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RESUMEN

La presente investigacion evalua la actividad antimicotica in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana (palta) frente a
cepas de Candida albicans. El disefio de investigacion fue no experimental,
aplicada, prospectivo y exploratorio constituido por seis tratamientos con
ocho repeticiones. Se utilizo el método de maceracion para extraer los
compuestos bioactivos de una solucidn hidroalcohdlica. La actividad
antimicética se determiné mediante la técnica Kirby Bauer utilizando discos
impregnados con diversas concentraciones del extracto. La susceptibilidad
se cuantifico midiendo las zonas de inhibicion del crecimiento; la
Concentracion minima inhibitoria (CMI) se obtuvo realizando diluciones
seriadas en medio liquido mientras que la Concentracion minima fungicida
(CMF) mediante cultivo en medio solido. Los hallazgos evidenciaron que el
extracto hidroalcohodlico obtenido de Persea americana ejerce un efecto
inhibitorio frente a Candida albicans a 20,625 mg/ml la cual produjo
15,37625 mm de halo de inhibicidén, cumpliendo asi la sensibilidad limite
(214 mm) segun la escala de Duraffourd y Lapraz. Obteniéndose como CMI
a 20,835 mg/ml mientras que la CMF a 21,669 mg/ml. Se concluye que el
extracto hidroalcohdlico de Persea americana presenta actividad

antimicoética frente a Candida albicans.

Palabras claves: Candida albicans, Persea americana, CMI|, CMF.
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ABSTRACT

The present investigation evaluates the in vitro antifungal activity of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Persea Americana (Avocado) against
strains of Candida albicans. The research design was non-experimental,
applied, prospective and exploratory, consisting of six treatments with eight
repetitions. The maceration method was used to extract the bioactive
compounds in a hydroalcoholic solution. The antifungal activity was
determined by the Kirby Bauer technique using discs impregnated with
various concentrations of the extract. Susceptibility was quantified by
measuring the zones of growth inhibition; the Minimum inhibitory
concentration (MIC) was obtained by performing serial dilutions in liquid
medium while the Minimum fungicidal concentration (MFC) was obtained by
cultivation in solid medium. The findings showed that the hydroalcoholic
extract obtained from Persea americana exerts an inhibitory effect against
Candida albicans at 20,625 mg/ml which produced 15,37625 mm of
inhibition zone, thus meeting the limit sensitivity (=14 mm) according to the
Duraffourd and Lapraz scale. Obtaining the MIC at 20,835 mg/ml while the
CMF at 21,669 mg/ml. It is concluded that the hydroalcoholic extract of

Persea Americana presents antifungal activity against Candida albicans.

KEYWORDS: Candida albicans, Persea americana, CM|, CMF.
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INTRODUCCION

El territorio peruano alberga una extensa variedad de flora con
propiedades terapéuticas, las cuales son aprovechadas por los indigenas
y ancianos de las comunidades empiricamente debido a sus grandiosos
efectos curativos que contribuyen tanto a la prevencion de enfermedades
como a la recuperacion del bienestar fisico. Mientras que solo una pequena
cantidad de especies ha sido estudiada para verificar las posibles

aplicaciones farmacologicas. (1)

Las plantas medicinales son organismos del reino vegetal que se
caracterizan por contener compuestos bioactivos con efectos
farmacoldgicos, ya sean favorables como nocivas para la salud, ya que
poseen principios activos como flavonoides, quinonas, taninos, esteroides
entre otros, que ayudan en la prevencion, tratamiento de enfermedades. En
la fabricacion de una variedad de preparados medicinales, se emplean
distintos componentes anatémicos de estas especies vegetales como las
raices, tallos y hojas. Varios estudios han evidenciado que los extractos
derivados de plantas podrian ser una opcion viable para combatir

infecciones bacterianas y micaéticas. (2)



La Persea americana forma parte de la familia Lauracea, comprende
52 géneros y aproximadamente 3500 especies, siendo uno de los grupos
mas ancestrales dentro de las plantas con flores de dos cotiledones. Los
principales centros de distribucién de esta familia son el Sudeste asiatico y

Ameérica tropical. (3)

La Candida albicans es la especie que se destaca como el patégeno
mas comun, con una incidencia creciente de infecciones atribuidas a este
microorganismo. Las infecciones ocasionadas por esta levadura
representan un desafio continuo porque son oportunistas y debido a su
prevalencia, tienden a desarrollar resistencia a diversos antibiéticos como

una medida defensiva. (4)

Esta investigacion tiene como propdsito principal evaluar la actividad
antimicotica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana
(palta), frente a Candida albicans y poder considerarlo como una opcion

terapéutica alternativa.



11.

CAPIiTULOI

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En la actualidad, la poblacion mundial se esta expandiendo
rapidamente, dando Ilugar al correspondiente aumento de
enfermedades. Esto incluye enfermedades infecciosas resultantes
de virus, hongos, bacterias y otros patégenos. Este fenémeno se
evidencia en el incremento de casos de infecciones invasivas por
Candida observado en los ultimos afios, convirtiendo actualmente a
la Candida albicans como uno de los patégenos mas frecuentes,
capaz de proliferar en la superficie de la piel y en las mucosas
(incluyendo el tracto digestivo, cavidad oral y zona vaginal)
provocando infecciones micoticas. Como consecuencia, se estima
que entre el 5 % y el 10 % de las consultas en dermatologia se deben

a afecciones causadas por infecciones en la piel y las mucosas. (5)

Ademas, el conocimiento de la resistencia bacteriana a los
antibidticos se remonta a mas de 50 afos. Si bien la resistencia a los
hongos era poco comun en la década de los 80, en afios recientes

se ha observado un incremento significativo en los casos de fracaso



terapéutico en micosis en todo el mundo. Resaltando la importancia

de encontrar nuevos compuestos con propiedades antifungicas. (6)

En el ambito de las plantas medicinales se conoce que
contienen numerosos compuestos que pueden tener efectos
beneficiosos o perjudiciales para los organismos vivos, debido a los
principios activos presentes como flavonoides, alcaloides, taninos,
esteroides y otros, que contribuyen en la prevencion y tratamiento
de enfermedades. No contando muchas de estas plantas
medicinales con investigaciones farmacoldgicas que respalden las

acciones terapéuticas frente a diversas patologias. (1)

La Persea americana presenta diversos principios activos en
su semilla, hojas y fruto, atribuyéndosele asi propiedades
antioxidantes, analgésicas, antibacterianas segun referencias
cientificas. Sin embargo, se ha investigado poco sobre su actividad
antimicética, lo cual fue el propdsito principal de este estudio. Por
eso, existe un interés en comprender el potencial medicinal de esta
planta.

Por lo tanto, teniendo en cuenta también la problematica
mencionada se investigd la actividad antimicética del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana frente a cepas de

Candida albicans.



1.2.

FORMULACION DEL PROBLEMA

1.21.

1.2.2.

Problema principal

¢ Tiene actividad antimicotica in vitro del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Persea americana (palta)
frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231, Tacna

20227

Problemas secundarios

¢ Cual sera la actividad antimicética in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Persea americana (palta) frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231, Tacna 20227

¢Cual sera la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de Persea
americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC
10231, Tacna 20227

¢ Cual sera la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de Persea
americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC
10231, Tacna 20227

¢, Cuadles seran los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana

(palta), Tacna 20227



1.3.

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Recientemente, se viene evidenciado el incremento
significativo de la capacidad de Candida albicans para evadir los
efectos de los medicamentos antimicéticos que frecuentemente se
usan en su tratamiento. Este fendmeno supone un desafio
significativo para el bienestar colectivo ya que dificulta la efectividad
de los tratamientos y aumenta la morbilidad asociada a las
infecciones fungicas.

Por lo cual es esencial la busqueda de alternativa terapéuticas
que resulten efectivas ademas de seguras para tratar esta patologia.
Esto se manifiesta en la actualidad con los estudios centrados en
aceites esenciales y diversos extractos de las plantas. Habiendo en
nuestro pais una gran diversidad cultural y biologica, caracterizado
por el uso tradicional de sus plantas medicinales, que son
aprovechadas por comunidades por sus beneficios terapéuticos.

Entre las plantas empleadas encontramos a la Persea
americana (palta), la cual ha mostrado un gran potencial debido a
sus propiedades farmacoldgicas de sus diferentes partes, incluso
sus hojas. Cultivandose en numerosos paises con temperaturas
moderadas y calidas, siendo el Peru uno de los paises donde se

produce. Siendo los diversos microclimas del pais, especificamente



en nuestra region los que brindan condiciones adecuadas para el
cultivo de la Persea americana.

Sin embargo, a pesar de los estudios existentes, la actividad
antimicdtica de esta planta aun no ha sido muy explorada. Por lo cual
el objetivo de la investigacion es contribuir al conocimiento cientifico
brindando informacion valida y confiable sobre la actividad
antimicdtica del extracto hidroalcohdlico in vitro de las hojas de
Persea americana (palta) y simultaneamente proporcione
fundamentos para que se desarrollen estrategias terapéuticas

innovadoras para el tratamiento de Candida albicans.



1.4.

ALCANCES Y LIMITACIONES

1.4.1. Alcances

La investigacidn se orientd hacia la actividad antimicotico
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana (palta) frente a Candida albicans. Se investigo
la viabilidad de que estos componentes proporcionen una

opcion terapéutica accesible para la poblacién.

1.4.2. Limitaciones

La recoleccion de las hojas de Persea americana (palta)
se vio limitado debido a que se tuvo que localizar un cultivo
adecuado para la investigacion y obtener el permiso del
dueio para su ingreso.

La escasa informacion bibliografica limito la capacidad de
contextualizar, y validar los hallazgos en un marco mas
amplio.

El acceso a los laboratorios fue dificultado debido a su

mantenimiento y remodelacion.



1.5.

OBJETIVOS

1.5.1.

1.5.2.

Objetivo general
Evaluar la actividad antimicética in vitro del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Persea americana (palta)

frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231,Tacna 2022.

Objetivos especificos

Determinar la actividad antimicética in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Persea americana (palta) frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231, Tacna 2022.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de Persea
americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC
10231, Tacna 2022.

Determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del
extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de Persea
americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC
10231, Tacna 2022.

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana

(palta), Tacna 2022.



1.6.

1.7.

HIPOTESIS

Hipétesis alterna

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana (palta)
si presenta actividad antimicética frente a cepas de Candida albicans

ATCC 10231.

Hipétesis nula

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana (palta)
no presenta actividad antimicética frente a cepas de Candida

albicans ATCC 10231.

