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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
hojas Persea americana Mill. (palta) frente a la cepa de Candida albicans ATCC
10231.

Métodos: Se empled un disefio experimental. La poblacion y muestra vegetal
estuvo representado por 6 kg y 1,5 kg respectivamente de hojas de Persea
americana Mill. (palta) recolectadas en la provincia de Huacho del departamento de
Lima; y la muestra bioldgica estuvo representada por la cepa Candida albicans
ATCC 10231 adquirida en el centro de control analitico de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la UNMSM. Se realizaron ensayos de solubilidad, identificacion de
metabolitos secundarios y el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de las
hojas Persea americana Mill. (palta) a concentraciones del 25 %, 50 %, 75 % y 100
% frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231 mediante el método de difusion

en agar.

Resultado: El extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea americana Mill. (palta)
presento buena solubilidad unicamente en solventes de naturaleza polar, mediante
el tamizaje fitoquimico se puedo evidenciar la presencia de compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides, esteroides y triterpenoides, finalmente no se evidencio efecto
antifungico, reportandose halos de inhibicion de 6 mm de igual medida al control

negativo de agua destilada.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea americana Mill.
(palta) no presentd efecto antifungico ante la cepa de Candida albicans ATCC
10231.

Palabras claves: Persea americana Mill.,, extracto hidroalcohdlico, Candida

albicans, efecto antifungico.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antifungal effect of the hydroalcoholic extract of
Persea americana Mill. (avocado) leaves against the Candida albicans strain ATCC
10231.

Methods: An experimental design was used. The population and plant sample was
represented by 6 kg and 1,5 kg, respectively, of leaves of Persea americana Mill.
(avocado) collected in the province of Huacho in the department of Lima; and the
microbiological sample was represented by the strain Candida albicans ATCC
10231 acquired in the analytical control center of the Faculty of Pharmacy and
Biochemistry of the UNMSM. Solubility tests, identification of secondary metabolites
and the antifungal effect of the hydroalcoholic extract of Persea americana Mill.
(avocado) leaves at concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% against the strain

Candida albicans ATCC 10231 were carried out using the agar diffusion method.

Result: The hydroalcoholic extract of Persea americana Mill. (avocado) leaves
presented good solubility only in solvents of a polar nature, through phytochemical
screening the presence of phenolic compounds, tannins, flavonoids, steroids and
triterpenoids could be evidenced, finally no antifungal effect was evidenced |,
reporting inhibition halos of 6 mm of equal measure to the negative control of distilled

water

Conclusions: The hydroalcoholic extract of Persea americana Mill. (avocado)
leaves did not show antifungal effect against the Candida albicans strain ATCC
10231.

Keywords: Persea americana Mill., hydroalcoholic extract, Candida albicans,

antifungal effect



INTRODUCCION

Las infecciones causadas por hongos tanto en humanos como en animales han
aumentado en las ultimas décadas, las micosis oportunistas son responsables de
una amplia gama de enfermedades, desde infecciones localizadas hasta
enfermedades diseminadas fatales, como aspergilosis, candidiasis. Se sabe que
las plagas generadas por clases del grupo Candida, especificamente por Candida
albicans estan en crecimiento con un 50 % de incidencia de especies de Candida,
estos organismos muestran potencial virulento caracteristico, susceptibilidad

antifungica y epidemioldgica’.

Subsisten cerca de 200 grupos de Candida, el 10 % se encuentran descritos
relacionados a afecciones. En 80 % de los sucesos, el microorganismo preminente

de las plagas esta representado por Candida albicans 2.

Asimismo, se considera que el 75 % de las féminas han experimentado un suceso
de vaginitis candidiasis en su organismo, la cual es motivo secundario mas comun
del sindrome de influjo vaginal. La especie Candida albicans es el responsable del

85-90 % de casos 34.

Cabe destacar que el Peru es considerado como regiéon megadiverso, ya que
cuenta con variedad de suelos, gracias a las distintas areas territoriales y agentes
del medioambiente, que ayudan al crecimiento de muchas hierbas con distintos

componentes curativos, como la antifungica.

En gran medida, una variedad de recursos vegetales posee propiedades
medicinales en los que la materia prima activa son las hojas, flores, cortezas o sus
productos secundarios como extracto, tintura, aceite, y otros como jugo y cera,
Candida albicans simbolizan el 70 % y 80 % de cepas. Las tasas obtenidas
mediante técnicas adecuadas. Se utilizan con fines profilacticos, curativos,
paliativos o de diagnostico. Los fitoterapéuticos tradicionales son sintetizados a
partir de plantas medicinales utilizadas tradicionalmente por una poblacién,
comunmente sin riesgo para la salud, confirmadas por estudios toxicoldgicos
agudos, y demostrada su eficacia a través de estudios etnofarmacoldgicos, o datos

obtenidos de la documentacion tecnocientifica y publicaciones indexadas °.



