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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad antimicoética del extracto
etandlico de hojas de Annona reticulata L. (chirimoya roja) frente a Candida albicans ATCC
10231.Es un estudio de disefio experimental; la muestra vegetal estuvo constituida por 500
gramos de hojas de Annona reticulata L. “chirimoya roja”, procedente de la Comunidad de
perico, distrito de Chirinos, provincia de San Ignacio, departamento de Cajamarca y la
muestra microbioldgica fue la cepa de Candida albicans ATCC 10231. Se realizaron
ensayos de solubilidad, identificacion de metabolitos secundarios y la actividad antimicotica
del extracto etanolico de hojas de Annona reticulata L. (chirimoya roja) a concentraciones
del 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente a Candida albicans ATCC 10231.Presento buena
solubilidad Unicamente en solventes de naturaleza polar, mediante eltamizaje fitoquimico se
puedo evidenciar la presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y alcaloides,
finalmente no se evidencio actividad antimicética, reportdndose halos de inhibicion de 6 mm
de igual medida al control negativo de agua destilada. Se concluye que el extracto etanélico
de hojas de Annona reticulata L. (chirimoya roja) no present6 actividad antimicotica frente
la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Palabras claves: Annona reticulata L., extracto etanélico, Candida albicans
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the antifungal activity of the ethanolic extract
of Annona reticulata L. (red cherimoya) leaves against Candida albicans ATCC 10231. It 15
an experimental design study; The plant sample consisted of 500 grames of leaves of Annona
reficulata L. "red cherimoya", from the Perico Commumity, Chirinos district, San Ignacio
province, Cajamarca department, and the microbiological sample was the Candida albicans
ATCC stram 10231, Solubility tests, identification of secondary metabolites and antifungal
activity of the ethanolic extract of leaves of Annona reticulata L. (red custard apple) at
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% against Candida albicans ATCC 10231 were
carried out. I present good solubility only in solvents of a polar nature through
phytochemical screening the presence of phenolic compounds, tannins, flavonoids and
alkaloids can be evidenced, finally no antifungal activity was evidenced, reporting inhibition
halos of 6 mm of equal measure to the negative control of distilled water. It 1s concluded that
the ethanolic extract of leaves of Annona reticulata I._ (red custard apple) did not prezent

antifungal activity against the strain of Candida albicans ATCC 10251.

Kevwords: dnnona reticulata L, ethanolic extract, Candida albicans



I.-INTRODUCCION

La incidenciay la gravedad de las infecciones por hongos han aumentado significativamente
en las ultimas décadas, con altas tasas de morbilidad y mortalidad, especialmente en

pacientes inmunodeprimidos (1,2).

Se estima que las enfermedades fungicas afectan aproximadamente 1.2 mil millones de
personas en todo el mundo con al menos 1.5 millones de muertes cada afio (1,2). Ademas,
el uso generalizado de farmacos antimicGticos esta trayendo graves consecuencias para la
terapia antifingica, debido a la aparicion de cepas resistentes y, por lo tanto, conduce a
fracasos del tratamiento (3-4).

Actualmente, se utilizan comdnmente cinco clases principales de agentes antifungicos:
azoles, equinocandinas, polienos, alilaminas y analogos de pirimidina (5). Estan disponibles

en formas orales, topicas e intravenosas (6).

Sin embargo, ademas de los problemas relacionados con la resistencia, los farmacos
antimicéticos tienen varias limitaciones debido a problemas con los perfiles de seguridad de
los farmacos, las propiedades farmacocinéticas, los efectos secundarios indeseables, el

espectro de actividad y una pequefia cantidad de objetivos (7).

Asimismo, la micosis causada por Candida albicans, ha experimentado un aumento en las
Gltimas décadas. Las zonas mas afectadas son los pliegues cutaneos donde la humedad

favorece un habitat adecuado para su desarrollo.

Ademas, no se introdujo ninguna clase de antifungicos en el mercado desde 2006, cuando la
Agencia Europea de Medicamentos y la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) aprobaron la anidulafungina. De esta manera, la presente investigacion esta orientada
a evaluar la eficacia antimicotica del extracto etandlico de hojas de Annona reticulata L.
“chirimoya roja” frente a Candida albicans ATCC 10231.