VARIABLES
1.7.1. Variable independiente
Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana
(palta)
Indicadores
— Diametro de halo de inhibicién segun Escala de Duraffourd
— Concentracion del extracto hidroalcohdlico: 13,125 mg/ml;
15 mg/ml; 16,875 mg/ml; 18,75 mg/ml; 20,625 mg/ml; 22,5
mg/ml.
Escala de medicion:

— Cualitativa

— Cuantitativa

10



1.7.2. Variable dependiente
Actividad antimicotica
Agente patdgeno micético: Candida albicans ATCC 10231
Indicadores
Crecimiento micotico de Candida albicans
Escala de Medicion

— Turbidez
- UFC

11



1.7.3. Operacionalizacién de las variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES TIPO DE ESCALA
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Diametro de halo Nula (-)
Inhibicion del de inhibicién | Sensible limite (+)
crecimiento micotico segun Muy sensible (++) Cualitativo Nominal
debido al extracto | Formacion del | Escala de Sumamente
Extracto hidroalcohdlico, que | halo de inhibicion | Duraffourd sensible (+++)
hidroalcohdlico de | constituye un método | debido al extracto
las hojas de Persea | eficiente para extraer | hidroalcohdlico
americana (palta) y concentrar los 13,125 mg/ml
principios bioactivos 15 mg/mi
producidos por las 16,875 mg/ml Cuantitativo | Ordinal
plantas. Concentracion 18,75 mg/m
20,625 mg/ml
22,5 mg/mli

12




VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES TIPO DE ESCALA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Proceso a través del Halos de Didmetro en
cual se reduce o inhibicion milimetros (mm)
Actividad detiene su
antimicética crecimiento, Activacién de la
Agente micdtico afectando su | cepa e incubacion | concentracion
patégeno Candida | capacidad para a 37°C por 24 Minima inhibitoria Turbidez Cuantitativo Nominal
albicans ATCC | sobrevivir. horas para (CMI)
10231 Hongo  oportunista | observacion de
causante de colonias.
infecciones Concentracion
conocidas  como Minima Fungicida UFC
candidiasis.

(CMF)
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2.1.

CAPITULO I

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.1.1. Antecedentes internacionales

En Ecuador, Iglesia D. et al, se desarroll6 el estudio “Estudio
fitoquimico preliminar y actividad antioxidante de un extracto acuoso
de hoja de aguacate (Persea americana Mill.)” (2021). El extracto
liquido se prepard utilizando la técnica de repercolacion. Las
fracciones se sometieron a cromatografia en capa fina usando gel
de silice. La fase mdvil que se utilizo fue acido acético, butanol y
agua. Entre los diversos compuestos identificados; se destacaron los

polifenoles. Se reportd que su concentracion fue de 3950 mg/L. (7)

En Africa, Makopa M. et al, se desarroll6 el estudio “Efectos
antibacterianos, antifungicos y antidiabéticos de extractos de hojas
de Persea americana Mill. (Lauraceas)” (2020). Se evalud la
actividad antibacteriana frente a Klebsiella pneumoniae vy
Staphylococcus epidermidis mientras que el efecto antifungico frente
a Candida tropicalis. EI método que se utilizdé fue microdilucion en
caldo. El extracto que demostré ser el mas efectivo fue el de acetona

frente  a Staphylococcus  epidermidis exhibiendo CMI  de
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50 ug/mL. La Candida tropicalis mostré mayor susceptibilidad hacia
los extractos de Persea americana con 8% de viabilidad celular
minima, cuando se expuso al extracto de metanol. Demostrandose
que los extractos derivados de las hojas de Persea americana tienen
propiedades antibacterianas contra S. epidermidisy los extractos

tienen actividad fungistatica contra Candida tropicalis. (8)

En Brasil, Cosmo J. et al, se desarroll6 el estudio “Uso de los
productos naturales de las hojas del arbol fructifero Persea
americana frente a Candida sp. biopeliculas utilizando discos de
resina acrilica” (2020). Esta investigaciéon busco determinar los
componentes quimicos del extracto de hojas de Persea americana
y evaluar su efecto antifungico. Esto se llevé a cabo mediante un
ensayo de sensibilidad para estimular el desarrollo de biopeliculas
en superficies de resina acrilica cuantificando su desarrollo
utilizando el método de reducciéon de sal de tetrazolio (MTT). Se
lograron identificar diez de los doce componentes del

extracto. Registrandose una CMI de 512 pg/mL. (9)

En México, Guillén H. et al, se desarrolld el estudio
“ldentificacion de nuevos metabolitos secundarios en Persea
americana Miller variedad Drymifolia” (2019). En el cual se

determind la composicion quimica de 54 muestras de Persea
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americana Mill var. Drymifolia, recolectadas en la region productora
de palta en Michoacan. Identificandose 47 metabolitos secundarios,
incluyendo a 16 que no habian sido documentados previamente en
las hojas de esta planta. Entre los compuestos identificados en todas
las muestras se encuentran el estragol, cariofileno, heptacosano, [3-
pineno, acido hexadecanoico y a-tocoferol. Destacando el estragol,
conocido por sus propiedades antifungicas, insecticidas vy
genotoxicas, debido a su elevada concentracion de 26,53%,

respecto al total. (10)

En Nigeria, Ajayi O. et al, se desarroll6 el estudio “Evaluacion
de la potencia antibacteriana y la deteccion fitoquimica de extractos
de hojas de Persea americana sobre aislados bacterianos y fungicos
seleccionados de importancia clinica” (2017). En donde los extractos
mostraron diferentes actividades antimicrobianas contra todos los
organismos de prueba evidenciando zonas de inhibicion que
oscilaron entre 10,27 mm y 34,20 mm. Los extractos de hojas fueron
efectivos frente a todos los organismos; siendo el extracto
metandlico de Persea americana el que tuvo la mayor actividad
antibacteriana (34,20 mm) mientras que el extracto acetonico tuvo la

mayor actividad antifungica (12,60 mm). En el estudio fitoquimico se
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identificaron alcaloides, taninos, flavonoides, terpenoides vy

saponinas. (11)

En Brasil, Jesus D. et al, se desarrollé el estudio “Extracto
glicolico de Persea americana: estudio in vitro de la actividad
antimicrobiana contra biopeliculas de Candida albicans y evaluacién
de citotoxicidad” (2015). La CMI se llevd a cabo mediante la
microdilucion en caldo, analizando concentraciones del extracto
glicolico de las hojas de Persea americana (200 mg/ml, 100 mg/ml,
50 mg/ml, 25 mg/ml y 12,5 mg/ml) con una exposicion de 5 min a
biopeliculas maduras en microplacas por 48 horas. Se determind
que se exhibio CMI a 6,25 mg/ml mientras que a concentracion de
12,5 mg/ml se erradicé completamente los cultivos planctonicos. Las
biopeliculas, experimentaron una disminucion notable a 50, 100 y
200 mg/ml. Se demostrod viabilidad celular por encima del 55% a

concentraciones de 12,5; 25 y 50 mg/ml. (12)

En Ecuador, Chunga A, se desarrolld6 el estudio
“Determinacion de la accion antimicética in vitro de un gel elaborado
a partir del Aloe vera y Persea americana en la Universidad de
Guayaquil” (2014). Se extrajo el gel del Aloe vera mecanicamente

con un cuchillo mientras que el aceite de la semilla del aguacate se
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extrajo utilizando el método Soxhlet. La cromatografia de capa
delgada de lipidos revelo que el acido oleico fue el acido graso
insaturado predominante. Se empleo6 el método de difusién en agar
para evaluar tres formulaciones, destacandose la formulacion 3 con
un halo de inhibicion de 20 mm. La evaluacién organoléptica del gel
antimicético mostré que era homogéneo, libre de grumos y con
textura untuosa, resultando una alternativa natural para el

tratamiento de la dermatitis del pafial. (13)

En India, Mohammad S, se desarrollé el estudio “El perfil
fitoquimico y farmacolégico de Persea americana Mill”. (2010) En
esta revision se estudid los diferentes aspectos de Persea
americana Mill. Siendo esta planta utilizada en la medicina ancestral
en caso de hipertension, dolor de estomago, bronquitis, diarrea,
diabetes, antioxidante, antiviral, antibacterial. Se reportd, acido
abscisico glicosilado, b-galactésido, alcaloides, peptona, celulosa,
poliuronoides, citocromo P450, presencia de aceites esenciales en

esta planta. (14)
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2.1.2. Antecedentes nacionales

En Ayacucho, Conde H. et al, se desarroll6 el estudio “Efecto
antifungico del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Persea
americana Mill “palta hass” sobre Candida albicans ATCC 90028”
(2022). Como resultado se observé que a 100, 750 y 500 mg/ml, se
obtuvieron halos de inhibiciéon de 12,0 mm; 11,0 mm y 9,2 mm,
respectivamente. Frente a Candida albicans ATCC 90028 se obtuvo

una CMI de 18,75 mg/ml y CMF de 37,5 mg/ml. (15)

En Lima, Cruz J. et al, se desarroll6 el estudio “Efecto
antimicético del extracto etandlico de las hojas secas de Laurus
nobilis (Laurel) en cepas de Candida albicans, in vitro” (2018). El
método usado fue difusion de disco. La muestra fue el extracto
etandlico a diferentes concentraciones, realizandose repeticiones
para cada tratamiento. Se obtuvo como resultado que a una
concentracion de 100% presentd halo de inhibicion de 25 mm, que
fue categorizado como muy sensible. Mientras que a 50% se
evidencio actividad antimicotica moderada, categorizado como
sensible, teniendo como halo de inhibicién de 15,33 mm y a 25%

presento halo de inhibicion de 10,33 mm. (6)
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En Lima, Canaza M, se desarrolld el estudio “Efecto
antifungico del extracto etandlico de la semilla de Persea americana
(palta) en cepas de Trichophyton rubrum, in vitro” (2018). Se
identificaron los metabolitos mediante analisis fitoquimico
encontrando compuestos fendlicos, taninos, lactonas, saponinas, y
azucares reductores. Se empleo el método de difusion en discos
para el analisis, realizando tres repeticiones para cada tratamiento y
se utilizé Terbinafina a 0,3 mg/ml como grupo control. Resultando
que a 100%, 50% y 20 % se producen los siguientes halos de

inhibicion 29,43 mm; 25,02 mm y 23,63 mm. (5)

En Trujillo, Mantilla J, se desarrolld el estudio “Efecto
antimicotico in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla de
Persea americana Mill en cepas de Candida albicans” (2018). Se
utilizé la técnica de macrodilucidn y el de difusion en agar. Se obtuvo
como CMI a 312,5 ug/ml, la cual no evidencio turbidez. Mientras que
en la CMF de 2500 ug/ml se logré una inhibicion superior al 99%.
Este efecto pueda deberse a los metabolitos presentes reportados
en algunos estudios fitoquimicos como los flavonoides, taninos. En
los cuales el mecanismo de accion parece centrarse en la inhibicion

de la germinacion de los conidios fungicos. (16)
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En Lima, Curo Ky Herrera D., desarrollaron el estudio “Efecto
antifungico in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana Mill. (palta) frente a la cepa de Candida albicans
ATCC 10231” (2022). El material vegetal se recolecto en la provincia
de Huacho y se macero6 con alcohol al 70% durante 10 dias. En su
marcha fitoquimica hubo presencia leve (+) de flavonoides, taninos,
saponinas, esteroides; y moderado (++) de compuestos fendlicos. La
técnica que se uso fue el de difusion en agar, realizando agujeros
con un punzon de acero. Se realizo diluciones inoculando 100 pl del
extracto hidroalcohdlico en el pocillo. Los resultados reportaron
halos de inhibicion de 6 mm, lo cual evidencio ausencia de efecto

antifungico. (17)

En lIquitos, Delgado H, se desarrolld el estudio “Actividad
antibacteriana in vitro del extracto acuoso liofilizado de hojas de la
especie Persea americana (palta) sobre microorganismos
patogenos, ESSALUD” (2014). Los resultados demostraron que para
E. coli, se observé una actividad del 56,35% a 200 mg/ml; y del
63,61% a 400 mg/ml y 300 mg/ml. Mientras que frente a S. aureus,
exhibié actividad del 49,18% a 200 mg/ml y 300 mg/ml; y del 52,43%
a 400 mg/ml. Se determiné que la CMI fue de 64 mg/ml para E.

faecalis, 32 mg/ml para E. coliy 64 mg/ml para S. aureus. (18)
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2.2.