El uso de estas drogas vegetales esta reconocido por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS); sin embargo, se recomienda que se realicen estudios cientificos
para comprobar su eficacia. Estudios recientes han demostrado la eficacia

antimicrobiana y antiinflamatoria de numerosos extractos de plantas >.

Varias plantas han sido objeto de estudios para demostrar cientificamente sus
multiples efectos beneficiosos y promover una mejor indicacion como terapia
alternativa por ejemplo la Persea americana Mill., conocido como arbol de aguacate
o palta, es un arbol con hojas perennes perteneciente a la familia Lauraceae,
originario de Centroamérica y actualmente distribuido en regiones tropicales y
subtropicales. La droga vegetal del aguacate consiste en hojas secas que
contienen al menos un 0,4 % del total de flavonoides expresados en apigenina y un

0,14 % de aceite esencial 8.

Muchos extractos de plantas tienen distintas finalidades terapéuticas, por lo que los
estudios con sustancias naturales representan un importante campo de
investigacion que puede aportar grandes beneficios en la terapia, siendo importante

estudiar sus efectos antimicrobianos sobre los microorganismos.

Es preciso sefialar que la resistencia a la anfotericina B es rara, existen reportes de
casos de resistencia secundaria a Candida albicans y de resistencia primaria en
Candida lusitaniae y Candida guilliermondii °. Los primeros reportes de resistencia
a los azoles fueron descritos por Holt y Azmi, quienes reportaron cepas del género

Candida resistentes al miconazol°.

La palta o aguacate es un arbol siempre verde, a pesar de que las hojas presentan
una longevidad sorprendentemente corta, que no supera los 12 meses. Se
caracteriza por un rapido crecimiento en altura y propagacion, alcanzando alturas
de hasta 20 m, sus raices son poco profundas y tienen poca absorcion de agua y
conductancia hidraulica''. La palta pertenece a la familia Lauraceae tipica de los
climas tropicales o subtropicales y al género Persea, que se divide en tres
subgéneros diferentes que engloban a mas de 150 especies: Persea (solo 2

especies, P. americana y P. schiedeana)'?13,

Los acidos grasos monoinsaturados son los predominantes; dentro de este grupo

destaca el acido oleico como uno de los mas caracteristicos. Otros acidos grasos



importantes del fruto del aguacate, aunque menos abundantes, son los acidos
linoleicos (poliinsaturado) y palmitico (saturado). La abundancia de estas
sustancias, junto con el hecho de que algunos de los principales beneficios
saludables del aguacate se han atribuido a su elevada concentracién en acidos
grasos monoinsaturados, hacen de los lipidos una de las familias quimicas mas
estudiadas en la plata. La palta también es una fuente fundamental de vitaminas,
en especial de la E y C, colorantes como antocianinas, clorofilas y carotenoides y

mixturas fendlicos y alcoholes relacionados 1415,

A lo largo de los afios, numerosos investigadores han llamado la atencién sobre la
conexién entre el consumo de palta y una mejor salud, encontrando que algunas
de las numerosas sustancias presentes en la fruta del aguacate estan
estrechamente relacionadas con varios efectos saludables para los seres humanos:
mantenimiento del colesterol sérico normal, control de peso, control de la diabetes,

prevencion del cancer, etc 1617,

La especie Candida albicans, es un hongo que crece de dos formas
desarrollandose en funcién de la temperatura para su crecimiento, como levadura,
normalmente a 37 °C en el huésped y como hongo de aspecto filamentoso a 25 °C

en la naturaleza'@.

Presentan una estructura de células ovaladas o redondas, agrupadas en diminutos
grupos, en forma de levadura actia como saprofita cohabitando con el hospedero
mientras que, en la estructura de hongo filamentoso se alarga comportandose como
parasito patégeno produciendo sintomas en el huésped aprovechandose de un
sistema inmunitario deprimido y asi convirtiéndose en microorganismos

oportunistas originando enfermedades como la candidiasis °.

Aproximadamente hay 163 especies del género Candida, de estos 10 son los
causantes de la mayoria de las afecciones siendo la especie Candida albicans la
mas frecuente e importante, a esto se suma el surgimiento de resistencias a
farmacos y un inminente desplazamiento de cepas sensibles por otras mas

resistentes debido al uso masivo de antifingico como preventivo y terapéutico 20-22,

Entre los antecedentes nacionales de la investigacién tenemos:



Canaza M., y Misaray M. (2018), evaluaron la actividad antifungica in vitro, del
extracto etanolico de Persea americana. El extracto etandlico al 100% es la
concentracién que presenta mayor efecto antifungico. Ademas, el extracto etandlico
de la semilla de Persea americana en sus diferentes concentraciones presenta

efecto antifingico “in vitro” sobre Trichopyton rubrumalbicans?3.

