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RESUMEN

La busqueda de compuestos con actividad antifingica es de gran trascendencia, debido a la dificultad que se presenta al
combatir enfermedades causadas por microorganismos patégenos. El objetivo del estudio fue determinar la susceptibilidad
de las cepas de Candida albicans frente al extracto etanolico de la cascara de Punica granatum y la Concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto de la cascara de Punica granatum sobre cepas de Candida albicans. Se trabajé con 4 cepas
de Candida albicans (C1, C2, C3, C4) y 5 concentraciones distintas del extracto etandlico de la cascara de Punica granatum
(50 mg/mL, 100 mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, 250 mg/mL), considerando tres repeticiones por cada cepa. Como resul-
tado se obtuvo que todas cepas de Candida albicans en estudio fueron susceptibles al extracto etanélico de la cascara de
Punica granatum. Para determinar la CMI se utiliz6 la concentracion mas baja (50 mg/mL) que causd susceptibilidad de
todas las cepas en estudio, los valores obtenidos fueron para las C1'y C3 de Candida albicans, CMI de 1.56 mg/mL.; para
la C4 de Candida albicans CMI de 3.125 mg/ mL. y para la C2 , CMI fue de 6.25 mg/mL.

Palabras clave: pruebas de sensibilidad microbiana, concentracién minima Inhibitoria, Candida albicans, Punica granatum
(DeCS).

SUSCEPTIBILITY OF CANDIDA ALBICANS TOETHANOLIC
EXTRACT OF PUNICA GRANATUM PEEL

ABSTRACT

The search for compounds with antifungal activity is of great importance, due to the difficulty that occurs when combating
diseases caused by pathogenic microorganisms. The objective of the study was to determine the susceptibility of the strains
of Candida albicans against the ethanolic extract of the Punica granatum peel and the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of the Punica granatum peel extract on strains of Candida albicans. We worked with 4 strains of Candida albicans
(C1, C2, C3, C4) and 5 different concentrations of the ethanolic extract of the Punica granatum peel (50 mg / mL, 100 mg
/' mL, 150 mg / mL, 200 mg / mL , 250 mg / mL), considering three repetitions for each strain. As a result, it was obtained
that all strains of Candida albicans under study were susceptible to the ethanolic extract of the Punica granatum peel. To
determine the MIC, the lowest concentration (50 mg / mL) that caused susceptibility of all the strains under study was used;
the values obtained were for C1 and C3 of Candida albicans, MIC of 1.56 mg / mL; for the C4 of Candida albicans CMI of
3.125 mg / mL and for C2, CMI was 6.25 mg / mL.

Keywords: Microbial Sensitivity Tests, Minimum Inhibitory Concentration, Candida albicans, Punica granatum (MeSH).

MEDICINA NATURISTA - 2020; Vol. 14 - N° 1 ( E



Maco-Serquén L, Moreno-Mantilla M, Iglesias-Osores S. Susceptibilidad de Candida albicans a extracto etanélico de cascara de Punica

granatum.

INTRODUCCION

Anualmente 26 millones de personas padecen infeccién
fungica y mas de 1,6 millones muere cada afio (Global
Action Fund for Fungal Infections). Dentro de ese contexto
figura la candidiasis, enfermedad causada por especies del
género Candida, siendo la especie mas implicada Candida
albicans (8). En dicho proceso el oportunismo de esta
levadura se ve favorecido a su condicion de comensal en
piel y mucosas Y, a factores predisponentes del individuo
(21), por lo que su incidencia ha aumentado provocando
un 25% de micosis superficiales y entre el 75y 88% de in-
fecciones flngicas nosocomiales (8).

