion),
luego se colocd en la jarra de anaerobiosis (bbl GasPak®) durante 72 horas a 37 °C en la
incubadora Memmert®, junto con Anaerocult C®. Posteriormente, para la prueba de
inhibicion del crecimiento se utiliz6 la metodologia de difusion en pocillo (perforacion en
agar). Para ello, se prepar6 el agar Dextrosa Sabouraud, el cual fue autoclavado a 121°C
durante 15 minutos. Acto seguido, se dejo enfriar el agar hasta alcanzar una temperatura
aproximada de 55°C y se vertio en placas Petri de 94 x 16 mm. Las placas se dejaron enfriar y
solidificar por dos horas aproximadamente; luego se inoculd la suspension flngica de forma
homogénea. Todo el procedimiento fue realizado bajo una campana de bioseguridad tipo Il
para evitar contaminaciones. Luego con un sacabocados, se hicieron 5 perforaciones de 8 mm
de didmetro en el agar. Seguidamente, en cada pocillo se agreg6é un volumen de 150 ul de
extracto metanolico de Morinda citrifolia proveniente de la semilla (10690 mg/ml), cascara
(8270 mg/ml) y pulpa (6430 mg/ml). Como control positivo se usé Clorhexidina al 0.12% y
como control negativo se usé agua destilada. Las placas fueron incubadas en anaerobiosis
controlada a 37°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se midieron los
didmetros de los halos de inhibicion en milimetros (mm) con la ayuda de un vernier digital
calibrado (Vogel, Alemania) y se anoto6 en hoja de calculo de Microsoft® Excel 2019.

Finalmente, se utilizé la escala de Duraffourd et al., (1986) (Guevara et al., 2020) para
evaluar la sensibilidad antifdngica hacia el extracto metandlico de la semilla, cascara y pulpa
de Morinda citrifolia, segin sus halos de inhibiciony se compard con la clorhexidina al 0.12%

(control). (Cuadro 1).
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Cuadro 1
Escala de Duraffourd para determinar la sensibilidad antifingica, de acuerdo al diametro de

los halos de inhibicion

Escala de Duraffourd

Clasificacion Simbolo Diametro (mm)
Nula . <8
Sensible + 8-14
Muy sensible ++ 14 - 20
Sumamente sensible +++ > 20

Nota. mm: milimetros
El tamafio de muestra estuvo constituido por 8 réplicas (n = 8) y se calculd a partir de
un estudio piloto por la férmula de comparacién de medias, considerando un a = 0.05 y un
poderestadistico de 1- B = 0.80 con varianzas S12 = 0.56 y S22 = 0.81 y una diferencia de
medias de 1.2 mm. Ademas, las unidades de estudio se seleccionaron por muestreo aleatorio
simple sin reposicion. Los grupos se conformaron de la siguiente manera:
- 8 réplicas con extracto metandlico de la semilla de Morinda citrifolia (stock: 10690
mg/ml).
- 8 réplicas con extracto metanolico de la cascara de Morinda citrifolia (stock: 8270
mg/ml).
- 8réplicas con extracto metanodlico de la pulpa de Morinda citrifolia (stock: 6430mg/ml).
- 8réplicas con Clorhexidina 0.12 % [Control (+)].

- 8réplicas con agua destilada [Control (-)].



29

3.6.3 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
MinimaFungicida (CMF).

Se utilizaron cepas de Candida albicans (ATCC ® 10231) cultivadas en el laboratorio
de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC). La CMF es
considerada como la concentracién méas baja en que se inhibe el crecimiento del hongo en el
medio utilizado. Mientras que la CMI es la concentracion minima del extracto donde no hubo
crecimiento visible después del periodo de incubacion (Parvekar et al., 2020).