Planteamos el siguiente problema general, segun la situacidn problematica expuesta:



e El extracto etanolico de las hojas de .4mnona reficulata L. (Chirimoya roja)
presentara actividad antimicotica frente a la cepa de Candida albicans ATCC
102312

Asimismo, formulamos las siguientes preguntas especificas:

e El extracto etanolico de las hojas de Awnnona reticulata L. (Chirimoya roja)
presentara actividad antimicotica a la concentracion de 100 % frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 102317

e El extracto etanolico de las hojas de Annona reticulata L. (Chirimoya roja)
presentara actividad antimicotica a la concentracion de 75 % frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 102317

e El extracto etanolico de las hojas de Awnnona reticulata L. (Chirimoya roja)
presentara actividad antimicotica a la concentracidon de 50 % frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 102317

e  El extracto etanolico de las hojas de .4dnnona reticulata L. (Chirimoya roja)
presentara actividad antimicotica a la concentracion de 25 % frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 102317

Consideramos los siguientes antecedentes internacionales de nuestra investigacion:

Sujata P. (2018). Realizo la investigacion que tuvo como objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de frutos de Annona reticulata en conjugacion con
analisis fitoquimico. El extracto etandlico de frutos de Annona reticulata, se preparo
mediante extraccion Soxhlet y se analizd para constituyentes fitoquimicos utilizando
métodos estandar. Se examind la actividad antimicrobiana del extracto vegetal frente a cepas
bacterianas y cepas de hongos mediante el método de difusion por disco. La presente
investigacion muestra el analisis fitoquimico, actividad antimicrobiana del extracto etandlico
de la planta Annona reticulata. Varios analisis fitoquimicos revelaron la presencia de
alcaloides, saponina, flavonoides, carbohidratos, glucésidos, esteroides, proteinas y
aminoacidos y taninos. La actividad antimicrobiana del extracto etanolico de la planta

mostré un resultado significativo contra todos los organismos de prueba. El presente estudio



concluy6 que el extracto etanolico de frutos de Annona reticulata contiene alta presencia de
fitoquimicos. Se encontr6 que el extracto etandlico de la planta posee una actividad

antimicrobiana prometedora en comparacion con los estandares (8).

De Toledo L. (2020). Desarrollo la investigacion que tuvo como objetivo caracterizar la
composicion quimica del extracto etandlico de Cymbopogon nardus y su fraccion activa
(FrD). Ademaés, se evaluaron las propiedades citotoxicas y antifingicas de estos extractos
frente a especies de Candida con diferentes perfiles de resistencia a farmacos
convencionales. Los compuestos identificados en EE fueron mono- C - y di- C-glicosil
flavonas y glucédsidos fenilpropanoides. Se identificaron glucésidos fenilpropanoides en
FrD. EE mostré actividad antifingica, con valores de concentracion minima inhibitoria
(MIC) que oscilan entre 62,5 y 500 pg mL -1 . FrD fue mas eficaz contra C. glabrata , como
lo demuestra el valor de MIC mas bajo (15. 6 ug mL -1 ). EE inhibi6 el crecimiento de la
levadura de forma similar a la anfotericina-B, como lo demuestran las curvas de eliminacion
del tiempo similares. EE inhibi6 la formacion de hifas de C. albicans y la biopelicula madura
de C. albicans, C. krusei y C. parapsilosis . Los resultados de los analisis quimicos y
bioldgicos de EE y sus fracciones proporcionaron informacion novedosa y pueden contribuir

al control de las infecciones causadas por especies de candida (9).