BASES TEORICAS

2.2.1. Actividad antimicoética

Segun la literatura, se han identificado 284 compuestos con
propiedades antimicoticas, clasificados en 11 categorias distintas.
Entre estas categorias, los compuestos fendlicos, terpenoides y
alcaloides son los mas comunmente citados, representando el 47%,
29% y 11% respectivamente. Se ha documentado que en la literatura
se mencionan 123 compuestos fendlicos, 30 alcaloides y 80
terpenoides con propiedades antimicoticas. Ademas, se ha
observado que 1064 especies de plantas, pertenecientes a 150
familias diferentes, exhiben esta capacidad antimicética. (19)

Dado el numero significativo de investigaciones en curso sobre los
efectos antifungicos de plantas, se presentara un resumen de
algunos estudios relevantes. Por ejemplo, Braga y sus colegas
investigaron el potencial antifungico de veinte plantas usadas en la
medicina brasilefa tradicional frente a Cryptococcus neoformans y
Candida albicans. De los veinte extractos metandlicos analizados,
se encontré que los extractos de Occimum gratissimum, Schinus
terebintifolius, Piper aduncum y Cajanus cajan demostraron ser mas
efectivos frente a Candida albicans con CMI a 1,25 mg/ml. Por otro

lado, Syzygium cumini, Ocimum gratissimum y Bixa orellana
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exhibieron una fuerte efecto frente a Cryptococcus neoformans con
CMI a 0,078 mg/ml. (20)

De acuerdo con la investigacion realizada por Ferrari y
colaboradores sobre las semillas de Persea americana, se
compararon varios extractos incluyendo el etandlico, acuoso y
etéreo de manera notable el etandlico presentd una concentracion
superior de principios activos entre lo que se destaca los flavonoides

y taninos. (16)

La capacidad del etanol para extraer compuestos lipofilicos no
saponificables, que tienen una variedad de composiciones quimicas
y propiedades antioxidantes, explica las diferencias en las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) observadas en varios
estudios. Estas diferencias se deben a la utilizacién de diversos tipos

de extractos, como el extracto glicélico, metandlico y acuoso. (16)

Ademas, teniendo en cuenta que las biopeliculas de Candida
presentan un desafio particular, se han llevado a cabo
investigaciones sobre la eficacia de diversos extractos vegetales
sobre estas estructuras. Por ejemplo, Sardi y colaboradores
recopilaron informacion al respecto, destacando los aceites
esenciales de Croton cajucara Benth, que son ricos en linalol,

ademas de los extractos de Cassia spectabilis y Allium sativum. (21)
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2.2.2. Caracteristicas de la Planta

A. Descripcion botanica

La Persea americana es un arbol de tamafo grande a
mediano, tipicamente alcanzando alturas de 20 a 25 metros,
con un tronco recto y una corteza rugosa. Su copa es globosa
y acampanada, con ramas extendidas. Sus hojas, grandes y
verdes, son alternas y pueden medir entre 6 y 30 centimetros
de largo, formando un ramaje denso y abundante. La
estructura principal de la planta se caracteriza por un tronco
de forma cilindrica, compuesto de tejido lefoso,
distinguiéndose por su tendencia a formar ramificaciones y su
postura vertical, con una superficie externa rugosa. Sus raices
son pivotantes con ramificaciones. Con flores de tamafio
reducido, que emiten una fragancia perceptible, destacando
por su coloracién que combina tonos blancos con matices
verdosos y un diametro de 1 a 3 centimetros. El fruto es una
drupa carnosa, de forma ovoide, a menudo con apariencia
periforme, con una cascara gruesa que varia en color de
verde claro a oscuro y consta de tres partes: pulpa, corteza,
semilla. La pulpa es grasosa y puede presentar tonalidades

que van desde el amarillo hasta el verde. En su interior
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alberga una unica semilla de consistencia rigida y ovalada.
Hoy en dia, la palta se considera una fruta perenne, dado que

se cultiva en cualquier estacion del afo. (22)

Aproximadamente hay alrededor de 400 variedades, lo que
significa que los frutos pueden variar en forma y peso,

llegando a pesar entre 150 y 350 gramos. (23)

B. Clasificacion taxonémica

La Persea americana es parte de la familia Lauracea, que
comprende 52 géneros y alrededor de 3500 especies, y se
considera una de los grupos mas antiguos entre las plantas

con dos cotiledones. (5)

Reino: Plantae

- Divisién: Magnoliophyta
- Clase: Magnoliopsida

- Subclase: Magnoliidae
- Orden: Laurales

- Familia: Lauraceae

- Género: Persea

- [Especie: Persea americana
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C. Origen y distribucion

La Persea americana se origin0 en Mesoamérica,
particularmente en areas elevadas del centro y oriente de
México, asi como El Salvador y Guatemala. Distribuyéndose
desde Meéxico hasta Peru, abarcando Centroamérica,

Colombia, Venezuela y Ecuador. (24)

Los registros iniciales redactados por los cronistas espafoles
mencionan el cultivo y el empleo de la palta en Ecuador,
Panama, México, Colombia, Guatemala y Peru. (25) De
acuerdo con el relato de Garcilaso de la Vega, el Inca Tupac
Yupanqui introdujo la palta en el sur de Peru alrededor de
1450, después de someter a la tribu palta, situada en la zona

meridional de Ecuador y en el norte de Peru. (22)

Esta planta demuestra una notable versatilidad prosperando
en diversos entornos geograficos, principalmente en areas
tropicales y subtropicales, si bien su produccion mas
destacada se encuentra en América, con México como
principal productor. En Peru, la palta se cultiva desde las
zonas costeras hasta las regiones montafiosas, alcanzando

altitudes superiores a los 3000 msnm, lo cual sobrepasa las
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expectativas establecidas por varias teorias sobre su rango

altitudinal de distribucion. (26)

Varios elementos influyen en el desarrollo del cultivo, como la
temperatura, humedad, altitud, topografia y tipo de suelo.
Siendo su desarrollo 6ptimo para estos cultivos las altitudes

comprendidas entre los 400 y 1800 msnm. (27)

La planta tiene requisitos especificos para su crecimiento,
incluyendo temperaturas que oscilan entre 17 y 30 grados
Celsius. Las bajas temperaturas pueden afectar su desarrollo
de manera significativa. Ademas, requiere una cantidad
adecuada de agua, con precipitacion anual promedio de 1200
a 2000 mm y 60% de humedad ambiental. Adaptandose mejor
a zonas con inclinaciones moderadas no superiores al 30%,
con una textura media y profunda, buen drenaje y un pH acido
que oscila entre 5,5 y 6,5; asi como una buena cantidad de

materia organica. (27)

D. Composicion fitoquimica

Varios autores han descrito los componentes quimicos
presentes en la hoja de Persea americana, y en todos los

casos los datos proporcionados son similares. (28)
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Se han detectado varios metabolitos en las hojas esta planta,
incluyendo esteroides, saponinas, alcaloides, antocianinas y
polifenoles como, acidos fendlicos, taninos y flavonoides.
Estos compuestos desempefian un papel crucial en los
sistemas de proteccion de la planta, teniendo como funcion
principal contribuir a la resistencia del organismo vegetal
frente a diversas condiciones adversas. La cantidad y
diversidad de estos compuestos varia considerablemente y
depende de varios factores, como la edad de la planta, el tipo
de tejido, suelo y habitat, etc. (7) Las hojas de palta son la
fuente principal de polifenoles, los cuales son los principales
compuestos responsables de los efectos terapéuticos

asociados a esta planta. (29)

Los taninos son polimeros de naturaleza polifendlica. Siendo
sus grupos fendlicos hidroxilados los que confieren la
propiedad de establecer enlaces complejos, su afinidad mas
notable es con las proteinas ademas en menor grado estos
compuestos también demuestran capacidad para interactuar
con otras entidades moleculares, entre estas se incluyen a los
iones metalicos, con estructuras mas grandes como los

polisacaridos, asi como formar complejos con aminoacidos
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individuales Estos complejos pueden obstaculizar el
desarrollo o la funcionalidad de los microorganismos
metandgenos y los protozoos que habitan en el rumen, ya sea
eliminandolos o inhibiendo su proliferacion. (30)

Los flavonoides son colorantes de origen natural presentes en
los vegetales que actuan protegiendo al organismo frente a
dafios provocadas por agentes oxidantes, como los rayos UV
y ciertos compuestos quimicos que se encuentran en los
productos comestibles. Debido que el organismo humano es
incapaz de sintetizarlos, es necesario obtenerlos a través de
la alimentacion o mediante suplementos. Los flavonoides
estan ampliamente distribuidos en diversos productos

alimenticios, incluyendo verduras, frutas y varias bebidas. (31)

Los distintos estudios indican que el follaje de la planta son
una notable reserva de sustancias con una potente actividad
antioxidante, como los compuestos fendlicos, los cuales
tienen la capacidad de reducir los procesos oxidativos,
inflamatorios y la aglutinacion de las plaquetas. Es importante
resaltar que la capacidad para combatir los radicales libres es
mas pronunciada en las hojas, la cascara y las semillas en

comparacion con la pulpa. Ademas, se observa que los
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niveles de compuestos fendlicos tienden a aumentar con el

grado de maduracion de la palta. (31)

La infusidn obtenida a partir de la deshidratacion de la cascara
mostro una concentracion de 123,57+4,64 mg equivalente de
acido galico por litro (EAG L-1) de metabolitos fendlicos y
14.09+2.71 mg equivalente de quercetina por litro de
flavonoides. (32) Un analisis de los componentes quimicos del
follaje revel6 la existencia de glucésidos, taninos y alcaloides,
los cuales han demostrado propiedades para combatir
microorganismos. Ademas, se encontro que la semilla esta
compuesta por acidos grasos insaturados y una cantidad
significativa de tocoferol, mientras que la hoja contiene un
aceite esencial abundante que incluye limoneno, alcanfor,
transanetol, cineol, alfa-pineno, beta-pineno y estragol.
También se identificaron neurotransmisores como la
dopamina y la serotonina, asi como compuestos flavonoides
provenientes del del persiteol, perseita y quercetol; y la

presencia de abacatina, un principio amargo. (33)
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E. Propiedades medicinales

Estudios sobre las propiedades medicinales y la composicion
quimica realizados en la semilla, cascara y pulpa de la Persea
americana indican la existencia de compuestos que combaten

microorganismos y hongos. (12)

Es notable destacar que la Persea americana no solo posee
una amplia gama de usos medicinales en su region de origen,
Mesoamérica, también en las naciones donde se ha
introducido el cultivo. Descubriéndose en esta planta
sustancias que protegen el higado, ademas que en Cuba se
vienen realizando diversos preparados homeopaticos
utilizando diversas partes de la misma. Empleandose su
corteza para combatir parasitos, mientras que su semilla se
utiliza para eliminar lombrices intestinales. (34)

En un estudio etnobotanico realizado por Rosas-Pifion vy
colaboradores, se menciona que la hoja del arbol de Persea
americana se usa en la medicina tradicional en tres regiones
diferentes de México, donde se utilizan en el tratamiento de

infecciones orales y para el control de caries. (35)
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Investigaciones han demostrado que los extractos de semilla
poseen propiedades antibacterianas. Mostrando el extracto
preparado con éter de petroleo eficacia contra Sarcina lutea 'y
Staphylococcus aureus. Por otro lado, el extracto etandlico ha
demostrado actividad frente a varios patdgenos, incluyendo
Enterobacter  aerogenes, @ Pseudomonas  aeruginosa,