Se prepararon placas de agar dextrosa Sabouraud con 48 a 72 horas de anticipacion.
En tubos microcentrifuga de 1.5 ml estériles, se agreg6 100 ul del extracto por cada dilucion.
Se midi6 la absorbancia mediante un espectrofotometro DR 6000 UV-VIS® con un haz
luminoso a una distancia de 1 cm. La absorbancia a 600 nm dio un valor entre 0.08 y 0.10,
luego se procedid con la preparacion de la suspension del indculo de tal manera que se
ajustara a 1.5 x 108 UFC/ml, de acuerdo con la turbidez estandar de 0.5 de McFarland bd
bbl®.

A cada tubo microcentrifuga se le agreg6 un volumen de 5 ul de Candida albicans, se
homogenizé mediante vortice (Thermolyne®) y se midié la absorbancia de la turbidez de la
solucién stock y sus disoluciones con el espectrofotometro. Acto seguido, los tubos fueron
incubados a 37°C por 24 horas en condiciones anaerobicas, pasado este tiempo se volvid a
medir la absorbancia y se compard con el primer resultado para determinar el CMI.
Posteriormente, 100 ul del extracto fue inoculado y diseminado en las placas de agar Dextrosa
Sabouraud mediante asas estériles. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas en
condiciones anaerobicas y se realizo la inspeccion visual para evidenciar crecimiento de

colonias. De acuerdo a estos resultados se determino la CMF (Parvekar et al., 2020).
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3.7 Anélisis de datos

Los datos fueron recolectados en una ficha ad hoc e ingresados a una hoja de célculo
de Microsoft Excel 2019®, posteriormente fueron exportados y procesado con el paquete
estadistico SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) version 24. Para el analisis
descriptivo se utiliz6 medidas de tendencia central y dispersion, como la media y la
desviacion estandar. Se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba de
homocedasticidad de Levene, cuyos resultados demostraron que los datos reunian los
requisitos para aplicar pruebas paramétricas. Por ello, se compard los halos de inhibicion con
el Test de ANOVA con un ajuste post hoc de Tukey, ademas se consider6 un nivel de

significancia al 95 % y un error tipo |.
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V. Resultados

Se elaboraron extractos metandlicos de las semillas, cascara y pulpa de Morinda
citrifolia (noni) para evaluar su actividad antifngica sobre cepas de C. albicans y comparar
su efecto con la Clorhexidina 0.12%, mediante el método de difusion en pocillo. A su vez se
realizaron diluciones dobles seriadas de los extractos para hallar las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) y minimas fungicidas (CMF), a través del método de macrodilucion en
caldo y dilucion en agar, respectivamente. Obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 1
Valores descriptivos de los halos de inhibicién (mm), segin la actividad antifingica de la

solucién stock del extracto metandlico de Morinda citrifolia, segun las partes del fruto

Media 95% IC
Solucioén n DS EE Min Maéax Sensibilidad*
(mm) LI LS
Stock
8 11.94 0.73 0.26 11.33 1255 11.00 13.00 +
cascara
Stock
8 15.94 0.78 0.27 15.29 16.59 15.00 17.00 ++
semilla
Stock pulpa 8 11.56 090 0.32 10.81 12.32 10.00 13.00 +
CHX0.12% 8 22.13 1.25 0.44 21.08 23.17 20.00 24.00 +4++

Total 32 15.39 441 0.78 13.80 16.98 10.00 24.00

n: réplicas (tamafio de muestra); DS: Desviacion Estandar; EE: Error Estandar de la media;
95% IC: Intervalo de confianza al 95%; LI: Limite Inferior; LS: Limite Superior. *Basado en
la escala de Duraffourd: sensible (+), muy sensible (+ +) y sumamente sensible (+ + +). CHX

0.12%: Clorhexidina al 0.12%.
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Figura 1
Halos de inhibicion de la solucién Stock del extracto metandlico de Morinda citrifolia segun

las partes del fruto

Cascara Pulpa

Semilla

CHX: Digluconato de clorhexidina al 0.12% (control positivo). El pocillo del centro

corresponde a agua destilada (control negativo).