Floyd K. (2019), evalu¢ la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923 del extracto etandlico de palta asimilado con oxacilina 10 pg. In vitro.
El extracto a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %, 100 % presento halos de 9,10
mm, 15,00 mm, 19,70 y 22,00 mm, pero esta densidad no sobrepasa a la clase

oxacilina que logré un halo de inhibicién de 31,10 mm 24,

Maravi |, et al. (2019), investigo sobre la actividad antibacteriana de la semilla de
la palta en Staphylococcus aureus ATCC 25923. Observandose un aumento
gradual de los halos de inhibicion hasta 13,83 mm El extracto presento actividad “in
vitro” en Staphylococcus aureus ATCC 25923 a concentraciones altas y por ultimo,
el extracto etandlico de palta tuvo una actividad antibacteriana en un 50%

comparado con ciprofloxacino 2°.

Leon B, Mattos L. (2021), Ise efectuaron ensayos In vitro para determinar el efecto
de los microorganismos Trichoderma harzianum (T), Bacillus subtilis (B) vy
fertilizante proteinato de cobre (P) para el control de Lasiodioplodia theobromae y
Fusarium verticillioides asociados a semillas de palto.La interaccion entre T.
harzianum + Proteinato de cobre fue el tratamiento con mayor efecto en la inhibicién
micelial de los patdégenos con 91.23 % seguido del fertilizante proteinato de cobre
con 87.67 % y T. harzianum con 81.84 % de inhibicion, en comparacion a Bacillus

subtilis. que tuvo menor efecto en el control de estos patdégenos fungosos?6.

Sanchez E. (2016), evaluo el efecto antibacteriano “in vitro” del extracto etandlico
de la semillaa de palta en Enterococcus faecalis ATCC29212. Los promedios de
halo de inhibiciéon fueron: 11,2; 13,09; 15,35; 19,35 mm, de didametro, a sus
concentraciones: 10; 25; 50 y 75 % respectivas. El extracto etandlico de palta en
sus distintas concentraciones, tiene efecto antibacteriano “in vitro” en Enterococcus

faecalis %7,

Entre los antecedentes internacionales tenemos:



Makopa M. et al. (2020), El método de microdilucion en caldo se utilizé6 para
investigar la susceptibilidad antibacteriana y antifungica de las cepas microbianas
hacia los extractos de hojas, se concluyé que los extractos de hojas de P.
americana contienen fitoquimicos con efectos antibacterianos, antifungicos y
inhibidores de la a -glucosidasa. Se requieren mas estudios para la identificacion
de los compuestos activos en los extractos de hojas responsables de estos efectos

observados.?8.

Audiline M. (2020), El objetivo de este estudio fue identificar la composiciéon
quimica de la Persea americanaMolino. extracto etandlico de hoja (EEFPa)
mediante la técnica UPLC-QTOF-MS/MS, para verificar su actividad antifungica
mediante una prueba de sensibilidad , para inducir la formacion de biopeliculas en
discos de resina acrilica y cuantificar su formacion mediante reduccion de sal de
tetrazolio (MTT), asi como tratarlas con el extracto y fluconazol. Se identificaron
diez de los doce compuestos presentes en el extracto. En la prueba de sensibilidad,
la concentracién inhibitoria minima mas baja observada fue de 512 pg/mL, mientras

que las concentraciones de fluconazol oscilaron entre 64 y 1 ug/mL2°,

Jesus D , et al (2015), evalud la actividad antifungica del extracto de Persea
americana en el biofiim de Candida albicans y su citotoxicidad en cultivo de
macrofagos (RAW 264.7). Para determinar la concentracidn minima inhibitoria
(MIC) se realizd una microdilucion en caldo. Posteriormente, se analizaron las
concentraciones de 12,5, 25, 50, 100 y 200 mg / ml (n = 10) con 5 min de exposicion
en biopeliculas maduras en pocillos de microplacas durante 48 h. La MIC del
extracto fue 6. 25 mg / mL y con 12,5 mg / mL se eliminé el 100% de los cultivos

plancténicos 0.

La micosis causada por Candida albicans, a experimentado un aumento en las
ultimas décadas. Las zonas mas afectadas son los pliegues cutdneos donde la
humedad favorece un habitat adecuado para su desarrollo. Se puede manifestar

como: erosion interdigital, candidiasis del pafial, onicomicosis 3'.

El presente trabajo de investigacion se justifica, teniendo en cuenta la resistencia
de la Candida albicans a los antifungicos sintéticos, se hace necesario estudiar
métodos alternativos como los extractos de plantas, y con el popular uso

terapéutico de la palta y algunos estudios que sugieren sus efectos antimicrobianos

5



y antiinflamatorios, es de interés estudiar este extracto para ampliar su indicacién
terapéutica.

El objetivo general de la investigacion fue:

Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea
americana Mill. (palta) frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231.

La hipdtesis general de la investigacion fue:

El extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea americana Mill. (palta) presenta

efecto antifungico in vitro frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231.



Il. MATERIALES Y METODOS
21 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION
Enfoque: Cuantitativo.
Experimental: Se manipul6 la variable independiente.

Analitico: Es un estudio que busco establecer relacion de causa-efecto entre las

variables de estudio.

Explicativo: Se interpreté porque ocurre un hecho. Se evalué el efecto antifungico
del extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea americana Mill. (palta) ante la cepa
de Candida albicans ATCC 10231

Prospectivo: La recoleccion de los datos se realizé conforme ocurren los hechos.