Citrobacter, freundii y Salmonella enteritidis. (36)

Segun la investigacién, se indica que los extractos de plantas
contienen  diversos compuestos con  propiedades
antimicrobianas, encontrandose a los alcaloides, estilbenos
fenilpropanoides, compuestos fendlicos, terpenoides vy
saponinas. Se destaca que los metabolitos fendlicos,
especificamente los flavonoides y fenoles, son reconocidos
por su capacidad para combatir microorganismos. Ademas,
se ha observado que estos compuestos han demostrado ser
especialmente eficaces contra ciertos tipos de hongos que
afectan la salud humana, en particular se destaca su accién

sobre especies del género Candida. (37)

En investigaciones realizadas con otras especies vegetales,
como en los estudios de Scavino D y colaboradores, asi como

Valle B y su equipo, que se enfocaron en la cepa Candida

32



albicans, concluyeron que el efecto antimicético es debido a
los flavonoides. Estos compuestos se encuentran

abundantemente en numerosas especies vegetales. (16)

En una investigacion del extracto acuoso obtenido del
mesocarpio, se evidencid que este extracto es capaz de
inhibir el crecimiento de dos especies de hongos. Se observo
que frente a Microsporum gypseum un halo de inhibicién de
31,2 mm de diametro mientras que frente a Microsporum

canis, un halo de inhibicion de 40,5mm. (38)

F. Usos tradicionales

En el pasado, la palta ha sido ampliamente empleada no solo
como alimento, sino también con fines medicinales. En varios
paises, sus nutrientes han sido aplicados en el desarrollo de
productos tanto en la industria cosmética como en la

farmacéutica. (23)

En el sistema de medicina tradicional de la india conocido
como Ayurveda, la palta es comunmente empleada para tratar
diversas enfermedades como la diabetes, diarrea, bronquitis,

dolor estomacal, hipertension y menorragia. (14)
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Las hojas, cascaras y sus semillas son utilizadas en diversos
propodsitos. El fruto tiene un consumo extendido a nivel
mundial, ademas su aceite esta presente en muchas
formulaciones cosméticas. Mientras que la pulpa se emplea
como una aplicacion topica, en forma de unguento o crema,
para promover el crecimiento capilar y facilitar la cicatrizacion

de heridas. (23)

Las semillas tostadas y el agua mezclada con su ceniza se
han empleado tradicionalmente para aliviar problemas
intestinales como la diarrea. Ademas, el aceite obtenido de
las semillas mediante compresion tiene una larga historia de
uso que se remonta a la antiguedad, siendo usado para el
cabello seco, para abordar diversas afecciones del cuero
cabelludo, aliviar dolores mediante su aplicacion como
unguento y aliviar la irritacion cutanea en zonas afectadas por

heridas. (23)

En medicina tradicional, se aprovecha la corteza del fruto
después de someterla a un proceso de secado y pulverizado
como vermifugo y para tratar la disenteria. La infusion de la
hoja se emplea para tratar problemas dérmicos ocasionados

por infecciones e inflamaciones, ademas de ser utilizada en el
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2.2.3.

tratamiento de varias formas de diarrea infecciosa e

indigestion. (26)

El jugo extraido de la hoja se utiliza con propdsitos
antibidticos, mientras que su decoccién se ingiere para los
problemas intestinales que causan deposiciones frecuentes y

liquidas, el dolor de garganta y las hemorragias. (39)

En la cocina de varios paises de América, la hoja de aguacate

se emplea para aromatizar sopas y guisos.

Caracteristicas de la cepa en estudio

A. Candida albicans

Las caracteristicas de Candida albicans se atribuyen a los
carbohidratos complejos que conforman su envoltura celular,
y esta levadura exhibe polimorfismo, y se desarrolla de
manera Optima a 37 °C. (15) Los reservorios predilectos de
Candida albicans en el organismo humano incluyen el sistema
gastrointestinal, las vias respiratorias y la mucosa vaginal y
constituyen una fuente significativa de candidiasis enddgena.
En estas areas, Candida albicans actua como saprdfito, y su
aislamiento no necesariamente indica la existencia de un

sistema infeccioso. (40)

35



Candida albicans es una especie oportunista cuya gravedad
de infeccidn esta determinada por el estado del huésped. En
condiciones favorables, su poblacidén puede aumentar, lo que
lleva a la aparicion de infecciones. (41) Asi, su vida util en
superficies secas es corta, pero su viabilidad se incrementa
en ambientes humedos. Se ha encontrado en cepillos de
dientes, cremas de manos, productos cosmeéticos y prendas

de vestir. (40)

B. Taxonomia

— Reino: Fungi

— Divisién: Eumycota

— Subdivision: Deuteromycotina
— Clase: Blastomycetes

— Familia: Cryptoccocaceae

— Género: Candida

— Especies: C. albicans

C. Caracteristicas morfolégicas

Este hongo presenta una morfologia dimérfica, lo que significa
que su desarrollo se modifica segun los cambios en el nivel

de calor ambiental. En forma de levadura, que es la forma
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habitual a 37°C en el huésped, se presenta como una
levadura redonda u ovalada que mide 3-8 x 2-7 micras,
reunidas formando pequefios racimos que asemejan racimos.
Pero cuando se presenta en su forma fungica a una
temperatura de 25°C, las células se estiran y desarrollan
ramificaciones, esto les da la apariencia de hilos o filamentos.
Este organismo fungico es miembro de la division
Ascomycota y se multiplica asexualmente mediante formacién

de nuevas células que brotan de la célula madre. (6)

El dimorfismo le permite a la Candida albicans evitar las
respuestas inmunitarias celulares del hospedador. Cuando
adopta su morfologia levaduriforme, puede establecer una
relacion no patogénica, coexistiendo pacificamente con su
hospedador, mientras que, al adoptar su forma filamentosa,
manifiesta propiedades patogénicas que puede causar
enfermedades en el hospedador. (6) En un medio de cultivo,
Candida albicans se caracteriza por el desarrollo de
agrupaciones celulares de color blanco, cremosos, blandos y
con una superficie uniforme y sin rugosidades. Este

crecimiento se observa en agar con medios que contienen
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azucares, y las colonias pueden ser visibles después de 48

horas de incubacion a 37°C. (15)

D. Epidemiologia

Es la enfermedad oportunista con mas frecuencia en las
personas, manifestando incremento en su incidencia en las
ultimas dos décadas. Las levaduras representan el 7,45% de
las infecciones fungicas, causando el 25% de las infecciones
fungicas que afectan solo a la superficie de la piel. En el
ambito hospitalario, ocasionan entre el 75% y el 88% de las

infecciones por hongos. (42)

Principalmente, los problemas de salud causadas por
Candida suelen originarse enddégenamente, pero también
pueden transmitirse directamente entre individuos, como
ocurre en casos de transferencia intrahospitalaria. La
infeccidén ocurre cuando hay un desequilibrio entre Candida y
la microbiota del huésped, facilitando que el microorganismo
se expanda y termine convirtiéndose en un agente infeccioso
oportunista, provocando las manifestaciones tipicas

asociadas a la infeccion por Candida. (43)
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Habitan comunmente en el sistema digestivo, respiratorioy en
las regiones mucocutaneas de los seres humanos y otros
organismos hospederos. Se ha observado que la presencia
inicial de Candida albicans suele establecerse en la boca y
puede extenderse a lo largo del tracto digestivo hasta alcanzar
el recto. También se ha encontrado que puede estar presente
en la superficie cutanea, hallandose también en el area
subungueal, tanto de manos como de pies. Candida albicans
forma parte de la flora microbiana habitual de la boca, y se
estima que se encuentra en aproximadamente el 25% al 50%

de las personas sanas. (44)

El aparato digestivo humano alberga una cantidad reducida
pero estable de Candida albicans. Otras especies con
capacidad para invadir y establecerse en las mucosas bucal
y digestiva incluyendo, C. krusei, C. dubliniensis y C.
tropicalis, C. parapsilosis'y C. glabrata. En la piel sana pueden
encontrarse levaduras como parte de la flora habitual que
incluye, C. krusei, C. guilliermondii, C. parapsilosis. En
condiciones normales, en la mucosa de la vagina se pueden
encontrar C. albicans y, en menor medida, C. krusei, C.

parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata. (45)
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E. Composiciéon quimica

La composicion de Candida albicans incluye de 20% a 40%
de proteinas, y de 30% a 50% de polisacaridos, siendo la
cantidad de lipidos que contiene fluctuante. La composicion
de lipidos esta sujeta a cambios dependiendo de la cepa, el
entorno y la fuente de carbono utilizada y la etapa del cultivo.
La estructura externa de la célula de Candida albicans se
constituye mayormente por azucares complejos como quitina,
manan y glucano. Sin embargo, la produccion de estos
elementos de la pared celular puede modificarse dependiendo

de las condiciones de desarollo y estados metabdlicos. (46)

F. Patogenia

Candida albicans exhibe diversas caracteristicas que
contribuyen a su capacidad para causar enfermedades que le
permiten establecerse en el hospedador y causar infeccion.
Una de sus caracteristicas es el dimorfismo, que es la
habilidad del organismo fungico para alternar entre un
desarrollo en forma de levadura y en forma filamentosa. Esta
capacidad ayuda al microorganismo a eludir las defensas del

hospedador. (47)
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Las infecciones superficiales pueden causar inflamaciéon y la
formacion de pseudomembranas, y en situaciones mas
severas, pueden provocar inflamaciones cutaneas
enrojecidas. Los procesos infecciosos invasivos se
desarrollan cuando el patdogeno ingresa a través del tracto
digestivo o debido a la alteracion de la barrera cutaneo-

mucosa. (43)

Los factores que activan la patologia suelen ser cambios en
los sistemas inmunolégicos del huésped, que provocan
alteraciones en la conducta del microorganismo fungico. Los
sintomas y la gravedad de una infeccion dependen de como

y cuanto se ven afectados las defensas del organismo. (45)

Los factores que contribuyen a la vulnerabilidad se clasifican

€n varios grupos:

e Factores locales: exposicion prolongada al agua e higiene
inadecuada.

e Factores endocrinos: como la diabetes y el hipotiroidismo.

e Aspectos relacionados con el organismo: como la edad
extrema, por ejemplo, los recién nacidos y ancianos, asi

como el embarazo.
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Alteraciones en la microbiota del cuerpo: debido al
consumo de medicamentos antibacterianos.

Patologias sanguineas: como canceres del sistema
linfatico y de la medula &sea, anemia aplasica,
agranulocitosis y agammaglobulinemia.

Causas medicas: incluyen el uso continuo de
medicamentos como corticosteroides, quimioterapia,
supresores del sistema inmune, sustancias que daian las
células, operaciones abdominales, terapia con radiacion,
trasplantes, nutricién por via intravenosa, cateterismo,
hemodialisis e implantes artificiales.

Condiciones que debilitan el cuerpo: tales como la
infeccién por VIH, quemaduras extensas y profundas,
desnutricion severa, tumores, adiccion a drogas,

tuberculosis y otras patologias.

La infeccion por Candida en piel y mucosas es comun en
personas con deficiencias en sus linfocitos T, como aquellas
con diabetes, SIDA u otras enfermedades endocrinas. La
candidiasis invasiva, que puede ser mortal, afecta a quienes
tienen el sistema inmune muy debilitado. La falta de

neutréfilos es un factor clave en la candidiasis invasiva; sin
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embargo, también tienen un alto riesgo los receptores de
organos trasplantados y personas con cancer en la sangre.