Nota. La Candida albicans presentd sensibilidad frente a las soluciones stock del extracto
metanolico de Morinda citrifolia, tanto para la pulpa (6430 mg/ml), semilla (10690 mg/ml) y
cascara (8270 mg/ml). Siendo la actividad antifingica, segun la escala de Duraffourd, sensible

para la pulpa y la cascara, y muy sensible para la semilla (Tabla 1).

El extracto metandlico de la pulpa de Morinda citrifolia present6 menor actividad
antifungica con un promedio de halos de inhibicion de 11.56 mm (IC 95%: 10.81 — 12.32)
frente a la Candida albicans, mientras que el extracto metanélico de las semillas de Morinda
citrifolia presenté mayor actividad antifungica con un promedio de halos de inhibicién de
15.94 mm (IC 95%: 15.29 — 16.59) frente a la Candida albicans. Sin embargo, el promedio
mas alto de actividad antiflngica lo obtuvo la clorhexidina al 0.12% (control) con 22.13 mm

(IC: 21.08 — 23.17). (Tabla 1 y Figura 1).
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Comparacion de los halos de inhibicion segun la actividad antimicrobiana del extracto

metandlico de Morinda citrifolia, segin sus partes del fruto

Solucién Media (mm) DS EE F p-valor
Stock céascara 11.94 0.73 0.26
Stock semilla 15.94 0.78 0.27
219.85 <0.001*
Stock pulpa 11.56 0.90 0.32
CHX 0.12% 22.13 1.25 0.44

DS: Desviacion Estandar; EE: Error Estandar de la media; F: Estadistico de la prueba de

ANOVA de un factor intersujetos; *p-valor <0.05 (Diferencia significativa).

Nota. Al comparar la solucion stock del extracto metandlico de las semillas, cascara y pulpa

de Morinda citrifolia con la clorhexidina al 0.12% (control), se pudo observar que hubo

diferencias significativas en la actividad antifungica (p<0.001) (Tabla 2).

Tabla 3

Comparacion maltiple de la actividad antimicrobiana del extracto metanolico de Morinda

citrifolia segun, sus partes del fruto

Solucién Stock semilla Stock pulpa CHX 0.12%
Stock cascara p<0.001* p=0.853 p<0.001*
Stock semilla p<0.001* p<0.001*
Stock pulpa p<0.001* p<0.001*

*Diferencias significativas (p<0.05) basadas en la prueba post hoc de Tukey; CHX 0.12%:

Digluconato de clorhexidina al 0.12%.
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Figura 1

Comparacion de medias al 95% de confianza de los halos de inhibicion, segun las partes del

fruto de Morinda citrifolia.

20,0+

95% Cl Halos
H

o5 "

10,04

T T
Stock cascora Stock semilla Stock pulpa CHX 0D12%

Soluciéon

Nota. Al hacer las comparaciones por pares, se pudo apreciar que el extracto metandlico de
las semillas de Morinda citrifolia present6 significativamente mayor actividad antifungica que
la cascara (p<0.001) y la pulpa (p<0.001), respectivamente. Sin embargo, la semilla no pudo
igualar laeficacia de la clorhexidina al 0.12%, ya que éste present6 significativamente mayor
efectividad antifungica respecto al extracto metanolico de todas las partes del fruto (p<0.001).
El extracto metandlico de la pulpa y la cascara del fruto de Morinda citrifolia presentaron

similar actividad antifngica (p=0.853). (Tabla 3y Figura 1).
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Tabla 4
Método cuantitativo del crecimiento de Candida albicans cultivado en disoluciones seriadas

del extracto metanélico de las semillas de Morinda citrifolia

Stock 2672. 668.1  334.0 167.0
Crecimiento 10690 9345 1366.2 8352 ¢ ¢
5 3 6 3
mg/m mo/m mg/m mg/m  mg/m  mg/m meim P N
| ! gl mg/mi ™9 9| gl |
En tubo - - - - + + + + + -
En placa - - - + o+ + + + + -