Sin embargo, la vulvovaginitis por C. albicans se encuentran
entre las enfermedades que mas afecta a las mujeres y al
igual que la candiduria continlan siendo un problema de
salud mas comun en las infecciones flingicas sobre todo
asociado a factores iatrogénicos de pacientes con tratamiento
prolongado de antibidticos, corticosteroides, diabéticos y
cateterismo. En el tracto urinario se forman microplacas
blanquecinas que en pocas ocasiones llegan a los rifiones,
produciendo pielonefritis; entidad clinica observada con
mas frecuencia en recién nacidos (6,9).

En los ultimos afios el uso de plantas medicinales se esta
incrementando, alrededor del mundo, un 80% de personas
que viven en paises en vias de desarrollo usa exclusivamente
plantas medicinales tradicionales para necesidades primarias
de salud (Organizacién Mundial de la Salud). Dentro de
ellas esta la granada (Punica granatum), planta con mdltiples
propiedades terapéuticas que es empleada en diferentes
paises existiendo en la actualidad gran interés por el estudio
de esta especie vegetal (30,36).

Diversos extractos a partir de su jugo, semillas, cascara y
fruto completo han sido empleados de la granada; de igual
manera sus hojas, flores y raices exhiben propiedades an-
tioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antihelminticas,
antibacteriales, antitumorales, antivirales y astringentes.
Incluso han sido administrados para el control de diabetes
mellitus, hiperlipidemia, hipertension, arterosclerosis,
problemas bucales, infertilidad femenina, disfuncion eréctil,
obesidad, Alzheimer, diarrea y Ulceras (36). Por tanto, hay
necesidad de investigar la susceptibilidad de los extractos
de la granada frente a Candida albicans.

En tal escenario los productos naturales constituyen una
alternativa para combatir diversas enfermedades infecciosas
y, dado que en nuestro pais existe una variedad de plantas
medicinales, fue objetivo de la presente investigacion de-
terminar la susceptibilidad de cepas de Candida albicans a
diferentes concentraciones del extracto etandlico de la
cascara de Punica granatum.

d

MATERIALES Y METODOS

Muestra

Se trabajo con 4 cepas de Candida albicans (C1, C2, C3,
C4) y 5 concentraciones distintas del extracto etandlico de
la cascara de Punica granatum (50 mg/mL, 100 mg/mL,
150 mg/mL, 200 mg/mL, 250 mg/mL), considerando tres
repeticiones por cada cepa, se realizaron un total de 60
evaluaciones.

Identificacion de cepas de Candida albicans

La caracterizacion macroscopica y microscopica de Candida
albicans, se realizé en Agar Sabouraud. Para su identificacion
se realizd la prueba del tubo germinativo segun la Norma
Técnica Peruana N° 44 del INS (17). Ademas de la obser-
vacion de Clamidosporas, asi como la identificacion en
Chromogenic Candida Agar (CCA).

Extracto etandlico

La obtencion del extracto etandlico de la cascara de Punica
granatum se realiz6 mediante el método empleado por
Gonzales (18).

Prueba de susceptibilidad y CMI: Se trabajo con el método
de Disco de difusién (Kirby - Bauer), y la evaluacion de la
CMI con el método de macrodilucion en tubo segun Norma
Técnica Peruana N°30 de INS (24).

Anélisis de datos

El Disefio de Investigacion utilizado fue el de estimulo
creciente y para el andlisis estadistico de los datos, obtenidos
en la experimentacion correspondiente se realizd

un Andlisis de Varianza (ANAVA).

Halos de Inhibicién por
CC. del cepa

Extracto = C1 C2 C3 C4
etandlico

50 15,00 12,67 13,00 12,67
mg/mL

100 22,00 17,00 19,33 15,33
mg/mL

150 25,00 24,33 24,00 22,33
mg/mL

200 25,67 25,00 25,00 26,33
mg/mL

250 28,00 20,67 26,67 28,33
mg/mL
Promedio 23,13 20,93 21,6 21,00

Tabla N° 01. Promedio de los diametros de los halos de inhi-
bicion de Candida albicans a diferentes concentraciones del
extracto etanélico de Punica granatum (granada).
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en Chromogenic Candida Agar.