Lataliza A, Junqueria J. (2021) En el trabajo de investigacion “Evaluacion de diferentes
actividades farmacolégicas de Annona Ambotay (Aubl.)” Tuvo como objetivo realizar un
screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de A. ambotay (Aubl.) Ladra y evalta
diferentes actividades farmacoldgicas. La actividad antioxidante se realizd mediante el
método de eliminacion de radicales libres DPPH; el potencial antifingico fue evaluado por
el método de microdilucion en caldo; citotoxicidad celular mediante el ensayo MTT; y
ensayo de letalidad en Artemia salina. El cribado fitoquimico reveld la presencia de
flavonoides, esteroles, triterpenos pentaciclicos y también fue activo para annonaceus
acetogeninas en el extracto de A. ambotay. Los resultados indicaron una buena actividad
antioxidante con CI50 de 8,30 ug mL-1. Ademas, el efecto antifungico del extracto contra
diferentes. Se observaron cepas de Candida sp. Acerca de la toxicidad en fibroblastos
murinos (L929), un se observd una reduccién en la viabilidad celular (43% a 84%); en
queratinocitos humanos (HaCat) hubo una reduccion en la viabilidad (32% a 72%).
Citotoxicidad en células tumorales de céancer de mama evidencié un alto efecto
antiproliferativo, con IC50 = 116,32 pg mL-1 (MDA-MB-231), IC50 = 126,87 pg mL-1



(MCF7) e IC50 = 11,04 pg mL-1 (4T1). Se evidencio un efecto toxico en el ensayo de
Artemia salina (CL50 de 296,78 pug mL-1). El extracto presenté prometedor actividades
bioldgicas, debido a la buena actividad antioxidante y efecto antiproliferativo en lineas

celulares de cancer humano (10).

Mgbeahuruike A (2021) En el trabajo de investigacion “Evaluacion del potencial
antimicrobiano de extractos de semillas de Annona Muricata sobre patdgenos bacterianos y
fingicos resistentes de importancia para la salud publica” Tuvo como objetivo evaluar los
efectos antimicrobianos de Annona muricata sobre Corynebacterium renale resistente a
multiples farmacos aislado de aves y un patégeno fungico Candida albicans. El aislado de
C. renale se caracterizd mediante métodos bioquimicos y morfoldgicos; y se evalud la
susceptibilidad a los antibi6ticos mediante un panel de 8 antibidticos. El perfil de resistencia
del aislado de C. renale se compar6 con C. albicans utilizando extractos de semillas (hexano,
éter etilico y etanol) de A. muricata a diferentes concentraciones. Entre los 8 antibidticos
probados, solo el ciprofloxacino mostré actividad sobre C. renale con una zona de inhibicion
(21) de 25,00 mm frente al estdndar que era> 21 mm. Todos los extractos mostraron efectos
antimicrobianos apreciables en funcion de la concentracion, registrdndose la zona de
inhibicién mas alta a 400 mg / ml. El extracto de hexano no mostré actividad antimicrobiana
en C. renale en todas las concentraciones probadas. Los extractos de hexano y éter etilico
mostraron una actividad casi similar en el aislado de C. albicans en todas las concentraciones
ensayadas. El extracto de etanol mostr6 el mayor ZI de 17,60 + 1,67 mm en C. albicans a
400 mg / ml y esto fue estadisticamente significativo (P = 0,05) en comparacion con las otras
concentraciones. Los dos antifingicos de control, voriconazol y fluconazol, presentaron
zonas de inhibicion mas altas de 29,6 + 1,34 mm y 19,00 + 2,00 mm respectivamente que
todos los extractos. Los resultados sugieren que los extractos de plantas (etanol y éter etilico)
mostraron efectos antimicrobianos apreciables a 400 mg / ml y, por lo tanto, podrian actuar

como un farmaco potencial para la terapia antimicrobiana (11).

Una biopelicula en general se puede establecer como una comunidad de células microbianas
rodeadas por una matriz polimérica autoproducida, que facilita la adhesion entre celulas y /
o células en interfaces y superficies. Las biopeliculas de hongos colonizan las superficies
abioticas y contribuyen a las infecciones relacionadas con las biopeliculas de los dispositivos
médicos implantados, por ejemplo, catéteres, marcapasos, lentes y prétesis, que causan

infecciones refractarias, ya que los organismos infectantes se adhieren a estos objetos y



establecen biopeliculas que resisten la accidn de los farmacos antifingicos. Ademas de eso,
las biopeliculas pueden ser multiespecie y pueden cambiar con el tiempo acumulando
microbios 'inmigrantes' y, en consecuencia, alterando la estructura 'y funcion de la asociacion

microbiana (12).