CP: control positivo (agar Dextrosa Sabouraud inoculado con Candida albicans sin extracto
metandlico de Morinda citrifolia), CN: control negativo (agar Dextrosa Sabouraud con
extracto metandlico de Morinda citrifolia sin inocular). Con crecimiento (+), sin crecimiento
()

Figura 2

Inhibicién del crecimiento de Candida albicans hasta la tercera dilucion (D3: 1366.25

mg/ml) del extracto metandlico de la semilla de Morinda citrifolia.

Nota. Respecto al extracto metanolico de las semillas de Morinda citrifolia, se pudo observar
que la CMI frente a la Candida albicans a las 24 horas fue la tercera dilucion (1366.25
mg/ml), segin la absorbancia de acuerdo a la turbidez en el tubo. Ademas, al visualizar el

crecimiento de colonias en placa se pudo observar que la CMF fue la segunda dilucion
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(2672.50 mg/ml) (Tabla 4 y Figura 2).

Tabla b

Método cuantitativo del crecimiento de Candida albicans cultivado en disoluciones seriadas

de extracto metandlico de la cascara de Morinda citrifolia

Stock

Crecimiento a270 4135 2067. 10337 5168 2584 1202 6461 cp
mg/m My/m 5 5 8 3 2 mg/m N
| ' mg/ml mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml |
En tubo - - - + + + + + + -
En placa - - - + + + + + + -

CP: control positivo (agar Dextrosa Sabouraud inoculado con Candida albicans sin extracto
metandlico de Morinda citrifolia), CN: control negativo (agar Dextrosa Sabouraud con
extracto metandlico de Morinda citrifolia sin inocular). Con crecimiento (+), sin crecimiento
QF

Figura 3

Inhibicién del crecimiento de Candida albicans hasta la segunda dilucién (D2: 2067.5

mg/ml) del extracto metandlico de la cascara de Morinda citrifolia.

Nota. Respecto al extracto metandlico de la cascara de Morinda citrifolia, se pudo observar

que la CMI frente a la Candida albicans a las 24 horas fue la segunda dilucion (2067.5
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mg/ml), de acuerdo a la absorbancia de la turbidez en el tubo. Ademas, al visualizar el
crecimiento de colonias en placa se pudo observar que esta dilucion también fue la CMF

(Tabla 5y Figura3).

Tabla 6

Método cuantitativo del crecimiento de C. albicans en disoluciones seriadas de extracto

metandlico de la pulpa de Morinda citrifolia

Stock
Crecimiento 6430 3215 16075 803.75 401.88 200.94 100.47 50.23 C C
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml P N
En tubo - - - + + + + + + -
+
En placa - - + +++ +++ ++ 4+ +++ +++ + -

+

CP: control positivo (agar Dextrosa Sabouraud inoculado con Candida albicans sin extracto
metandlico de Morinda citrifolia), CN: control negativo (agar Dextrosa Sabouraud con
extracto metandlico de Morinda citrifolia sin inocular). Con crecimiento (+), sin crecimiento
QF

Figura 4

Inhibicién del crecimiento de Candida albicans hasta la segunda diluciéon (D2: 1607.5

mg/ml) del extracto metandlico de la pulpa de Morinda citrifolia.
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Nota. Respecto al extracto metanodlico de la pulpa de Morinda citrifolia, se pudo observar que
la CMI frente a la Candida albicans a las 24 horas fue la segunda dilucién (1607.5 mg/ml),
segun la absorbancia de acuerdo a la turbidez en el tubo. Ademas, al visualizar el crecimiento
de colonias en placa se pudo observar que la CMF fue la primera dilucion (3215 mg/ml)

(Tabla 6y Figura 4).
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V. Discusion de Resultados

La medicina natural utilizada como tratamiento alternativo y/o complementario para
contrarrestar enfermedades es de gran importancia en materia de salud pdblica. A razén de
ello, el proposito de este estudio fue evaluar la actividad antifingica in vitro del extracto
metandlico de céscara, pulpa y semilla de Morinda citrifolia frente a las cepas de Candida

albicans.