Transversal: La recoleccidon de los datos se realizdé por unica vez en un momento

determinado.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion vegetal estuvo constituida por 6 kilogramos de hojas de Persea
americana Mill. (palta) procedentes de la provincia de Huacho del departamento de

Lima a una altura de 200 metros de altitud.

La muestra vegetal estuvo constituida por 1500 gramos de hojas de Persea

americana Mill. (palta).

El muestreo fue aleatorizado, se consideré las técnicas de recoleccién de especies
vegetales.

La muestra bioldgica estuvo representada por la cepa Candida albicans ATCC
10231 adquirida en el centro de control analitico de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la UNMSM.

Criterios de inclusion:



e Hojas en buenas condiciones.
o Material vegetal procedente de la provincia de Huacho departamento de
Lima.

e Material vegetal debidamente identificado y certificado.

Criterios de exclusion:

e Hojas maltratadas, rotas, sin conservacion.
e Material vegetal sin ficha de clasificacion.

e Cepas bioldgicas sin certificado de analisis.
2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente:El extracto hidroalcohdlico de las hojas Persea americana
Mill. (palta)

Definiciéon conceptual: Concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Persea americana Mill. (palta).

Definicidon operacional: Extracto elaborado con una mezcla de alcohol al 70° y las

hojas de Persea americana Mill. (palta).

Variable dependiente: actividad antifungico frente a la cepa Candida albicans
ATCC 10231.

Definicion conceptual: El diametro del halo de inhibicion es la reduccidon o

disminucién del crecimiento antifungico.

Definicién operacional: La actividad antifungica se evalué mediante el método de

difusién en agar.

2.4 Técnicas e Instrumento de recoleccion de datos

Los instrumentos que se emplearon fueron las fichas de observacién para el ensayo

de la solubilidad, para la marcha fitoquimica y la actividad antifungico.

2.5 Procedimientos para la recoleccion de datos



Se realizé con los siguientes procesos:

2.5.1 Recoleccion y preparacion del extracto hidroalcohodlico de las hojas

Persea americana Mill. (palta) 32

Se recolecté 6 kg de hojas de Persea americana Mill. (palta) procedentes de la
provincia de Huacho del departamento de Lima , luego de la seleccién, limpieza y
desinfeccién se procedid a secar en estufa a 40 °C posteriormente se trituro y se
procedio a macerar en mezcla de agua y etanol 70 % durante 10 dias con agitacién
diaria, transcurrido este tiempo se filtr6 y el liquido filtrado se colocé a la estufa a
40 °C hasta obtener un extracto seco. Finalmente se realizé el pesaje y se coloco
en un frasco de vidrio color oscuro y se almacend en refrigeracion hasta su posterior

uso.
2.5.2 Ensayo de solubilidad®?

Del extracto seco obtenido, con la ayuda de una varilla de vidrio se utilizé una
pequefia muestra y se coloco en el fondo de cada tubo de prueba, luego se adiciond
1 mL de los siguientes solventes: agua, etanol, metanol, éter de petréleo, acetona,

cloroformo, hexano.
2.5.3 Ensayo de la marcha fitoquimica3?

Del extracto obtenido se realizé distintas pruebas de identificacién de diversos
compuestos quimicos por medio de variaciones de coloracion o aparicion de
precipitados, donde se determind la existencia de los principales metabolitos

secundarios.

Ensayo de Shinoda (Flavonoides)

Se coloco 20 gotas del extracto en un tubo, se agregaro de 2 a 3 virutas de

Magnesio y también gotas de &cido clorhidrico concentrado.
Ensayo de Mayer, Dragendorff y/o Wagner. (Alcaloides)

La disolucién del extracto se filtré hasta quedar cristalino. Se tomo una proporcion

del colado para la prueba con los reactivos de Mayer, Dragendorff, y Wagner.

Ensayo de Borntrager (Quinonas)



Si la proporcién no se encontrd en cloroformo, debe concentrarse el disolvente y el
residuo disolverse en 1mL de cloroformo. Se adicioné 1mL de hidroxido de sodio o
potasio al 5 %. La prueba se cosnidero positivo si la etapa acuosa basica se colored

de rosa, en esta situacion se declara (++) o rojo, o también se declara (+++)33.

Ensayo de Baljet (Cumarinas)

Si la proporcién del modelo a utilizar no se encuentra en alcohol, se deberia
concentrar el disolvente y se debe disolver en 1mL de etanol. En seguida, se
anadira 1mL del reactivo. El ensayo se considera verdadero, cuando hay una

pigmentacion de tono rojo o precipitado rojo (++y +++) 33,

2.5.4 Actividad antifingico por el Método difusiénen agar3*

La actividad antifungica se realizé en el centro de control analitico de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM por el método de difusion en agar, con
este método nos permitié evaluar la actividad antifungica del extracto extracto
hidroalcohdlico de las hojas Persea americana Mill. (palta) frente a la cepa de

Candida albicans.