(42)

G. Candidiasis

La candidiasis es una afeccion que puede manifestarse como
infeccién principal o como complicacion secundaria, y se
caracteriza por una diversidad de sintomas y signos clinicos
que pueden ser agudas, subagudas, crénicas o episddicas.
La especie mas comunmente asociada con esta infeccion es
Candida albicans, responsable de aproximadamente el 90%

de las infecciones fungicas. (48)

Las infecciones fungicas representan un factor significativo de
enfermedad y riesgo de muerte, especialmente entre
pacientes con sistemas inmunitarios comprometidos y
aquellos hospitalizados debido a enfermedades graves.
Dentro de las micosis, las diversas especies de Candida son
los hongos mas frecuentes, aunque son componentes
habituales de la comunidad de microorganismos que residen

naturalmente en el cuerpo, solo alrededor de 10 especies
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tienen el potencial de causar enfermedades en los seres

humanos. (49)

Las principales presentaciones clinicas de Candida albicans

se clasifican principalmente en tres categorias:

e Candidiasis Cutanea

Las infecciones fungicas superficiales suelen afectar areas
humedas y pliegues corporales como manos, pies, axilas e
ingle. Cuando afectan las ufias, se llama onicomicosis, 0

paroniquia si compromete la piel alrededor de las ufias. (50)

Las manifestaciones de las candidiasis cutaneas incluyen:
Intertrigo en pliegues grandes, irritacion en la zona del paial,
erosion interdigital, inflamacion de los foliculos pilosos, asi
como infeccion en las ufias acompafada de inflamacion del

tejido circundante. (51)

e Candidiasis mucocutanea

La candidiasis mucocutanea afecta principalmente la boca
(muguet) y la vagina. El muguet se caracteriza por la aparicion
de parches blanquecinos en el interior de la boca y sobre la

lengua, pudiendo fusionarse en casos severos. Al removerse,
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muestran una base roja e inflamada. El diagndstico se realiza
observando pseudohifas y blastoconidios en frotis del

exudado tefido con Gram. (52)

Los factores predisponentes para la candidiasis mucocutanea
incluyen:  desestabilizacion  del equilibrio de los
microorganismos que habitan en el cuerpo por el uso
extendido de medicamentos antibacterianos y pH reducido de

la saliva en recién nacidos. (53)

La candidiasis oral es un indicador de SIDA, afectando a casi
todos los pacientes con esta condicion. Aunque Candida
albicans es el agente causal tipico, Candida dubliniensis, una
especie relacionada, ha emergido como predominante en
muchos casos. Esto se debe a su resistencia adquirida a

antifungicos azolicos, especialmente al fluconazol. (49)

e Candidiasis sistémica

Las micosis sistémicas son infecciones fungicas oportunistas
que afectan a multiples 6rganos no contiguos. Son causadas
por hongos ubicuos, normalmente inofensivos en la microflora
ambiental o como comensales en piel y mucosas. Estos

hongos suelen ser controlados por el sistema inmune
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(leucocitos 'y macréfagos), pero en huéspedes
inmunocomprometidos, pueden causar infecciones graves.
Los agentes causales son diversos hongos capaces de crecer
a 37°C y nutrirse de tejidos humanos, incluyendo levaduras y
hongos filamentosos. Especies comunes son Rhizopus spp
Mucor spp, Cryptococcus spp, Aspergillus spp, Fusarium spp,

y Candida spp. (51)
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2.2.4. Prueba de susceptibilidad a antifiungicos

Existen diversas técnicas para evaluar la respuesta de los hongos
causantes de enfermedades frente a los medicamentos antifungicos.
Dos de los mas utilizados en la actualidad son la técnica de difusion
en agar y el método de dilucién. La técnica normalizada y avalada
por la NCCLS se fundamenta en el método descrito por Bauer, el
cual proporciona datos cualitativos que estan fuertemente
correlacionados con las mediciones cuantitativas de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). (52)

Ademas de este, se cuenta con otras técnicas para evaluar la
efectividad a los antifungicos, como la determinacion de la
Concentracion Minima fungicida (CMF), la medicion de los niveles
de ergosterol y el uso de citometria de flujo y la generacioén de curvas
de letalidad. Estos métodos suelen llevarse a cabo en laboratorios

altamente especializados, debido a su mayor complejidad. (51)
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2.3.

DEFINICION DE TERMINOS

1)

2)

5)

Persea americana: Es un arbol que tiene su origen en la region
que abarca desde México hasta Guatemala. Dependiendo de la
region, se le conoce con diversos nombres como aguacate,
palta, avocado o abacate. (5)

Antimicotico: Un compuesto con la capacidad de detener la
multiplicacion o el desarrollo de ciertos tipos de hongos, llegando
incluso a ser letal para ellos. (6)

Principios activos: Sustancias puras que generan acciones
farmacologicas inherentes a una droga, siendo utiles en la
produccion de medicamentos. Estos componentes son
relativamente estables y pueden encontrarse tanto en plantas
frescas como en plantas desecadas. (5)

Extraccion: La extraccion consiste en aislar un compuesto
soluble usando dos solventes inmiscibles, presentando distintos
grados de solubilidad y estan en contacto mediante una interfaz.
(54)

Maceracion: Método de extraccion basico en donde tanto la
droga como el solvente es necesario resguardarlos de la
exposicion luminica para prevenir reacciones indeseadas, y se

requiere una agitacién constante durante el proceso. (54)
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6)

8)

9)

Metabolitos primarios: Son sustancias quimicas esenciales para
el funcionamiento de organismos vivos. (55)

Metabolitos secundarios: Compuestos quimicos derivados de
procesos metabadlicos de vegetales, tales como los polifenoles,
alcaloides, flavonoides, catequinas, antocianinas y saponinas,
que se encuentran en diversas partes de la planta.(56)

Extracto hidroalcohdlico: Son preparaciones que se elaboran
extrayendo los componentes activos de plantas con una mezcla
de alcohol y agua, resultando en una solucidn liquida
concentrada. (57)

Cepa ATCC: Son organismos microscopicos que comparten el

mismo dominio genético. (15)

10) Candida albicans: Este tipo de hongo se clasifica como

oportunista debido a que es parte habitual del microbiota
presente en las membranas mucosas del tracto gastrointestinal,

genitourinario y en la piel. (58)

11) Medio de cultivo: Un medio artificial compuesto por nutrientes

esenciales, que puede adoptar formas sdlidas, semisédlidas o
liquidas, y que provee de condiciones para el desarrollo de

bacterias en un entorno controlado fuera del organismo. (59)
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12) Método Kirby-Bauer: Una técnica de evaluacion de sensibilidad
antimicrobiana que utiliza la técnica de difusion en medio solido
para evaluar la susceptibilidad de un microorganismo frente a un
antibacteriano o agente quimioterapéutico especifico. (60)

13) Escala McFarland: Es un método que mide la turbidez,
particularmente  utii  para evaluar el desarrollo de
microorganismos. (61)

14) Inoculo: Una porcion de bacterias que se inocula a un medio
nutritivo. (61)

15) Halos de inhibicion: Zona en un medio de cultivo en el cual no se
detecta desarrollo micotico o bacteriano después de la
inoculacion de microorganismos. (15)

16) Colonia: Conjunto de células que se desarrollan y reproducen en
un medio de cultivo. Pueden tener diversas formas dependiendo
del tipo y las condiciones de crecimiento. (62)

17) In vitro: Se utiliza en el contexto cientifico y médico para referirse
a experimentos que se realizan fuera del organismo vivo,
tipicamente en un entorno controlado, como un tubo de ensayo,
una placa de cultivo o cualquier otro recipiente de laboratorio.

(63)
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18) Discos de sensibilidad: Son pequefos discos impregnados con
diferentes antibioticos o antifungicos. Estos discos se utilizan en
pruebas de sensibilidad antimicrobiana para determinar la
eficacia de un agente antimicrobiano contra un microorganismo
especifico, como una bacteria o un hongo. (64)

19) Concentracion minima inhibitoria: Se refiere a la cantidad
minima de una sustancia antimicrobiana o antimicética capaz de
impedir el desarrollo visible de un microorganismo luego de un
periodo especifico de incubacion. (65)

20) Concentracion minima fungicida: Se refiere a la concentracion
mas baja de un fungicida con la capacidad de detener el

crecimiento de un hongo especifico. (65)

51



CAPIiTULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Tipo de investigaciéon

La investigacion de este estudio es aplicada y prospectivo.
Aplicada: Porque tiene objetivos practicos para generar
cambios mediante el empleo de conocimientos tedricos.
Prospectivo: Porque los datos se anotaron conforme sucedian

los hechos.

Diseno de investigacion
El disefio de la investigacion es de tipo no experimental,
debido a que el investigador no manipulo las variables y

porque los datos se recogieron en un momento especifico.

Nivel de investigacion

Corresponde al nivel exploratorio
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3.2.

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacién
Esta constituida por la cepa liofilizada de Candida albicans
ATCC 10231.

3.2.2. Muestra
Conformada por 20 placas petri para Candida albicans ATCC

10231.

3.2.3. Criterios de seleccion

a) Criterio inclusion
— Hojas de Persea americana (palta) en estado
fitosanitario 6ptimo: sin lesiones mecanicas, sin signos
de herbivoria o infecciones fungicas.
— Cepas de Candida albicans ATCC 10231.
b) Criterio exclusion
— Hojas de Persea americana (palta) con signos de
contaminacioén microbiana o fungica.
— Especimenes que no correspondan a la especie
Persea americana Mill.
— Cultivos contaminados con otros microorganismos o

que muestren variacion colonial atipica.
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3.3. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y METODOS PARA LA
RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. TECNICAS

En el extracto hidroalcohdlico se evalu6 la actividad
antimicética mediante la Técnica Kirby Bauer.

e Medio de cultivo: Agar Muller Hinton

e Indculo: Suspension directa de colonias

¢ Incubacion: 37°C

e Lectura: 24 horas
Técnica para recoleccion de informacion
La lectura de medicion de los diametros de halos de inhibicion
utilizando como referencia la escala de Duraffourd y Lapraz
(1983) se clasifica de la siguiente manera:

e Sies<8mm: Nula

e Sies de 9 mm a 14 mm: Sensible limite

e Siesde 15 mm a 19 mm: Muy sensible

e Sijesde>20 mm: Sumamente sensible
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3.3.2. MATERIALES Y/O INTRUMENTOS

a)

b)

Equipos

— Autoclave (Marca: Chamberlain)
— Estufa (Marca: Memmert)

— Incubadora (Marca: Memmert)

— Cocina eléctrica (Marca: Ranferic)
— Balanza analitica (Marca: Kern)

— Refrigeradora (Marca: Biobase)

— Equipo vortex (Marca: VWR)

Materiales de vidrio

— Tubos de ensayo de 10 ml

— Matraces de 125 mly 500 ml

— Vasos precipitados de 300 ml

— Frascos de vidrio de 1.5 L de capacidad
— Probeta de 250 ml

— Embudos de vidrio

— Pipeta de 5 ml

— Placas Petri 10 X 100 mm
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d)

Medios de Cultivo

— Agar Sabouraud 2%
— Caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI)
— Agar Papa Dextrosa

— Agar Mueller Hinton

Reactivos
— Alcohol de 70°
— Agua destilada

— Discos de sensibilidad

Otros materiales

— Micropipetas

— Pizeta de agua destilada
— Asa de Kolle

— Pinzas

— Espatulas

— Asa de digralsky

— Gradillas

— Papel Kraft

— Papel aluminio
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Papel filtro Whatman

Algodon

Pabilo

Mecheros de alcohol
Guardapolvo

Mascarillas descartables
Guantes y gorros descartables

Marcadores, calculadora
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3.3.3. METODOS PARA RECOLECCION DE DATOS

. RECOLECCION DE MATERIAL BOTANICO

— La recoleccion se realizé en una chacra de cultivos de

Persea americana en el distrito de Pocollay del

departamento de Tacna.