Las biopeliculas son una causa importante de morbilidad y mortalidad en la clinica vy,
ademas, afectan el sistema de atencion de la salud a través de los costos crecientes del
tratamiento de las infecciones crénicas asociadas a las biopeliculas. Como ejemplo, se estima
que 80% de todas las infecciones en los EE.UU. estan relacionados con las biopeliculas, que
son aproximadamente 1000 veces méas capaces de limitar los antibioticos que su cultivo de
células de flotacion libre comparable. De esta manera, la aparicion de biopeliculas disminuye
la susceptibilidad a las defensas del huésped y, quizas lo mas importante, conduce a la
resistencia contra la mayoria de los agentes antifingicos convencionales, lo que complica el
tratamiento y contribuye a las altas tasas de muerte. Desentrafiar los mecanismos
moleculares que sustentan el desarrollo y la resistenciade la biopelicula fungica puede

conducir a nuevas estrategias para combatir estas devastadoras infecciones (13 ).

En las ultimas décadas, ha habido una comprension cada vez mayor del papel que juega el
desarrollo de biopeliculas en varias infecciones causadas por hongos clinicamente
relevantes. Candida spp., Y en especial Candida albicans , siguen siendo el agente causal
mas importante de enfermedades fangicas de biopeliculas, pero las infecciones causadas por
otras levaduras y hongos filamentosos se asocian comunmente con una etiologia de

biopeliculas (14 ).

Acerca de las levaduras, por ejemplo, Candida spp. Se reconoce que desarrollan varios
mecanismos que confieren resistencia a los farmacos antifungicos, que estan bien
caracterizados y descritos para las células de vida libre (o plancténicas). A pesar de esto, las
infecciones resistentes se asocian invariablemente con la formacion de biopeliculas, ya que
este tipo de crecimiento exhibe una disminucion dramatica en la susceptibilidad y respuesta
al tratamiento especifico. Candida albicans junto con especies no albicans como Candida
glabrata , Candida tropicalis , Candida dubliniensis y Candida kruseique se encuentraen la
superficie de la mucosa humana se denomina como el hongo mas importante que es capaz

de producir biopeliculas clinicamente relacionadas en personas con problemas de



inmunidad. La existencia de este hongo tanto en configuracion de levadura como de hifa lo
convierte en una biopelicula compleja. Sorprendentemente, una asociacion entre la levadura
y otras bacterias en la biopelicula oral puede detectarse con mucha frecuencia después de
examinar el aumento de la carga de Candida en los pacientes de edad avanzada, lo que

confirma la indulgencia de los estreptococos orales (15 ).

Se ha establecido que la capacidad de desarrollar biopeliculas se correlaciona con aspectos
moleculares como la presencia de genes reguladores transcripcionales. Para C. albicans ,
estos genes incluyen TEC1, BCR1 y EFG1. La familia de adhesinas de secuencia similar a
aglutinina (ALS), que incluye ocho miembros (ALS1-ALS9), se expresa a partir de genes
de ALS que codifican glucoproteinas de superficie celular ancladas con
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Dentro de este grupo, ALS3 es el gen mas importante, ya que
colabora activamente con la produccién de biofilm y esta regulado positivamente (altamente

expresado) durante in vitro la infeccion de células epiteliales de la mucosa oral (16).

En la literatura se han descrito otras proteinas importantes implicadas en las fases de
adhesion e invasion, como EAP1, SSA1, HWP1 y SAPS. Otros genes de C. albicans
incluyen proteasas (SAP), lipasas (LIP) y fosfolipasas (PLB), que contribuyen a la
colonizacién e infeccibn mediante la degradacion de componentes esenciales de la

membrana de la célula huésped (17).