En la presente investigacion, los resultados demostraron que el extracto metanolico de
lasemilla (10690 mg/ml), pulpa (6430 mg/ml) y céscara (8270 mg/ml) de Morinda citrifolia
tuvieron actividad antifingica, observandose el maximo efecto en el extracto metanolico dela
semilla. Ademas, se determind la CMI del extracto de semilla (1366,25 mg/ml), céscara
(2067.5 mg/ml) y pulpa (1607.5 mg/ml.), y la CMF con valores de 2672.5 mg/ml, 2067.5

mg/ml y 3215 mg/ml, respectivamente.

Es probable que el mayor efecto antifingico del extracto metandlico de la semilla de
Morinda citrifolia, se deba a la mayor concentracién de cumarinas, flavonoides, y/o quinonas
en esta parte del fruto (Castillo et al., 2014); ya que estos compuestos pueden actuar en el
hongo como potentes inhibidores de la cadena de transporte electronico, desacopladores de la
fosforilacion oxidativa, agentes intercaladores de la doble del ADN, agentes de alquilacion
reductiva de biomoléculas, y como productores de radicales libres (Duran et al., 2013;
Rodriguez, 2007). Ademés, los flavonoides presentes en la Morinda citrifolia en forma de
glicosidos le otorga una alta solubilidad en agua y en disolventes polares, por ello al estar
disuelto en metanol, esto podria incrementar su accién farmacolégica como agente

antimicrobiano (Aboody y Mickymaray, 2020).
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Otros componentes de Morinda citrifolia a los que se les atribuiria su accion
antifungica, son los iridoides, en especial a dos, el acido asperulosidico y el &cido
desacetilasperulosidico, ya que estos se encuentran en el fruto en una mayor concentracion,
pudiendo variar de acuerdo a la zona geografica donde crece (West et al., 2012; Deng et al.,
2010). Ademas, otros reportes mencionan que el contenido de iridoides seria mucho mas alto
que el contenidode flavonoides y cumarinas en la Morinda citrifolia (Deng et al., 2007; Deng
et al., 2009; Deng et al., 2010). Si bien la actividad farmacolégica de los iridoides no esta del
todo esclarecida, existe evidencia consistente que lo presenta como un componente esencial
de esta planta (West et al., 2012; Deng et al., 2010; Deng et al., 2007; Deng et al., 2009; Deng

et al., 2010).

Existen un compuesto encontrado exclusivamente en el fruto de Morinda citrifolia,
como el eugenol (Agustina et al., 2021), que ha demostrado tener propiedades antifingicas
comprobadas frente a Candida albicans, reduciendo significativamente el namero de
unidades formadoras de colonias (UFC) e histologicamente puede disminuir las zonas
focalizadas ocupadas por hifas (Chami et al., 2004). Otro compuesto encontrado en el fruto
de la Morinda citrifolia es la escopoletina (Prasad et al., 2019), que es una cumarina que ha
demostrado tener propiedades antifingicas frente al hongo de género Candida, inhibiendo la
tasa de crecimiento de las biopeliculas preformadas hasta en un 68.2% y disminuyendo
significativamente la extensién de las biopeliculas que crecen en la superficie de los
cubreobjetos, evitando la formacion de hifas. Siendo su mecanismo de accién relacionada con
la lisis de la pared celular, afectando ademas a los esteroles de la membrana plasmatica
(Lemos et al., 2020).