— Una muestra de la planta fue trasladada al Herbario

Takana de la Universidad Nacional Jorge Basadre

Grohmann para realizar la evaluacién y validaciéon de

su taxonomia. (ANEXO 11)

— Se recolectaron 4 kg de hojas frescas de Persea

americana. Se selecciond hojas no danadas, limpias

de fragmentos oscuros o atacadas por insectos u

hongos. Se procedié a lavarlas vy

mecanicamente.

limpiarlas

— Se distribuyeron las hojas sobre papel kraft y fueron

dejadas a durante 30 dias a temperatura ambiente.

Removiéndolas cada dia para conseguir un secado

homogéneo.
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OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

a) Macerado

Se trituré las hojas secas con un molino manual
desinfectado. Obteniéndose 684 g de hojas
pulverizadas para luego macerar en una damajuana
con 4 L de alcohol etilico al 70°.

Se cerré herméticamente y se envolvié con papel
aluminio, para evitar que el solvente se evapore.

El frasco fue agitado diariamente, para que se

mezcle el soluto y el solvente, durante 45 dias.

b) Filtrado

El liquido obtenido del proceso de maceracién fue
sometido a un filtrado doble utilizando papel filtro
Whatman N° 145, obteniéndose una solucion sin
impurezas.

Se verti6 extracto hidroalcohdlico en una placa Petri
grande y fue secado en estufa a 45°C para la
evaporizacion del alcohol.

Para el andlisis fitoquimico, una muestra del
extracto hidroalcohdlico fue enviada al laboratorio

de cromatografia y espectrometria de la
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Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, la cual fue recepcionada por el Quimico
Jorge Choquenaira Pari para la realizaciéon de
reacciones de precipitacion y coloracion. (ANEXO

12)

c) Preparacion de la solucion madre

Se realizé por método de dilucién, para lo cual en
un tubo de ensayo con tapa rosca se disolvio 1,5 g
de extracto seco en 2 ml de agua destilada y se
homogenizé con un Vortex. Obteniéndose como
solucién madre 750 mg/1000 ul.

Para determinar las concentraciones se usaron los
siguientes volumenes 17,5 ul; 20 ul; 22,5 ul; 25ul;
27,5 ul; 30 ul. Obteniéndose 6 concentraciones a
partir de la solucion madre: 13,125 mg/ml; 15
mg/ml; 16,875 mg/ml; 18,75 mg/ml; 20,625 mg/ml;

22,5 mg/ml.
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ACTIVIDAD  ANTIMICOTICA DEL EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE PERSEA AMERICANA

MEDIANTE EL METODO DE DIFUSION EN DISCOS.

a) Activacion de cepa liofilizada de Candida albicans

ATCC 10231

El Agar Sabouraud se prepar6 pesandose 1,95 gy
se disolvio en 30 ml de agua destilada, calentandolo
hasta disolucion para luego esterilizarlo a 121°C
durante 15 minutos.

Una siembra por estrias se efectué en cuatro
secciones. Para luego incubarlo a una temperatura
de 37°C por 24 horas.

Transcurrido este tiempo se pudo observar colonias

de blancas, redondas y cremosas.

b) Preparacion del iné6culo micético

Una asada se tomo de la placa petri sembrada por
estrias y se sembré en un vial con agar Papa
Dextrosa incubandolo a 37°C por 24 horas,
encontrandose estas cepas en actividad

metabdlica.
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Luego se resembré realizando un trasplante por
suspension en caldo BHI, se incubd el inéculo a
37°C por 3 horas para posteriormente compararlo
con el tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x108

UFC).

c) Preparacion de los discos de sensibilidad del

extracto hidroalcohodlico de Persea americana

Se emplearon 48 discos, correspondientes a los 6
tratamientos con 8 repeticiones. Aplicandose los
siguientes volumenes 17,5 ul (13,125 mg/ml); 20 ul
(15 mg/ml); 22,5 ul (16,875 mg/ml); 25ul (18,75
mg/ml); 27,5 ul (20,625 mg/ml); 30 ul (22,5 mg/ml).

del extracto hidroalcohdlico.

d) Inoculacién

Se prepard Agar Muller Hinton para que sea vertido
en 20 placas petri.

Se realizd6 siembra por diseminaciéon, con una
micropipeta se extrajo 100 pl del inéculo micético
para ser vertido al centro de cada placa y se

distribuy6 hasta homogeneidad.
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— Usando pinzas estériles se colocé los discos con el
extracto hidroalcohdlico sobre la superficie del Agar
Mueller Hinton y para garantizar el contacto con el
agar se aplico una leve presion.

— Ademas, se consideré una placa conteniendo un
disco esterilizado como control negativo y otra placa
conteniendo Nistatina 25 ug como control positivo.

e) Incubacién

— Se procedi6 a empaquetar las placas Petri y a

incubar por 24 horas a 37°C.
f) Lectura

— Los halos de inhibicion se midieron con un vernier

digital y para interpretar los resultados se usé como

referencia la escala de Duraffourd y Lapraz.

Nula (-) <8 mm

Sensibilidad limite (sensible = +) 9a14 mm

Sensibilidad media (muy sensible = ++) | 15a 19 mm

Sumamente sensible (S.S. = +++) > 20 mm
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V.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA (CMI)

Los calculos de las diferentes concentraciones de cada
tubo de ensayo se realizaron utilizando la solucion madre
de 750 mg/1000 ul del principio activo de Persea

americana

a) Preparacién de inéculo micético

— Se vertié caldo BHI en un tubo de ensayo y se
procedio a esterilizar. Para luego realizar un
trasplante por suspension, y después llevar a
incubacion a 37°C durante 24 horas.

— Transcurrido este tiempo se realizé un trasplante en
agar PDA, para luego llevarlo a incubar por 24 horas
a 37°C.

— Se realiz6 un trasplante por suspension para luego
llevarlo a incubar a 37°C por 2 horas.

— Luego de la incubacion, se comparo la turbidez del
inéculo micdtico con el tubo 0,5 de la escala de

McFarland.
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b) Método de macrodiluciéon

Después de la preparacion del inéculo micético, se
vertid la cantidad de caldo BHI correspondiente a
los 12 tubos de ensayo y se esterilizaron durante 15
minutos a 121°C.

Procediendo a agregar 300 pl de indculo micético a
cada uno de los tubos de ensayo.

Seguidamente se agregdé los volumenes de la
solucion de extracto hidroalcohdlico a cada tubo de

ensayo respectivo.

¢) Incubacion y lectura

Luego de haber preparado los 12 tubos de caldo de
BHI se procedio a llevarlos a incubacion a 37°C por
24 horas.

Al realizar la lectura, se obtuvo como Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) a la concentracion donde
no se observa turbidez (ausencia de desarrollo
micoético); dicho tubo fue el N° 6, el cual

corresponde a 20,835 mg/ml.
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V. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA

FUNGICIDA (CMF)

Para esta determinacién se toma los tres primeros
tubos de ensayo N° 6, 7, 8 los cual no presentaron
turbidez en la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI).

De los tubos N° 6, 7, 8 se tomd6 100 ul de cada uno y
con la ayuda de un asa Digralsky se realizdé siembras
por diseminacion en las placas con el medio Mueller
Hinton, para luego llevarlo a incubar a 37°C por 24
horas.

Para la lectura de los resultados, se hizo el recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC) en cada placa.
Observandose la Concentracion Minima Fungicida
(CMF) en la placa donde se obtuvo < 1 UFC/placa; la
cual pertenecié al tubo de ensayo N° 8§,

correspondiente a 21,669 mg/ml.
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3.4.

PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version 28.0. Se aplico
un enfoque estadistico descriptivo basado en las pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Los resultados
se presentaron en tablas junto a sus correspondientes
representaciones graficas. Ademas, se realiz6 la prueba de
verificacion de hipotesis para las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de Persea americana (13.125; 15; 16.875;
18.75; 20.625 y 22.5mg/ml). Utilizandose la prueba T para una
muestra de un solo factor. Considerando un valor p de significancia

de 0,05 a cada analisis estadistico.
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CAPIiTULO IV

RESULTADOS

Tabla 1. Actividad antimicoética in vitro del extracto hidroalcohodlico
de las hojas de Persea americana (palta) frente a Candida
albicans ATCC 10231 mediante la técnica de difusion de

discos Kirby Bauer.

EXTRACTO DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION (MM)
T VoL [ REPETICIONES g
(UL)  (MG) | [ I W% Vv Vi Vi VIII =
T1 175 13125 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
T2 20 150 9,57 959 1026 10,30 10,16 10,16 10,32 9,68 10,005

T3 225 16,875 1060 11,10 11,04 11,39 11,27 11,38 11,57 11,22 11,19625

T4 25 18,75 11,93 12,09 12,11 1229 12,67 1259 11,70 12,08

12,1825

T5 275 20,625 15,03 15,17 16,23 15,70 14,87 14,78 1581 1542 1537625

T6 30 22,5 25,86 24,33 24,56 23,77 23,16 21,46 21,10 21,50

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION:

En la tabla 1 observamos los resultados de los diametros de halos de
inhibicion (mm) con las concentraciones respectivas del extracto
hidroalcoholico. Donde la mayor concentracidon (22,5 mg/ml) dio el mayor
diametro de 23,2175 mm. Por el contrario, la menor concentracion (13,125

mg/ml) dio un diametro menor a 6 mm.
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Figura1. Actividad antimicética in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana
(palta) frente a Candida albicans ATCC 10231 mediante

la técnica de difusion de discos Kirby Bauer.

MEDIAS DE HALOS DE INHIBICION VS
CONCENTRACIONES

25
20

15

23.2175

10

10.005
12.1825
15.37625

(2]
11.19625

7]

T1 T

N

T

w

T4 T5 T6

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 2. Grado de sensibilidad del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Persea americana (palta) segun escala de

Duraffourd y Lapraz.

TRATAMIENTO [1 MEDIAS GRADO DE
SENSIBILIDAD

T 13,125 mg/mi <6 mm Nula (-)
T2 15,0 mg/ml 10,005 mm Sensible (+)
T3 16,875 mg/ml  11,19625 mm Sensible (+)
T4 18,75 mg/ml 12,1825 mm Sensible (+)
T5 20,625 mg/ml 15,37625 mm Muy sensible (++)
T6 22,5 mg/ml 23,2175 mm Sumamente sensible

(+++)

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION:

La tabla 2 dio como resultado mediante la escala de Duraffourd y Lapraz la

sensibilidad limite (=14 mm) al T5 (20,625 mg/ml) debido a que su grado de

sensibilidad es muy sensible (++) y encontrandose en el T1 con grado de

sensibilidad nula (-).
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Figura2. Grado de sensibilidad del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Persea americana (palta) segun escala de

Duraffourd y Lapraz.