Con respecto a los hongos filamentosos, a saber, Aspergillus fumigatus, se ha demostrado
que forman conjuntos tridimensionales, de 10 a 200 um de espesor y con caracteristicas
tipicas de biopelicula. Aspergillus fumigatus se aisla de forma recurrente en pacientes con
fibrosis quistica (FQ) y las biopeliculas de Aspergillus contribuyen a la virulencia en la FQ
y la aspergilosis pulmonar invasiva. Las biopeliculas de Aspergillus fumigatus son de
creciente atencidén biomédica debido a su asociacion con infecciones crénicas y letales,
considerablemente en pacientes inmunodeprimidos, y su menor susceptibilidad a los agentes

antifungicos convencionales (18).

En cuanto a las formas de tratamiento, se ha demostrado que la biopelicula en etapa temprana
puede simplemente controlarse y eliminarse con la aplicacién del agente antimicrobiano
apropiado. Sin embargo, el caso no es sencillo. En efecto, el fracaso de la terapia antimicotica
puede provocar infecciones cronicas y persistentes que solo pueden tratarse mediante cirugia

y / 0 extraccion de los dispositivos médicos, por ejemplo, observaron que



el fluconazol (FLZ) era ineficaz para las biopeliculas no albicans . La mayoria de las
infecciones clinicas causadas por biofilm se encuentran en su etapa posterior 0 madurado
cuando se diagnostica y también la sentencia inicial de la infeccion biofilm esta actualmente
un reto. Con esta suma de problemas de tratamiento debido a la resistencia a multiples
farmacos y el diagndstico dificil, la biopelicula fungica se ha convertido en un factor de
infeccion importante y las complicaciones asociadas que con frecuencia llevan a muchos

pacientes a la muerte (14).

La falta de respuesta a la terapia antifungica es compleja y depende de factores asociados
con los microorganismos (resistencia microbioldgica) y el huésped (resistencia clinica) (15).
La resistencia microbiolégica es la falta de susceptibilidad del microorganismo a un
antimicrobiano. Esta evaluacion se realiza a través de in vitropruebas y el microorganismo
se define como resistente cuando la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) del farmaco
excede los limites de susceptibilidad para ese organismo. La resistencia microbioldgica se
puede definir como intrinseca o extrinseca. La primera se produce cuando un
microorganismo es inherentemente menos susceptible a un agente antifungico dado,
mientras que la segunda es el desarrollo de resistencia en respuesta a la exposicién a un

agente antimicrobiano y depende de la expresion de genes alterados (15).

La resistencia clinica es una infeccion persistente a pesar de que el paciente recibe la terapia
antifangica adecuada. La respuesta clinica favorable depende no solo de la susceptibilidad
del microorganismo, sino también del sistema inmunolégico del huésped, la penetracién y
distribucion del farmaco y la adherencia del paciente al tratamiento correcto. Ademas,
durante el uso generalizado de agentes antifingicos, los microorganismos pueden
permanecer expuestos a los medicamentos a niveles suboptimos, lo que da como resultado
células que persisten durante la terapia y pueden causar una nueva infeccion. Por tanto, una
mejor comprension de los mecanismos de resistencia y la adaptacion de los hongos a los
farmacos es fundamental para el desarrollo de nuevas terapias, ya que la aparicion de
resistencias antifungicas entre patdgenos comunes restringe las opciones de tratamiento,

enfatizando la busqueda de nuevos agentes antifingicos .

Mecanismos de resistencia a los antifungicos.

Los antifingicos a base de azoles, a pesar de ser una de las clases més utilizadas en el

tratamiento antifungico, suelen presentar casos de resistencia en la bibliografia. Se han



descrito cuatro mecanismos principales de resistencia a los azoles como: (i) aumento del
flujo de farmaco, (ii) mutacion diana, (iii) desregulacion de la expresion diana y (iv)

alteracion de la via de biosintesis de ergosterol (20).

Terapia de combinacion

La eficacia limitada de la monoterapia y la dificultad para introducir nuevos farmacos
antimicéticos en el mercado hacen que la combinacion de farmacos antifingicos sea una
estrategia terapéutica importante. En ausencia de una monoterapia eficaz, las terapias
combinadas se utilizan clinicamente para tratar las infecciones fungicas invasivas

potencialmente mortales.