Figura 01. A) Observacion microscopica, tubo germinativo de Candida albicans; B) Cepas de Candida albicans

RESULTADOS

Los valores obtenidos demostraron que todas las cepas de
Candida albicans en estudio fueron susceptibles al extracto
etandlico de la cascara de Punica granatum, encontrandose
algunas diferencias en el comportamiento de las cepas,
debido a que fueron enfrentadas a diferentes concentraciones
del extracto.

Se obtuvieron los promedios del didmetro en mm de los
halos de inhibicién para todas las cepas de Candida
albicans, de tal manera que la C1 obtuvo un promedio de
23.13 mm de inhibicion; la C2 un promedio de 20.93 mm
inhibicion; la C3 promedio de 21.6 mm inhibicion y la C4
un promedio de 21.0 mm de inhibicién.

Para determinar la CMI del extracto etandlico de la cascara
de Punica granatum (granada) sobre cepas de Candida al-
bicans, se trabajo el método de macrodilucién en tubo,
aplicado segin Norma Técnica Peruana N° 30 del INS
(29).

Se utilizaron cuatro cepas de Candida albicans (C1, C2,
C3, C4) y la concentracion de 50 mg/mL del extracto
etandlico, debido a que fue la menor concentraciéon que
ejercié susceptibilidad sobre todas las cepas de Candida
albicans en estudio.

Se obtuvo como resultado que para la C1y C3 de Candida
albicans la concentracién minima que no permite su
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Cepas de Candida albicans | CC. 50
mg/ml

Control - - - -
positivo*

25 mg/mL -

|

6.25mg/mL -

|

1.56mg/mL - + +

|

0.39 mg/mL + + + +

|

Control + + + +
Negativo**

(*) Extracto + inéculo (**) Caldo sabouraud + inéculo
(***) Caldo sabouraud + Extracto

(+) Crecimiento; (-) No hay crecimiento

Tabla N° 02. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto
etanolico de la cascara de Punica granatum sobre cepas de
Candida albicans.

desarrollo visible es 1.56 mg/mL, sin embargo para la C2
de Candida albicans la concentracion minima que impide
su desarrollo es 6.25 mg/mL, a diferencia de la C4 cuya
Concentracion Minima Inhibitoria es 3.125 mg/mL.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos nos indican que el extracto
etandlico de la cascara de Punica granatum ejerce actividad
antifungica sobre Candida albicans (3,4,19,23,27,33,34).
Los estudios revelan que esto puede ser debido a la accion
de los compuestos bioactivos de la cascara (4), ya que
esta contiene alcaloides y aproximadamente 20% de taninos
totales altamente concentrados (4,27) incluyendo un alto
porcentaje (80%) de anémeros de punicalagina (32), gra-
natinas Ay B, gallagyldilacton, casuarinina, pedunculagina
(4,5,27,34) y es fuente importante de elagitaninos (5,32),
que pueden ser degradados por &cidos y bases fuertes o
mediante el uso de enzimas para formar un porcentaje sig-
nificativo de acido elagico (12,32).

Un andlisis realizado a la cascara de granada muestra mas
de 30 compuestos detectados, que incluyen: punicacortein
A, punicacortein B, punicacortein A, punicacortein B,
corilagina. Los compuestos superiores al 40% fueron:
glucosa, acido citrico, acido cafeico, acido punicina, pe-
dunculagina, tellimagrandina; y punicalagina presenté el
100% de deteccion (4). EI mismo estudio reveld el efecto
de los extractos de cascara de granada sobre la morfologia
y estructura de C. albicans y C. krusei, el cual se examind
mediante microscopia electronica de barrido y transmision,
con la visualizacion de una membrana irregular e hifas, for-
macion de vacuolas y engrosamiento de la pared celular.
Existen diferentes investigaciones sobre el uso y efectividad
de Punica granatum. El presente estudio fue realizado a
partir del extracto etandlico de la céscara de granada, a