GRADO DE SENSIBILIDAD

Nula Sensible
6 mm 10,005 mm

Sumamente
sensible
23,2175 m

Sensible
11,19625 mm

Sensible
12,1825 mm

Muy Sensible
15,37625 mm

Fuente: Elaboracion propia
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PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS HALOS DE INHIBICION DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE PERSEA

AMERICANA (PALTA).

Prueba de normalidad

Kolmogorov - Smirnov? Shapiro - Wilk

Tratamientos  Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Concentracion 0,250 8 0,150 0,849 8 0,093
de 13,125 mg

Concentracion 0,305 8 0,20 0,794 8 0,25
de 15,0 mg

Concentracion 0,173 8 0,200 0,927 8 0,486
de 16,875 mg

Concentracion 0,213 8 0,200 0944 8 0,650
de 18,75 mg

Concentracion 0,158 8 0,200 0949 8 0,699
de 20,625 mg

Concentracion 0,215 8 0,200 0924 8 0,467
de 22,5 mg

INTERPRETACION

Los valores de los halos de inhibicion frente a Candida albicans, para cada
tratamiento que se empled presentan una distribucion normal debido a que
sus valores de significancia son mayores a 0,05; permitiendo aplicar una

estadistica paramétrica.
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS
Ho: y <9 mm; P> 0,05

Hi: u>9mm; P <0,05

VERIFICACION DE LA HIPOTESIS
Tabla3. Estadistica de Prueba T de Student para cada concentraciéon
del extracto hidroalcohdélico de las hojas de Persea

americana (palta).

Prueba para una muestra
Valor de prueba =9

t g Sig. Diferencia  95% de intervalo de
[ de confianza de la
medias diferencia

Inferior Superior

Concentracion 14967 7 0,200 -4,00000 -4,6320 -3,3680
de 13,125 mg

Concentracion 8,991 7 0,000 1,00500 0,7284 1,2816
de 15,0 mg

Concentracion 21,109 7 0,000 2,19625 1,9502 2,4423
de 16,875 mg

Concentracion 27,757 7 0,000 3,18250 2,9114 3,4536
de 18,75 mg

Concentracion 35,585 7 0,000 6,37625 5,9525 6,8000
de 20,625 mg

Concentracion 23,298 7 0,000 14,21750 12,7745 15,6605
de 22,5 mg
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INTERPRETACION:

Se observa que al aplicar la prueba estadistica t, el valor de P obtenido
(0,200) en el T1 (13,125 mg/ml), es mayor a 0,05 aceptandose la hipotesis
nula; donde no presenta actividad antimicotica a esta concentracion. Sin
embargo, el valor de P obtenido (0,000) desde el T2 (15,0 mg/ml) hasta el
T6 (22,5 mg/ml), es menor a 0,05 aceptandose la hipétesis alterna porque

si presenta actividad antimicotica frente a cepas de Candida albicans
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Tabla 4. Actividad antimicética in vitro del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Persea americana (palta) frente a cepas de

Candida albicans ATCC 10231.

Prueba para una muestra

Valor de prueba = 9

t al Sig. Diferencia 95% de intervalo
de de confianza de la
medias diferencia

Inferior  Superior

Diametros de 4 661 47 0,000 3,82958 2,1767 5,4824
halos de

inhibicion

Fuente: Software estadistico SPSS v.28.0

INTERPRETACION:

Al someter todos los valores de los halos de inhibicidon a la prueba
estadistica se visualiza que el valor de P obtenido es de 0,000, siendo este
menor a 0,05 por lo que se acepta la hipétesis alterna; lo que quiere decir
que el extracto hidroalcohdlico si presenta actividad antimicotica frente a

Candida albicans.
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Tabla 5. Determinaciéon de la Concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea

americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC

10231.

Tratamiento Concentraciéon Turbidez

™ 18.75 mg / ml T

T2 19,167 mg / ml T

T3 19,584 mg / ml T

T4 20,001 mg / ml T

T5 20,418 mg / ml T

T6 20,835 mg / ml NT

T7 21,252 mg / ml NT

T8 21,669 mg / ml NT

T9 22,086 mg / ml NT

T10 22,503 mg / ml NT

(+) T

Control (-) NT

NT: No presenta turbidez  T: Presenta turbidez
INTERPRETACION:
En la tabla N° 5 se dan los resultados de la determinacion de la
Concentracion minima inhibitoria (CMI), donde se observa que no hay
turbidez a partir del Tratamiento N°6, 7, 8; lo cual indica disminucion del

desarrollo de Candida albicans. Siendo su CMI a 20,835 mg/ml.
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CMI 0,096 10  0,200° 0,970 10 0,892

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Software estadistico SPSS v.28

INTERPRETACION:

Al ser los valores de P (0,2 y 0,892) mayores de 0,05; se puede decir que
los valores de las concentraciones del extracto hidroalcoholico obtenido de
las hojas de Persea americana para la determinacion de la CMI frente a

Candida albicans, tiene una distribucion normal.
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Figura3. Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana (palta) frente a cepas de Candida

albicans ATCC 10231.

Determinacion de la Concentracién Minima

Inhibitoria (CMI)

18,75 19,167 19,584 20,001 20,418 20,835 21,252 21,669 22,086 22,503

Fuente: Elaboracion propia

78



Tabla 6. Determinacion de la Concentraciéon minima fungicida (CMF)
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana (palta) frente a cepas de Candida albicans ATCC

10231.

N°placa N° Tubo Concentracion UFC/Placa Observaciones

1 6 20,835 mg/ml 25
2 7 21,252 mg/ml 2
3 8 21,669 mg/ml 0 CMF

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION:

En la tabla N° 8 se muestra los resultados de la determinacion de la
concentracion minima fungicida (CMF). Donde se observa que en la placa
3 que corresponde al tubo N°8 hubo < 1 UFC (0). Por lo tanto, el CMF fue

de 21,669 mg/ml.
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Figura4. Determinacién de la Concentracion minima fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Persea americana (palta) frente a cepas de Candida

albicans ATCC 10231.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA FUNGICIDA (CMF)

21,669 mg/ml
21,252 mg/ml

20,835 mg/ml

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla7. Ensayo fitoquimico del extracto hidroalcohodlico de las hojas

de Persea americana (palta).

ENSAYO Extracto Hidroalcoholico
hojas de Persea americana
' (palta)

COMPUESTOS FENOLICOS +++
FLAVONOIDES +++
ALCALOIDES -
TRITERPENOS Y ++
ESTEROIDES
SAPONINAS -
TANINOS ++
QUINONAS -

Ausente = -, Muy Poco = +, Poco = ++, Abundante = +++

INTERPRETACION:

En la tabla 1 se identific6 la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, esteroides y triterpenos. Pero no se evidencio
metabolitos como quinonas, saponinas y alcaloides. Dando como resultado

la mayor cantidad a los metabolitos fendlicos y flavonoides.

81



Figura5. Ensayo fitoquimico del extracto hidroalcohélico de las

hojas de Persea americana (palta)

METABOLITOS DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO
QUINONAS
TANINOS 0%
20%

COMPUESTOS
FENOLICOS
30%

SAPONINAS
0%

ALCALOIDES

0% FLAVONOIDES
30%

Fuente: Elaboracion propia
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DISCUSION

Existen diversos estudios que constatan el uso de plantas por su actividad
antimicética en las practicas curativas tradicionales. Siendo las hojas de
Persea americana y sus semillas, consideradas un recurso que no se
aprovecha al maximo y un desafio en cuanto a la gestion de residuos para
quienes las procesan. Se han realizado estudios etnofarmacolégicos que
abordan el uso de las semillas, informando sobre sus propiedades
insecticidas, fungicidas y antimicrobianas. Estos estudios, especialmente
prevalentes en Sudamérica donde la especie es endémica y actualmente
se cultiva extensamente, destacan asi la importancia potencial de

aprovechar tanto las hojas como sus semillas.

Para el primer objetivo especifico se planted identificar los metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana,
identificandose en el analisis fitoquimico de esta investigacion flavonoides,
compuestos fendlicos, taninos, esteroides y triterpenos. Teniendo
resultados similares al nuestro, en el estudio de Guevara D. et. al (2021),
donde se encontraron compuestos polifendlicos (flavonoides, taninos),
esteroides y triterpenos en su extracto etandlico. Ademas, nuestra
investigacion concuerda con el de Bonifaz y Mufiz (2018) debido a que en

su resultado hubo ausencia de saponinas.
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Por otro lado el resultado de Santamaria (2013) se diferencia de nuestro
estudio debido a que se detectd la presencia de triterpenoides o esteroides
en nuestro analisis fitoquimico. También nuestros resultados se diferencian
de la investigacion de Ajayi (2017), ya que su trabajo dio como resultado
presencia de saponinas mientras que en nuestra investigacion no hubo
presencia de estos metabolitos. Estas diferencias con respecto a la
cantidad y diversidad de los metabolitos presentes suelen atribuirse a

factores como el momento de recoleccion, variedad estudiada, etc.

Segun Ferrari A. (2004) que realizo un estudio a la semilla de palta, donde
comparo los extractos etéreos, acuoso, y etandlico, siendo este ultimo el
que presento una mayor concentracion de flavonoides y taninos. Esto se
refleja en nuestro resultado debido a la presencia de estos metabolitos ya
que el alcohol etilico fue lo que se utilizd para la realizacion del macerado

en nuestro estudio.

Se planteo como segundo objetivo especifico determinar la actividad
antimicotica in vitro del extracto hidroalcohdlico de Persea americana
(palta) frente a cepas de Candida albicans mediante la técnica de Kirby
bauer, obteniéndose como resultado sensibilidad a partir de la
concentracion 15 mg/ml la cual produjo el promedio de 10,005 mm de halo
de inhibicion. Este hallazgo esta relacionado con el resultado de Conde H.

et. al (2018), donde usé extracto hidroalcohdlico de la semilla de Persea
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americana demostrando actividad antifungica a concentraciones de
500mg/ml, 750 mg/ml, 1000 mg/ml sobre Candida albicans generando
halos de inhibicion de 9.2 mm, 11 mm y 12 mm respectivamente.
Coincidiendo también con los resultados de Canaza M. (2018) que uso
concentraciones a 20%, 50%, 100% de extracto hidroalcohdlico frente a
Trichophyton rubrum obteniendo las siguientes zonas de inhibicion
promedio 23,63mm; 25,02mm y 29,43mm. Ambos estudios se diferenciaron
del nuestro porque usaron las semillas de Persea americana. Esto debido
a los pocos trabajos reportados en el Peru respecto a la actividad
antimicotica de las hojas de esta planta, conociéndose solo la eficacia de

las semillas frente a la Candida albicans y otras cepas bacterianas.

Uno de los pocos estudios reportados en Peru es el de Curo K. y Herrera
D. (2022) que al compararlo con nuestra investigacion que si evidencio
actividad antimicética en las hojas de Persea americana sobre Candida
albicans con halos de inhibicion promedio de 10,005 mm; 11,19625 mm;
12,1825 mm; 15,37625 mm y 23,2175 mm; pero en el trabajo de ellos no
hubo actividad antimicética debido a que sus halos fueron 6 mm, que al ser
evaluado por la escala de Duraffourd y Lapraz indica que Candida albicans
fue resistente a las concentraciones que usaron en su investigacion,
pudiendo ser esta diferencia de resultados debido a que las hojas de

Persea americana en nuestro estudio se recolectaron en la provincia de
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Tacna. Considerandose también que nuestro analisis fitoquimico del
extracto hidroalcohdlico presento abundante cantidad (+++) de compuestos
fendlicos que son los metabolitos a los cuales se les atribuye la actividad
estudiada. Mientras que en el de ellos hubo leve presencia de compuestos
fendlicos. Siendo las condiciones de crecimiento, el proceso de extraccién
de la planta, asi como, el lugar y momento de recoleccion, factores que

afectan la cantidad de metabolitos presentes.