Los beneficios potenciales de la terapia de combinacion incluyen: (i) diferentes mecanismos
que actlan juntos permiten una direccion complementaria dentro de las células fungicas; (ii)
ampliacién del espectro de accion; (iii) posible actividad fungicida asociando dos agentes
fungistaticos; (iv) la reduccién de la toxicidad debido a un menor uso de dosis y (v) menor

numero de organismos resistentes.

Combinaciéon de medicamentos antimicéticos.

La combinacion de flucitosina (FLT) y anfotericina B (AmB), para el tratamiento de la
meningitis criptocdcica, presentdé una mayor tasa de curacién y menos recaidas que la
monoterapia con AmB. Ademas, este régimen de combinacién mostré menor nefrotoxicidad
que la monoterapia; sin embargo, un aumento de la hepatotoxicidad se produce debido a la
reduccién de la filtracion glomerular inducida por la AmB, la disminucion de la eliminacion
flucitosina. Ademas, FLT no esta disponible actualmente en la mayoria de los paises en
desarrollo donde la meningitis criptocdcica es mas prevalente. La combinacion de AmB mas
FLZ puede mejorar algunas de estas dificultades una vez que esta asociacion antifingica
tenga un efecto sorprendente sobre el efecto antifungico y el perfil de seguridad del

fluconazol sea muy superior al de FLT (21-22).

Cuando se asoci6 con  equinocandinas  presento actividad sinérgica in vitro
contra Aspergillus spp. El tratamiento de pacientes con aspergilosis invasiva con esta Ultima
mejoro la supervivencia en comparacion con el tratamiento con voriconazol en monoterapia.
En pacientes con coccidioidomicosis refractaria, el tratamiento con voriconazol y

caspofungina (CAF) mejora el cuadro clinico en comparacion con la



monoterapia previa con VOZ. CAF més posaconazol (POZ) también ha presentado un efecto
sinérgico contra A. fumigatus y Candida spp. ( C. albicans), incluidos los aisladosresistentes

a equinocandinas (23 ).

Se han propuesto muchos mecanismos sinérgicos de asociacion entre antifungicos, por
ejemplo, la terbinafina (TEF) y los azoles inhiben la biosintesis de ergosterol de levaduras y
dermatofitos a través de la misma via bioquimica de la membrana celular; La AmB y los
azoles dafian la membrana celular y aumentan la penetracion de otros farmacos como FLT.
La accidn simultanea sobre la pared celular y la membrana plasmatica de hongos es también
otro mecanismo de sinergismo, lo que explica los resultados correctos se encuentranen la
combinacion entre equinocandinas y la AmB Ademas, la profilaxis combinada podria
conferir una mejor proteccion, ya que disminuye el desarrollo de resistencia a los
medicamentos. La combinacion de micafungina (MIF) y FLZ en pacientes
inmunodeprimidos y trasplantados fue bien tolerada y tenia menos sospecha de infeccion
por hongos. La combinacion de POZ y MIF administrada a sujetos sanos fue bien tolerada
y la farmacocinética no se alter6 (24 ).

Asimismo, los mecanismos antagonistas son diversos, por ejemplo, en las asociaciones de
AmB y azoles se produce un efecto antagonista ya que AmB interacta fuertemente con el
ergosterol para formar una esponja de esterol mientras que los azoles inhiben la biosintesis
de ergosterol y, en consecuencia, hay menos ergosterol disponible para que AmB se una
(25).

El objetivo general del estudio fue:

e Evaluar laactividad antimicoética del extracto etanolico de hojas de Annona reticulata
L. (chirimoya roja) frente a Candida albicans ATCC 10231.

Asimismo, los objetivos especificos del estudio fueron:

e Evaluar laactividad antimicotica del extracto etanolico de hojas de Annona reticulata
L. (Chirimoya roja) a la concentracion de 100 % frente a Candida albicans ATCC
10231.



Evaluar la actividad antimicotica del extracto etanolico de hojas de 4nnona reticulata
L. (Chirimovya roja) a la concentracion de 75 % frente a Candida albicans ATCC
10231

Evaluar la actividad antimicotica del extracto etanolico de hojas de 4nnona reticulata
L. (Chirimovya roja) a la concentracion de 50 % frente a Candida albicans ATCC
10231.