El ensayo se fundamenta en la inhibicion del desarrollo fungico, mediante la
expansion de los elementos activos en un medio sélido y se comprueba en funcion

al desarrollo de halos cerca de las colonias.

Para la elaboracion de la supresién del indculo, se utilizo el microrganismo Candida
albicans en el medio de agar glucosa Sabouraud por 48 h. Después de suspender
al microorganismo en solucion salina 0,85 % y se ajusto6 la turbiedad al semejante

al tubo 0,5 de la escala de McFarland.

Se utilizé el agar glucosa Sabouraud al inocular 1 mL de suspensién de inoculacion
(1 x 108 ufc / mL) por 100 mL de promedio, homogeneizar y distribuir en laminas
Petri de vidrio de diametro medio de 90 mm, fueron rotulados con el apelativo del
microorganismo. Por ultimo, se realizaron agujeros con un punzon de acero con un

didmetro exterior de 11 mm, haciendo 2 o 3 agujeros equidistantes en cada placa.
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La inoculacion e incubacion de la muestra poner 100 pyL del extracto de la
concentracién anterior en el pocillo, se dej6 reposar a temperatura ambiente
durante 30 minutos y luego incubo a 37 ° C durante 24 horas. Se observo que las
areas luminosas de inhibicion del aumento (halos) y se midieron los diametros en
mm. Se utilizé las siguientes estimaciones para garantizar una actividad antifungico
sustancial a un halo de inhibiciéon superior a 18 mm segun Rojas3®, mientras que
Duraffourd y Lapraz plantean una interpretacion de (-) Nula: Diametro (< 8 mm); (+)
Perceptible inferior: Diametro (8 - 14 mm); Promedio (muy sensitivo): Diametro (14

- 20 mm) y Fuertemente sensitivo: Diametro (> 20 mm) 5.

Se utilizé6 como:
Control positivo: fluconazol 0,2 mg/mL

Control negativo: agua destilada

2.6 Métodos de analisis estadisticos

Luego de obtener los resultados, se realizé el analisis recurriendo a la estadistica
descriptiva utilizando programa Microsoft Excel - 2019. Los datos estuvieron
representados por los halos de inhibicion medidos a las 24 horas de incubacién,

donde se registro la reduccion del halo de crecimiento.

2.7 Aspectos éticos

La presente investigacion se desarrollo considerando las nhormas de Helsinki y las
normas de buenas practicas de laboratorio, por ser un estudio de caracter

microbioldgico y reducir al minimo el posible dafio al medio ambiente 6.
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M. RESULTADOS

3.1 Ensayos preliminares para el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana Mill. (palta)

Tabla 1. Solubilidades del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana Mill. (paita)

SOLVENTES RESULTADOS
MN-hexano =
Cloroformo =
Etanol 96% +++
Metanol ++

Eter de petréleo -

Agua destilada ++

Acetona =

Donde: {-) Inscluble {(+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble

En la tabla 1, se puede apreciar que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana Mill. (palta), presenta una solubilidad media y alta en presencia
de solventes de naturales polar como el agua destilada, etanol 96%, metanol,
mientras que fue insoluble frente solventes de apolares como la acetona, éter de
petréleo, cloroformo y n-hexano.
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3.2 De la marcha fitoquimica

Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohélico de las

hojas de Persea america Mill. (palta)

METABOLITOS
ENSAYO RESULTADO
SECUNDARIOS
Compuestos fendlicos Rvo. FeCls 5% ++
Taninos Rvo. Gelatina 1% +
Flavonoides Rvo. Shinoda +
Esteroides y Rvo. Liebermann
+
triterpenoides Burchard
Cardendlidos Rvo. Baljet -
Rvo. Dragendorff -
Alcaloides
Rvo. Mayer -
Antraquinonas Rvo. Borntranger -
Saponinas Espuma persistente +
Donde: (+++) abundante (++) Moderado (+) Leve (-) Ausencia

En la tabla 2, se puede apreciar la presencia de metabolitos secundarios

como: compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, saponinas, esteroides y

triterpenoides.
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3.3 Ensayo del efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Persea america Mill. (palta)

Tabla 3. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana Mill. (palta)

CEPA Candida albicans

Concentracion del extracto Halos de inhibicion (mm)
hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana Mill. (palta)

(%) n= promedio
Repeticiones 1 2 3 Total

100 6 6 6 6

75 6 6 6 6

50 6 6 6 6

25 6 6 6 6
Control positivo 16.04 | 18.42 | 18.11 17.52
Control negativo 6 6 6 6

- Concentracion del inoculo 1 x 10° UFC/mL.

- Control positivo: Fluconazol 0.2 mg/mL

- Control negativo: agua destilada

- Volumen inoculado 40 uL

- Tamafio de los pocillos es de 6mm, cuando se reporta dicha medida indica
que no hay formacion de halos.