concentraciones de 50 mg/mL - 250 mg/mL sobre cepas de
Candida albicans, obteniendo resultados de 12,66 mm
hasta 28.3 mm de halos de inhibicion; con una CMI de 1.56
mg/mL. Un ensayo similar con extracto metandlico del pe-
ricarpo de granada determin6 que existe efecto inhibitorio
contra las especies del género Candida, obteniendo la CMI
a concentraciones de 0.5 y 1 mg/mL; Candida albicans,
Candida kruseii, Candida glabrata, Candida parapsilopsis
fueron inhibidas a la dosis de 0.5 mg/mL y Candida tropicalis
a 1 mg/mL (19). Cabe sefalar que el tipo de extracto y la
concentracion de metabolitos responsables de la inhibicion,
que se encuentran en las distintas partes de la planta,
puedan marcar las diferencias entre las experimentaciones.
Segun el tipo de extracto y la parte de la planta utilizada, se
deduce que los extractos de Punica granatum son eficaces
contra Candida albicans, notandose mayor efectividad con
los extractos etanolicos del pericarpio (cascara y corteza)
de granada, asumiendo de esta manera que los principios
activos estan presentes en gran proporcién en esta parte
de la planta, asi como lo sefiala la literatura.

Mas estudios revelan que el extracto acuoso de Punica
granatum posee efectos antifingicos similares al miconazol
(35), importante en el tratamiento antifingico; un estudio
comparativo demostro que P. granatum a concentracion de
100 mg/mL, tiene actividad definida contra Candida, sin
embargo el efecto de inhibicion es menor que el de la
nistatina (100 mg/mL); un aumento en la dosis de medicacion
podria alcanzar una actividad similar a la del medicamento
(23).
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En referencia a los promedios de los halos de inhibicién
obtenidos segun el ANAVA existen diferencias entre las
cepas evaluadas, sin embargo la prueba discriminatoria de
Tukey (0.5), indica que esta diferencia no es significativa;
en relacion a las diferentes concentraciones del extracto,
se pudo observar que si existen diferencias significativas,
notandose que a medida que aumenta la concentracién
existe mayor susceptibilidad, demostrandose que la sus-
ceptibilidad de Candida albicans es directamente proporcional
a la concentracion del extracto de Punica granatum.

La CMI obtenida en este estudio fue de 1.56 mg/mL, coin-
cidiendo con los reportes de otras investigaciones que ob-
tuvieron CMI de 0.125 mg/mL (4), 0.128 mg/mL - 1.024
mg/mL (34), 0.5-1 mg/mL (19); estos experimentos fueron
realizados con extracto etandlico de la cascara de Punica
granatum. Estos resultados sugieren al extracto de granada
como agente antifungico prometedor (34).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran
la susceptibilidad de Candida albicans, procedente de in-
fecciones vaginales, frente al extracto etandlico de la
cascara de Punica granatum, contribuyendo en la investigacion
de nuevas alternativas para la terapia antimicética.

CONCLUSION

Las cepas en estudio (C1, C2, C3, C4) de Candida albicans
son susceptibles al extracto etandlico de la cascara de
Punica granatum, a concentraciones de 50 mg/mL, 100
mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL y 250 mg/mL, lo cual fue
evidenciado por la presencia de halos de inhibicién,
notandose que la cepa mas resistente fue la C2 con un
halo de inhibicion de 20.93 mm y la cepa méas susceptible
es la C1 con un halo de inhibicién de 23.13 mm.

Con respecto a la CMI del extracto de la cascara de Punica
granatum sobre cepas de Candida albicans, se concluyd
que la cepa mas resistente C2 es inhibida a una concentracion
minima de 6.25 mg/mL; mientras que la cepa mas sensible
C1 se inhibi6 a una concentraciéon minima de 1.56 mg/mL.

Fuente de financiacion: autofinanciado.
Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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