Evaluar la actividad antimicotica del extracto etandlico de hojas de 4nnona reticulata
L. (Chirimovya roja) a la concentracion de 25 % frente a Candida albicans ATCC
10231.
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II. METODOLOGIA

2.1 Tipo y nivel de investigacién®*

El tipo de investigacion fue basica y de nivel exploratorio.

2.2 Diseifio de investigacion

Es un estudio de disefio experimental, prospectivo y transversal.

2.3 Poblaciéon y muestra

2.3.1 Poblacién de estudio
La poblacion estuvo conformada por plantas de Annona reticulata L. “chirimoya
roja” procedente de la comunidad de Perico, distrito de Chirinos, provincia de San

Ignacio, departamento de Cajamarca.

2.3.2 Muestra de estudio
La muestra estuvo conformada por 500 gramos de hojas de Annona reticulata L.
“chirimoya roja”, procedente de la Comunidad de perico, distrito de Chirinos,

provincia de San Ignacio, departamento de Cajamarca.

2.4 Variable y operacionalizacion de variable:

2.4.1 Variable independiente
Extracto etanolico de las hojas de Annona reticulata L.“chirimoya roja™
2.4.2Variable dependiente

Actividad antimicoética frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231

2.4.2 Operacionalizacion de variable

11



Variable Dimension Indicador Instrumento

Concentracion Porcentaje {W/V)

Independiente

Extracto etanolico de

las hojas de drnrona Ficha de

reticulata L. recoleccion de

“chirimova roja” datos.
Reduccidn del milimetros

Dependiente halo de inhibicidn

actividad

antimicotica frente a
la cepa de Candida
albicarns ATCC
10231

2.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
2.5.1 Técnicas

a) Muestreo

La recoleccion de la especie vegetal se realizo segin las buenas practicas de
recoleccion. Se recolectaran las hojas de Annona reticulata L. “chirimoya roja”
tentendo en cuenta caracteristicas uniformes entre todas las hojas recolectadas,

posteriormente se realizo la clasificacion botanica.
b) Ensayo de solubilidad del extracto

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

cloroformo, hexano.

¢) Ensayo de la marcha fitoquimica

12



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

sacundarios.

d) Determinacion de la actividad antimicotica

La evaluacion de la actividad antifiingica se realizo en el centro de control analitico
de 1a Facultad de Farmacia v Biogquimica de la UNMSM por el método de difusion
en agar, con este método nos permitid evaluar la actividad antifingica del extracto
etandlico de las hojas de Annona reticulata L. “chirimova roja” frente a la cepa de
Candida albicans ATCC 10231.

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

desarrollo de halos de inhibicion cerca de 1as colonias.

Para la elaboracion de la supresion del inoculo, se utilizo el microrganismo Candida
albicans en el medio de agar glucosa Sabouraud por 48 h. Despues de suspender al
microorganismo en solucion salina 0,83 % v se ajusto la turbiedad al semejante al
tubo 0.5 de la escala de McFarland.

Se utilizo el agar glucosa Sabouraud al inocular 1 mL de suspension de inoculacion
(1 x 108 ufc / mL) por 100 mL de promedio, homogeneizar v distribuir en laminas
Petr1 de vidrio de diametro medio de 90 mm, fueron rotulados con el apelative del
microorganismo. Por oltimo, se realizaron agujeros con un punzon de acero con un
diametro exterior de 11 mm_ haciendo 2 o 3 agujeros equidistantes en cada placa. La
inoculacion e incubacion de 1a muestra poner 100 pL del extracto de 1a concentracion
anterior en el pocillo, se dejd reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos v
luego incubo a 37 ° C durante 24 horas. Se observo que las areas luminosas de
inhibicion del aumento (halos) v se midieron los diametros en mm. Se utilizd las
siguientes estimaciones para garantizar una actividad antifingico sustancial a un halo
de inhibicion superior a 18 mm segin Rojas®®, mientras que Duraffourd v Lapraz?”
plantean la siguiente interpretacion:
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(-) Nula: Diametro (= 8 mm);

(+) Sensible bajo: Diametro (§ - 14 mm);