En esta investigacion, el extracto metanolico de las semillas de Morinda citrifolia a
unaconcentracion de 10690 mg/ml, presentd mayor actividad antimicrobiana comparada con

otras partes del fruto frente a Candida albicans a las 24 horas con un halo inhibitorio de 15.94
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mm, siendo esto muy sensible seguin la escala de Duraffourd et al., (1986). Estos resultados
difieren de lo reportado por Castillo et al. (2014), ya que las semillas de Morinda citrifolia en
extracto seco formaron halos de inhibicion de 12 mm; y con el hexano, cloroformo y acetato
de etilo formaron halos de inhibicién que oscilaron entre los 8 y 12 mm. Estas diferencias
podrian deberse a que Castillo et al. (2014) usaron como disolventes hexano, cloroformo y
acetato de etilo; mientras que en este estudio se us6 como disolvente el metanol, que segun lo
que reporta un estudio realizado por Muenmuang et al. (2017), el extracto metandlico

proporciona el mayor rendimiento de extraccion del fruto de Morinda citrifolia.

El extracto de la pulpa de Morinda citrifolia a una concentracién de 6430 mg/mi
presento la menor actividad antifingica con un promedio de halos de inhibicion de 11.56 mm.
Estos resultados son similares a lo obtenido por Jayaraman et al. (2008). Sin embargo, estos
resultados discrepan con lo reportado por Barani et al, (2014), quienes emplearon el método
de difusion en disco, y a diferencia de del presente estudio, ellos utilizaron el extracto
liofilizado del jugo de la fruta a una concentracion de 1 mg/ml inhibiendo eficazmente el
crecimiento de Candida albicans, dando halos de inhibicion de 16.6 £ 0.3 mm, observandose
ademas que el patron de inhibicion aumentaba a medida que la concentracion del extracto
aumentaba.

En este estudio, la Candida albicans demostrd6 poca sensibilidad al extracto
metanodlico de la pulpa de Morinda citrifolia a pesar de haberse aplicado la méaxima
concentracion (6430 mg/ml) durante 24 horas, siendo esto concordante con lo obtenido por
Jayaraman et al. (2008). Sin embargo, esto difiere de lo reportado por West et al. (2012), ya
que ellos aislaron los iridoides de la pulpa de Morinda citrifolia y obtuvieron que todo el
crecimiento de Candida albicans se detuvo a una concentracion de iridoides 0.8 mg/ml.
Ademas, en la presente investigacion se obtuvo que la CMI del extracto metandlico de pulpa

de Morinda citrifolia fue 1607.5 mg/ml a un periodo de incubacion de 24 horas, siendo esto
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discrepante con lo reportado por Jainkittivong et al. (2009), quienes utilizaron el extracto
liofilizado del jugo de la pulpa y observaron que con la concentracion de 50 mg/ml no se
detect6 crecimiento de Candida albicans en un tiempo de incubacion de 30 minutos y a 60
mg/ml no se detectd crecimiento en un tiempo de 15 minutos. Probablemente estas diferencias
se deban a que Jainkittivong et al. (2009), obtuvieron sus extractos mediante el proceso de
liofilizacion, lo que permiti6 una mayor conservacion de sus componentes volatiles o
termosensibles, mezclando la congelacion y deshidratacion (Bjelosevi¢ et al., 2020;

Gongalves, 2018).

La mayoria de investigaciones coinciden en que el efecto antifungico del extracto de
Morinda citrifolia tendria dependencia positiva respecto a la concentracion de la misma, es
decir a mayor concentracion se lograria mejor efecto antifingico (West et al., 2012; Barani et
al., 2014; Jainkittivong, 2009), siendo esto concordante con los hallazgos obtenidos en esta
investigacion, ya que la cascara, semilla y pulpa demostraron su mejor actividad antifungica

frente a Candida albicans, cuando fueron utilizadas a su maxima concentracion metanélico.