En la tabla 3, se describen los resultados de la actividad antimicética del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta). Se observa que los
halos de inhibian para todas las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Persea americana Mill. (palta) y el control negativo fueron de 6 mm.
mientras que el control positivo reporto un halo de inhibicion del 17.52 mm.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

Conforme con los analisis realizados como se indica en la tabla 1, se puede
apreciar que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill.
(palta), presenta una solubilidad media y alta en presencia de solventes de
naturales polar como el agua destilada, etanol 96%, metanol, mientras que fue
insoluble frente solventes de apolares como la acetona, eter de petroleo, cloroformo
y n-hexano; esto debido a que los diversos componentes que conforman en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta) como
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, esteroides y triterpenoides, tiene
afinidad a los compuestos polares. EI contenido descrito de metabolitos
secundarios es parecido a los reportados por Ajayi®” en el afio 2017, en el extracto
metandlico de las hojas de Persea americana Mill., donde evidencia la presencia

de saponinas, taninos, flavonoides, terpenoides, etc.

En la tabla 3, se describen los resultados de la actividad antifungico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta). Se observa que los
halos de inhibian para todas las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Persea americana Mill. (palta) y el control negativo fueron de 6 mm.
mientras que el control positivo reporto un halo de inhibicién del 17.52 mm, otros
investigadores han reportado actividad antifungica y antibacterianas para extractos
hidroalcohdlicos de otras especies vegetales, otra investigacion determiné el
mecanismo de accion de los 3 extractos mas potentes de Persea americana Mill.
Los tres extractos mas potentes contra Staphylococcus epidermidis fueron los
extractos de etanol:agua, diclorometano:metanol y acetona.LlLos agentes
antibacterianos generalmente actian sobre las membranas de los
microorganismos para afectar la interrupcion y la permeabilizacion®’. Otros estudios
previos realizados en extractos de agua/etanol de Cissus
welwitschii contra Bacillus cereus por Moyo y Mukanganyama?®2. Otros estudios
han informado mecanismos de fuga de proteinas y eliminacion de especies
reactivas de oxidacion inducidas por fitoquimicos®®, lo que puede usarse para

explicar el resultado obtenido en este estudio, donde los efectos de fuga de
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proteinas por los extractos de etanol: agua y diclorometano: metanol

contra Staphylococcus epidermidis pero no hubo fuga de acido nucleico.

Al evidenciar que en nuestro ensayo los resultados fueron negativos podrian
explicarse que la ausencia de actividad es debido al antagonismo de utilizar un
extracto no refinado o fraccionado®, pero el extracto no pudo actuar sobre la
membrana nuclear, que rodea el material de acido nucleico; por lo tanto, no se

evidencio el ensayo antimicotico*®,

Otras investigaciones reportaron buena actividad antifungica para extracto
hidroalcohdlica de Persea americana, con una concentracion minima inhibitoria

(MIC) de 32 pg/ml para Candida glabrata resistente a fluconazol.

Otros reportes de investigacién indican que los valores de MIC inferiores o iguales
a 100 ug/ml para la actividad antimicrobiana esta relacionada con la presencia de
flavonoides. Los resultados obtenidos para P. americana se encuentran dentro de
este rango. Se sabe que los flavonoides tienen actividad antimicrobiana, y la
presencia de rutina o rutosido y quercetina en los extractos probablemente
contribuyé a esta actividad. En un estudio de Araruna et al*', la actividad
antifungica del metabolito rutosido presenté una CIM de 32 ug/ml contra
tres especies de Candida ( C. albicans, C. kruseiy C. tropicalis). El mecanismo de
la actividad antifungica de los flavonoides probablemente se deba a la capacidad
de formar complejos con proteinas extracelulares y solubles de la pared celular

fungica

A pesar de que nuestros resultados muestran valores no favorables, es importante
destacar seguir realizando ensayos y pruebas mas especificas debido a que las
infecciones causadas por especies de Candida han aumentado significativamente
en los ultimos 30 afos, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. La
Candida albicans es el patégeno mas frecuentemente aislado en pacientes con
esta condiciéon con una alta morbilidad y mortalidad. Aunque Candida albicans es
la especie aislada con mayor frecuencia, y destaca por su menor sensibilidad a los

antifungicos, principalmente a los azoles.
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4.2 Conclusiones

- Mediante el tamizaje o marcha fitoquimica los componentes destacados en
el extracto hidroalcohdlico son los compuestos fendlicos, taninos caté

quicos, flavonoides, esteroides y triterpenoides.

- El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta) no

presenta actividad antifungico frente a la cepa de Candida albicans.