Para el tercer y cuarto objetivo especifico se plantedé determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de Persea
americana (palta) frente a Candida albicans, obteniendo como CMI a
20,835mg/ml y como CMF a 21,669 mg/ml. Este hallazgo guarda relacion
con lo hallado por Conde H. et. al. (2022) en donde el utilizé semillas
mientras que nosotros usamos las hojas. Obteniendo como resultado una
CMI a 18,75 mg/ml y CMF a 37,5 mg/ml contra Candida albicans. Asi
también nuestra investigacion concuerda con el estudio de Mantilla J.
(2018) en donde su CMI fue 312,5 ug/ml y su CMF fue 2500 ug/ml
obteniendo un porcentaje de inhibicidn >99% para la semilla de Persea
americana. Ademas, también es similar a la investigacion de Cosmo J

(2020) que utilizo extracto de las hojas de Persea americana sobre
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biopeliculas de Candida sp obteniendo como resultado un CMI de

512ug/ml.

Asimismo, en la investigacion de Makopa M. (2020), se evidencio que, para
las cepas de hongos, Candida tropicalis mostré mayor susceptibilidad a los
extractos de Persea americana con una viabilidad celular minima del 8 %
cuando se expuso al extracto de metanol en comparacion con Candida
albicans con una viabilidad celular minima del 28 % cuando se expuso al
extracto de DCM. Siendo similar a los resultados que se obtuvo en nuestro

estudio realizado.

Por lo tanto, se concluye que los compuestos fendlicos son los que se
distinguen por su capacidad para combatir los hongos. Su eficacia se ha
notado principalmente en hongos que provocan enfermedades en las
personas, como los pertenecientes al grupo Candida, la cual fue la cepa
estudiada en nuestro trabajo. Por lo tanto, los metabolitos que se
identificaron en las hojas de Persea americana convierten a esta planta en
un objeto de atencidn para el desarrollo de componentes biolégicamente
activos, resultando un recurso valioso tanto para el sector farmacéutico

como para la industria de alimentos.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

QUINTA:

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Persea americana (palta)
demostro actividad antimicética in vitro frente a Candida
albicans ATCC 10231 a partir de la concentracion de 15
mg/ml.

El extracto hidroalcohdlico de Persea americana (palta)
presentd actividad antimicética frente a Candida albicans
ATCC 10231 muy sensible segun la escala de Duraffourd y
Lapraz (214 mm) en 20,625 mg/ml la cual produjo 15,37625
mm de halo de inhibicion.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
hidroalcohdlico de Persea americana (palta) frente a Candida
albicans ATCC 10231 fue de 20,835 mg/ml debido a la
disminucién del crecimiento micético

La Concentracién Minima Fungicida (CMF) del extracto
hidroalcohdlico de Persea americana (palta) frente a Candida
albicans ATCC 10231 fue de 21,669 mg/ml debido a la
ausencia de crecimiento micético.

Se identific6 en el extracto hidroalcohdlico de Persea
americana (palta) la presencia de compuestos fendlicos,

flavonoides, taninos, esteroides vy triterpenos.
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1.

RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuras investigaciones verificar la capacidad
antimicotica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Persea
americana comparando su efecto sobre otros tipos de hongos
responsables de diversas enfermedades.

Se sugiere para préximas investigaciones que se realicen pruebas in
vivo para determinar las dosis terapéuticas y toxicas de los principios
activos de Persea americana.

Por ultimo, se recomienda hacer formulaciones farmacéuticas como
geles, cremas o unguentos; a partir del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Persea americana, con el objetivo de realizar pruebas clinicas
en individuos que padecen afecciones provocadas por Candida

albicans.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES MUESTRA METODOLOGIA
GENERAL
PRINCIPAL Evaluar la actividad INDEPENDIENTE TIPO DE
¢Posee actividad antimicética in | antimicdtica in vitro del extracto HIPOTESIS POBLACION INVESTIGACION
vitro del extracto hidroalcohdlico de | hidroalcohdlico de las hojas de NULA VARIABLE MICROBIOLOGICA.
las hojas de Persea americana | Persea americana (palta) INDEPENDIENTE | Nula (-): <8mm Aplicada, Prospectivo.
(palta) frente a cepas de Candida | frente a cepas de Candida | El extracto La poblacién
albicans ATCC 10231, Tacna | albicans ATCC 10231, Tacna | hidroalcohdlico de las | Extracto Sensible limite (+): | microbiolégica esta
20227 2022 hojas de  Persea | hidroalcohdlico de | de 9 mma 14 mm constituida por la cepa NIVEL DE
ESPECIFICOS americana (palta) no | las  hojas de liofilizada Candida INVESTIGACION
SECUNDARIOS Determinar la actividad | presenta actividad | Persea americana | Muy sensible (++): | albicans ATCC 10231
¢ Cual sera la actividad antimicética | antimicotica in vitro del extracto | antimicética frente a | (palta) 15mma 19 mm Exploratorio
in vitro del extracto hidroalcohdlico | hidroalcohdlico de Persea | cepas de Candida MUESTRA
de Persea americana (palta) frente | americana (palta) frente a | albicans ATCC 10231. Sumamente sensible BIOLOGICA

a cepas de Candida albicans
ATCC 10231, Tacna 20227

iCual sera la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto hidroalcohdlico obtenido
de las hojas de Persea americana
(palta) frente a cepas de Candida

albicans ATCC 10231, Tacna
20227

iCudl sera la Concentracion
Minima Fungicida (CMF) del

extracto hidroalcohdlico obtenido
de las hojas de Persea americana
(palta) frente a cepas de Candida

albicans ATCC 10231, Tacna
20227

¢Cudles seran los metabolitos
secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Persea americana (palta),
Tacna 20227

cepas de Candida albicans
ATCC 10231, Tacna 2022.

Determinar la Concentraciéon
Minima Inhibitoria (CMI) del

extracto hidroalcohdlico
obtenido de las hojas de
Persea americana (palta)

frente a cepas de Candida
albicans ATCC 10231, Tacna
2022.

Determinar la Concentracién
Minima Fungicida (CMF) del
extracto hidroalcohdlico
obtenido de hojas de Persea
americana (palta) frente a
cepas de Candida albicans
ATCC 10231, Tacna 2022.
Identificar los  metabolitos
secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Persea americana
(palta), Tacna 2022.

HIPOTESIS
ALTERNA

El extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Persea
americana (palta) si
presenta actividad
antimicética frente a
cepas de Candida
albicans ATCC 10231.

VARIABLE
DEPENDIENTE

Agente  micotico
patégeno Candida
albicans ATCC
10231

(+++): >20 mm

DEPENDIENTES:

Diametro en
milimetros (mm)

Turbidez

UFC

Conformada por 20
placas Petri

DISENO

El disefio de Ila
investigacion es de tipo
no experimental, debido
a que las variables no
fueron manipuladas por
el investigador y porque
la informacion se
recogié en un momento
especifico.
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Anexo 2. Recoleccion de material botanico

Figura 6. Persea americana (palta)
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Anexo 3. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Persea americana (palta)

Figura 7. Molienda y maceracion de las hojas de Persea
americana.

Figura 8. Filtracion y conservacion de extracto hidroalcohdlico
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Anexo 4. Analisis Fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Persea americana (palta)

e
Wil

v 4.4-‘
Y

Figura 9. Marcha fitoquimica
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Anexo 5. Obtencion de la solucion madre

Figura 11. Preparacion de la solucion madre
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Anexo 6. Determinacion de la sensibilidad antimicética por el método

de difusion de disco.

Figura 12. Activacion de Cepa Candida Albicans ATCC 10231
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Figura 13. Preparacion del Figura 14. Siembra del
inéculo micatico inoculo micotico
por diseminacion

Figura 15. Control positivo y control negativo
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15,0 mg/ml

Figura 16. Halos de inhibicién a concentraciones de 15,0 mg/ml;
16,875 mg/ml; 18,75 mg/ml
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20,625 mg/ml

Figura 17. Halos de inhibicién a concentraciones de 20,625 mg/ml
y 22,5 mg/ml
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Anexo 7. Determinacién de la Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Figura 18. Verificacion de turbidez del inéculo micético a 0.5 de
escala de McFarland.

Figura 19. Preparacion de 12 tubos de ensayo con Caldo BHI, in6culo

micotico y extracto hidroalcohdlico.
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Figura 20. Resultado de la CMI, el cual se ubicé en el tubo de ensayo 6
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Anexo 8. Determinacion de la Concentracion minima fungicida (CMF)

Figura 21. Las 3 primeras concentraciones
que no mostraron turbidez en la
determinacién de CMI

Figura 22. Siembra de los tubos 6, 7y 8
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Figura 23. CMF para Candida albicans
(Tubo de ensayo 8)
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Anexo 9. Certificado de identidad botanica

HERBARIO TAKANA (TKA) TKA
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann
Facultad de Ciencias HERBARIO TAKANA
Ciudad Universitaria - Av. Miraflores s/n, Tacna - Perii .

“Adio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Constancia N° 002 - TKA- 2022

EL DIRECTOR DEL HERBARIO TAKANA (TKA) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra alcanzada a este despacho por Claudia Alessandra Rivera Gonzales, identificado con DNI N°
71396033, con domicilio legal en Carolina Freyre N° 2264-Natividad; estudiante de la Facultad de Ciencias
de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann, cuya determinacion taxonomica servira para la realizacion del proyecto de Tesis: “Actividad
antimicotica in vitro del extracto hidroalcoholico de hojas de Persea americana (Palta) frente a cepas de
Candida albicans. Tacna 2022", ha sido estudiada y clasificada como: Persea americana y tiene la siguiente
posicion taxonomica, segin el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN LAURALES
FAMILIA LAURACEAE
GENERO Persea
ESPECIE Persea americana Mill., 1768

Nombre vulgar: Palta
Determinado por: Bach. Cs. Biol. Javier Maximo Ignacio Apaza

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

cc: Herbario TKA
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Anexo 10. Informe del analisis fitoquimico del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Persea americana (palta)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973363855

RESULTADOS
Cusco 15 de Mayo 2023
Solicitante . Claudia Alessandra Rivera Gonzales
Tipo de Andlisis . Marcha fitoquimica cualitativa
Método . Reacciones a la gota
Tipo de Muestras . Extracto Hidroalcohdlico de hojas de Persea americana “Palta”
Cantidad de Muestra : 1 con con 20ml aproximadamente
Almacenamiento 14°C.
Extracto Hidroalcoholico
Ensayo hojas de Persea americana
“Palta”

Compuestos Fendlicos ++H+

Flavonoides +++

Alcaloides -

Triterpenos y Esteroides ++

Saponinas -

Taninos ++

Quinonas -

Abundante = +++, Poco= ++ Muy Poco = +, Ausente = —

Nota:
El ensayo fitoguimico realizado al extracto consistid en reacciones de coloracién y/o
precipitacién, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Referencia
e Lock de Ugaz O. 1994. "Investigacién Fitoquimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catolica del Peru, Lima.
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Analista del Laboratorio de Cromatografia y

Espectrometria - UNSAAC.,
CQP -914
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