Actualmente, los productos naturales derivados de las plantas para el manejo y control
de las enfermedades, han cobrado importancia por su efectividad a bajo costo (Cayo y
Cervantes, 2020). Por ello, la importancia de esta investigacion radica en que aporta
informacién relevante sobre las propiedades antifungicas de Morinda citrifolia frente a
Candida albicans, ya que esta levadura demostré ser muy sensible al extracto metanélico de
las semillas de Morinda citrifolia. Esto sienta las bases para realizar futuras investigaciones
gue puedan enriquecer mas el conocimiento para la creacion de un producto hecho a base de
semilla de Morinda citrifolia que pueda ser usado en ensayos clinicos aleatorizados como
colutorios o pastas tdpicas, asi como agente de limpieza para prétesis dentales con el fin de
prevenir y combatir la candidiasis, ya que la Morinda citrifolia es un producto muy

comercializado, popular, econémico y no genera reacciones adversas.
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Dentro de las limitaciones de esta investigacidn, no se encontraron estudios donde se
evalle la actividad antifangica de la cascara del fruto de la Morinda citrifolia, por lo que no
se pudo comparar con los resultados obtenidos este estudio. Sin embargo, resulta poco

relevante ya que la parte del fruto que presentd mejor actividad antifungica frente a la

Candida albicans fue la semilla.
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VI. Conclusiones

El extracto metandlico de las semillas, cascara y pulpa de Morinda citrifolia presento

efecto antifungico frente a Candida albicans.

El extracto metanolico de las semillas presentd mayor actividad fungistatica (muy
sensible, segun la escala de Duraffourd), seguido por el extracto metandlico de la cascara

y por ultimo, por el extracto de la pulpa (sensibles, segun la escala de Duraffourd).

La clorhexidina al 0.12%, present6 significativamente mayor actividad antiflngica respecto al

extracto metandlico de todas las partes del fruto.

El extracto metandlico de la cascara de Morinda citrifolia present6 la mayor CMI (2067.5
mg/ml), respecto al extracto metandlico de la pulpa (1607.50mg/ml); siendo el extracto

metanolico de las semillas el que presento la menor CMI (1366.25 mg/ml).

El extracto metandlico de la pulpa de Morinda citrifolia presentd la mayor CMF (3215
mg/ml), respecto al extracto metandlico de las semillas (2672.50 mg/ml); siendo el

extracto metanolico de la céascara el que presento la menor CMF (2067.5 mg/ml).
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VII. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de efectividad antifungica de los compuestos quimicos
mas representativos de Morinda citrifolia, como los iridoides, el eugenol y la

escopoletina frente a Candida albicans.

Se recomienda realizar mas estudios que evallen el potencial antifingico de otras partes

de Morinda citrifolia, como la raiz, la flor, el tallo y la hoja.

Se recomienda evaluar la combinacién de Morinda citrifolia con antiflngicos sintéticos

para verificar si existe sinergia significativa.

Se recomienda darle continuidad a esta linea de investigacion de Morinda citrifolia y

evaluar su efecto antifungico en biofilms proveniente de muestras clinicas.

Se recomienda evaluar in vitro la concentracion minima de citotoxicidad del extracto
metanolico de la cascara, pulpa y la semilla de la Morinda citrifolia usando lineas

celulares con el método de LCH50.
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0.12%)

Extractos EXTRACTO METANOLICO DE MORINDA CITRIFOLIA

ESPECIE Candida albicans

FUNGICA

MEDIO : Agar Dextrosa Sabouraud (FORMACION DEL HALO DE
INHIBICION)

Concentraciones | 8270 10690 6430 CONTROL Agua

de mg/ml mg/ml mg/ml POSITIVO destilada
(céscara) (pulpa)

Extracto (semilla) (Clorhexidina

Placa# 1 en (mm)

Placa # 2

Placa # 3

Placa #4

Placa #5

Placa# 6

Placa# 7

Placa #8
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Anexo B Matriz de consistencia

Evaluacion in vitro de la actividad antifungica del extracto metandlico de Morinda citrifolia (Noni) sobre cultivos de Candida albicans