- El control positivo fluconazol presento un halo de inhibicién del 17,52 mm.
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4.3 Recomendaciones

- Realizar la separacién de los metabolitos secundarios del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta)

- Realizar ensayos de toxicidad para las diversas fracciones del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta), a fin de

garantizar su seguridad.
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Anexo A. Operacionalizacion de variables

Unidad
. Definicién Definicién . . .
Variables . Dimensiones Indicadores | de
conceptual operacional
medida
Variable Concentracion  del
Ind dient Mezcla de extracto
ndependiente . .
P aguay alcohol | hidroalcohdlico  de
Extracto de 70° y las Persea americana Presencia de
hidroalcohdlico hojas de “palta” metabohtgs mg/mL
de Persea Persea secundarios
americana americana a Tamizaje
“palta” “Palta” fitoquimico
Variable Capacidad de | Sensibilidad Inhibicion del Halo de
Dependientes una s.us'fa.nc?,l? micética frente al cr.ec'lrplento inhibicién milimetros
para inhibicion | extracto micatico (mm)
el crecimiento (mm)

Actividad
antifingica frente
a Candida
albicans ATCC
10231

micotico

hidroalcohdlico de
la palta obtenidas
por medicion del
diametro de los
halos de inhibicion
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Anexo B. Instrumentos de recoleccion de datos

Ensayo de solubilidad del extracto hidroalcohélico de las hojas de Persea americana Mill. (palta)

SOLVENTES RESULTADO

N-hexano

Cloroformo

Etanol

Metanol

Eter de petréleo

Agua destilada

Acetona

Donde: (-) Insoluble (+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble



Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill. (palta)

METABOLITOS SECUNDARIOS

ENSAYO

RESULTADO

Compuestos fendlicos

Rvo. FeClz 5%

Taninos

Rvo. Gelatina 1%

Flavonoides

Rvo. Shinoda

Esteroides y triterpenoides

Rvo. Liebermann Burchard

Cardendlidos

Rvo. Baljet

Alcaloides

Rvo. Dragendorff

Rvo. Mayer

Antraquinonas

Rvo. Borntranger

Saponinas

Espuma persistente

Donde: (+++) abundante (++) Moderado

(+) Leve (-) Ausencia
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Ensayo para el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea america Mill. (palta) frente a Candida
albicans ATCC 10231

CEPA Candida albicans ATCC 10231

Concentracion del extracto hidroalcohélico de las hojas de Persea Halos de inhibicién (mm)
america Mill. (palta
(%) n X

Repeticiones 1 2 3

100

75

50

25

Control positivo

Control negativo

n: numero de ensayos microbiolégicos X: promedio

Leyenda: Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz
e (-) Nula: Diametro (< 8 mm)
e (+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)
e (++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)
e (+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm
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Anexo C. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipétesis

Problema General

Objetivo General

Hipétesis General

e ;Cual es el efecto antifungico in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill. (palta) frente
a Candida albicans ATCC 10231?

Evaluar el efecto antifungico in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill (palta) frente a
Céndida albicans ATCC 10231.

o El extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill (palta) presenta
efecto antifungico in vitro frente a Candida
albicans ATCC 10231.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

e ;Cuales son los principales metabolitos
secundarios responsables del efecto
antifingico del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Persea americana Mill.
(palta)?

Identificar los principales metabolitos
secundarios responsables del efecto
antifungico del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Persea americana Mill
(palta).

¢ Los principales metabolitos
secundarios responsables del efecto
antifungico del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Persea americana Mill (palta)
son los compuestos fendlicos y flavonoides.

e ,Cual sera la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana Mill. (palta) frente a Candida
albicans que presenta mayor efecto
antifingico?

Determinar la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana Mill (palta) frente a Candida
albicans que presenta mayor efecto
antifungico.

e La concentracion al 75 % del extracto
hidroalcohdlico de las hojas Persea
americana Mill (palta) frente a Candida
albicans presenta mayor efecto antifungico.

e ; Cual es el efecto antifungico in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill. (palta) frente a
Candida albicans en comparacion a
fluconazol?

Comparar el efecto antifungico in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill (palta) con
fluconazol frente a Candida albicans.

e El extracto hidroalcohdlico de las hojas
Persea americana Mill (palta) presenta
efecto antifungico in vitro en comparacion
con fluconazol frente a Candida albicans.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS

Se seguiran los siguientes procesos: recoleccion y preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana Mill (palta), ensayo de
solubilidad, ensayo de la marcha fitoquimica, ensayo de la actividad antimicética
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Anexo D. Certificado de clasificacion taxdnémica

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO

Email: jocamde@gmail.com

Ce] 1963680079 ~Urb. Santa Luzasila,

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO - CBP N* 3796 ~ INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y
PRODUCTOS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N* 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTIFICA.

Que, Kelly Jenifer Curo Miranda v Deysi Erika Herrera Rios, cstudiantes de la
Universidad Maria Auxiliadora, con fines de investigacion han solicitado la
identificacion y certificacion botanica de una planta conocida con el nombre vulgar de
“palta®, la muecstra fértil ha sido estudiada e identificada como:
Persea americana Mill. Segin la base de Tropicos que sigue el Sistema moderno de
clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998 por El Grupo para la
Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG 11 (2003). APG 111 (2009) y APG IV
(2016), este Sistema de clasificacion considera a todas las plantas verdes en la Clase
Equisctopsida (Chasse, MW y JL. Reavel. 2009), la muestra vegetal estudiada se
ubica en las siguientes categorias taxonémicas.