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES ESCALA TECNICAY INSTRUMENTOS
DE .
METODO
MEDICION
¢Cudl es la Objetivo general: El extracto | Variable Tipo de | - vernier digital
actividad metanolico de | independiente: ) Estudio: calibrado  (Vogel,
. e Evaluar in vitro la actividad Concentracion del Nominal/ .
antifingica del o la cascara, | Extracto ) Alemania) ®.
antifungica del extracto . extracto. -Prospectivo.
extracto ] pulpa y | metandlico de L
. metandlico de cascara, pulpa . . Politomica
metandlico de semilla de | Morinda - Transversal
. y semillas de Morinda . e
Morinda Morinda citrifolia _espectrofotémetro
o ) citrifolia (Noni) sobre cepas o ] - Analitico
citrifolia “Noni” citrifolia “Noni”. DR 6000 UV-VIS®
; Candid de Candida albicans. Noni
rente aCandida (Noni) Disefio:
albicans ? Objetivos especificos: presentaria
actividad Variable -Experimental
e Determinar la actividad antifingicade | dependiente: in vitro.
fungistatica del extracto
- forma Efecto METODO
metanélico de cascara, significativa antifangico Diametro de halo
pulpa y semillas de la sobre cepas de | sobre Candida de inhibicion. De razén -Observacion.
Morinda citrifolia (Noni) .
albicans
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sobre cepas de Candida
albicans.

Determinar la actividad
fungicida del extracto
metandlico de cascara,

pulpa y semillas de la
Morinda citrifolia (Noni)
sobre cepas de Candida
albicans.

Determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del
extracto metandlico de
cascara, pulpa y semillas dela
Morinda citrifolia (Noni)
sobre cepas de Candida

albicans.

Candida

albicans.

-Método

estadistico.
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Anexo C Clasificacion taxondmica de Morinda citrifolia

+ 0 Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

=" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS »}00

Museo de
; m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO | B 9
\ _UNMsSM
8 ARG Nciconvrosonos MUSEO DE HISTORIA NATURAL s

“Afio de la Universalizacién de la Salud”

CONSTANCIA N°60-USM-2020

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:

La muestra vegetal (Hojas y fruto) recibida de SARA MERCEDES MEDRANO
COLMENARES; estudiante de la Universidad Nacional Federico Villarreal, ha sido
estudiada y clasificada como: Moerinda citrifolia L. y tiene la siguiente posicién taxonémica,
seguin el Sistema de Clasificacion de APG IV (2016).
ORDEN: RUBIALES
FAMILIA: RUBIACEAE
GENERO: Morinda
ESPECIE: Morinda citrifolia L.

Nombre vulgar: “Noni”
Determinado por: Dra. Joaquina Alban Castillo

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.

Lima, 26 de febrero de 2020

oC

JAC/yhr.



Anexo D Documento INNS

o
Instituto de
Investigacién
Nutricional

upPC
Universidad Peruana
de Clencias Aplicadlas

Laboratorio de Biologia Molecular
IIN — UPC

Recepcion de muestras

Fecha: _7_/06_/2021 _

~ Nombre

_RESPONSABLE _
v Apellidos |

ORIGEN

DESTINO

Instituto de Investigacion
Nutricional (IIN)

Rosa More 10:14

Transportado por:

Total, de Tipo de Cédigo de muestras
muestras muestra
1kg Noni
Observaciones:

e [Estas muestras serdn transportadas directamente al Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Investigacion Nutricional para su posterior andlisis.

—

Firma

Firma
Responsable Responsable TIN
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Anexo F Obtencion y activacion de la cepa de Candida albicans
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Anexo G Resultados para la determinacion de la actividad fungistatica

NONI vs Candida albicans (Stock)

Cascara E 1 Pulpa

Semilla

Anexo H Resultados para la determinacién de la CMI 'y CMF
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Semilla de NONI vs Candida albicans

Pulpa de NONI vs Candida albicans
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