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Magnolianae
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea
Especie: Persea americana Mill.

Nombre vulgar: “palta™
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.

Lima, 13 de octubre del 2021

C.B.P.3796

JR. SANCHEZ SILVA N® 156- piso 2. Urb. Santa Luzmila. Lima 07

Emailjocamdeagmai.com; joricamposa yahoo.ex
aX £ A
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Anexo E. Certificado del efecto antifungico

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peria, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00076-CPF-2022

ORDEN DE ANALISIS 000063/2022

SOLICITADO POR HERRERA RiOS, DEYSI ERIKA
DIRECCION -

MUESTRA EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS

| Persea americana mill. (PALTA)
NUMERO DE LOTE ---
CANTIDAD 01 frasco de SmL aprox.
FECHA DE RECEPCION 15 de Febrero del 2022
FECHA DE FABRICACION : -
FECHA DE VENCIMIENTO -

MICROORGANISMO Extracto hidroalcohélico de hojas Persea americana Mill. (Palta)
_Longitud de halos de inhibicion (mm)
Control | Control 100% 75% 50% 25%
B positivo | negativo
Candida albicans 16.04 6 6 6 6 ! 6
18.42 6 6 6 6 | 6
18.11 6 6 6 6 | 6

= El tamaiio de los pocillos es de 6 mm, por lo tanto, cuando se reporta esta medida
indica que no hay formacién de halos de inhibicion.

Volumen inoculado: 40 ulL.

Concentracion del inoculo: 1 x 10° UFC/mL

Control positivo: Fluconazol 0,2 mg/mL

Control negativo: agua destilada

100%, 75%, 50% y 25%: diluciones del extracto hidroalcohélico de hojas Persea
americana Mill. (Palta)

Lima, 08 de Marzo del 2022

Q.F. Paul Iv

Gutierrez Elescano
tro de Control Analiti

BUREAU VERITAS

.isES’ ﬂ]



Anexo F: Evidencias Fotograficas del desarrollo experimental
N s ‘ "

Figura 1. Elaboracion del macerado hidroalcohdlico

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2. Proceso de obtencion del extracto vegetal

Fuente: Elaboracion propia
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Extracto al 25% Extracto al 50%

Extracto al 100%

Extracto al 75%

Figura 3. Halos de inhibiciéon del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Persea americana Mill. (palta)

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo G: Resolucién de aprobacién del Proyecto de Tesis

RESOLUCION N° 040-2022-FCSA-UMA

Lima, 31 de enero del 2022

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

Visto: El informe de conformidad N™044-UD-UMAS2022 M. Eduardo Percy Matta Solis del Proyecto de Tesis
presentado por los Bachilleres en Farmacia y Bioguimica, DEYS! ERIKA HERRERA RIDS y KELLY JENIFER
CURD MIRANDA.

CONSIDERANDO:

Que, mediante & expediente presentade DEYS| ERIKA HERRERA RIOS y KELLY JEMIFER CURD
MIRANDA, egresado de i Camera Profesional de Farmacia y Bioquimica solicita la aprobacicn del Proyecio
e Tesis “EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Persea americana Mill. (PALTA) FRENTE A LA CEPA DE Candida albicans ATCC 10231".

Cue, el menconado documenio cuenta con la aprobacidn del Mg. Eduarde Matfa Solis, quien ha revisado &l
Proyectn de Tesis realizando las observaciones, comecciones y aprobacion comespondiente, emiten el
Dictarnen favorable y su inscripcidn comespondiente;

Que, en tal senfido se inscribe el presenie Provecto de Tesis al libro de Inscripcidn de Proyects de Tesis enfa
(Orficina de Grados y Tituos;

Que, con tal motivo es menesier diclar ks resolucidn cormespondients;

Esfando el Dictamen de la Comisidn Revisora ded Proyecto de Tess en concordancia con las disposiciones
reglamentarias vigenles, y en uso de ias airbuciones a este Decanalo, por la Ley Universitana 30220, y el
Estatuto de 13 Universidad:

RESUELVE

PRIMERQ. - APROBAR =l Proyecto de Tesis: “EFECTQ ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Persea americana Mill. (PALTA) FRENTE A LA CEPA DE
Candida albicans ATCC 10231", presentado por los Bachilleres: de la Camera Profesional de Farmacia v
Bioquimica.

SEGUNDO. - DEJAR ESTABLECIDO que Ios bachBeres estan en condiciones de continuar con & tramite
respectivo para opiar el Tiulo Profesional. debiendo sujetarse a las disposiciones contemidas en el Reglamento
de Grados y fitulos, ieniendo en coeenta los plazos aprobados.

REGISTRESE. COMUNIQUESE ¥ ARCHIVESE

[
Dr. Jhannel Sarmaniage laaguin
/' Dacano de la Facultad da Clencias da la Salud
Universidsd Maria Auxilindora

Av, Canio Bello 431, S Jusn de Lurigancho
Tels: 180 1112
v aenapu e, pe
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