(++) Medio {muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)

(+++): Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)
Se utilizo como:
Control positivo: fluconazol 0,2 mg/mL

Control negativo: agua destilada

2.6 Aspecto ético

No aplica

2.7 Procesamiento v analisis de datos

Luego de l1a obtencion de los datos se procedio a la clasificacion de la informacion,
tomando como referencias las dimensiones de la variable de estudio. Para la
presentacion de los resultados la investigacion, se utilizo tablas v graficos mediante
el programa de Microsoft Excel, los cuales nos permitio interpretar en forma

adecuada la informacion v posteriormente nos facilito redactar las discusiones del
estudio.
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I11. RESULTADOS

3.1. Ensayo de solubilidad del extracto etanolico de de las hojas de Annona
reticulata L. “chirimova roja™

Tabla 1. Solubilidad del extracto etandlico de de las hojas de Annona
reticulata L. “chirimoya roja™

Solventes Resultados
Agua destilada +
Etanol +
Metanol +
Cloroformo -
Benceno -
Acetona -
Eter etilico -

Levenda: (+): soluble  (-): insoluble
Fuente: Flaboracion propia

Interpretacion:En la tabla N®1, se evidencia que el extracto etandlico de de las
hojas de Anmona reficulata L. “chinmoya roja”, presento buena solubilidad con
solventes polares como agua destilada, metanol, etanol,. 5in embargo, no presentd

solubilidad en solventes como el cloroformeo, acetona, benceno, éter etilico.
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3.2 Marcha fitoguimica del extracto etanolico de de las hojas de Annona
reticulata L. “chirimoya roja™

Tabla 2. Marcha fitoguimica del extracto etanodlico de de las hojas de Anrnona
reticulata L. “chirimoya roja™

METABOLITOS
ENSAYO RESULTADO

SECUNDARIOS
Compuestos fendlicos Rvo. FeCls 5% +
Taninos Rvo. Gelatina 1% +
Flavonoides Rvo. Shinoda +
Rvo. Dragendorff +

Alcaloides
Rvo. Mayer +
Antraguinonas Rvo. Borntranger -
saponinas Espuma persistente -
Leyenda:

(+) Presencia de metabolito secundario
(-} Ausencia de metabolito secundario
Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En la tabla N°2, se evidencian los resultados de la marcha
fitoquimico determinada a traveés de reacciones de coloracion v precipitacion, se
realizaron los ensayos de cloruro de hierro, gelatina, Shinoda, Dragendorff, Mavyer,
Borntranger, espuma persistente. Se identifico la presencia de metabolitos como los
compuestos fenolices, taninos, flavonoides, alcaloides. Se evidencid la avsencia

preliminar de metabolitos como antraquinonas y saponinas.
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3.3 Evaluacion de la actividad antimicotica

Tabla 3. Actividad antimicotica del extracto etanélico de de las hojas de Annona
reticulata L. “chirimova roja” frente a Candida albicans ATCC 10231

Microorganismo Longitud de halos de inhibicion (mm) -24 horas
Candida 100%
o Control 25% del | 50% del | 75% del . Control
ATCC 10231 negativo Extracto| Extracto | Extracto e positivo
cl 6 6 6 6 6 19.28
c2 6 6 6 6 6 19.72
c3 6 6 6 6 6 18.81
Promedio 6 6 6 6 6 19.27

*Control positivo: Fluconazol 0.2 mg/mL

*Control negativo: Agua destilada

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En la tabla 3, se muestran los resultados de 1a actividad antimicotica del

extracto etandlico de 1as hojas de Annona reticulata L. “chirtmoya roja” frente a Candida

albicans ATCC 10231, 5e observa que los halos de inhibicion del control negativo v del

extracto a las diferentes concentraciones fueron 6 mm; mientras que el control positivo

presento un halo de inhibicion promedio de 19.27 mm.
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IV. DISCUSIONES

Conforme con los analisis realizados como se indica en la tabla 1, se puede apreciar que el
extracto etandlico de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja”, presenta buena
solubilidad en solventes de naturales polares como el agua destilada, etanol , metanol. Por el
contrario, fue insoluble frente a solventes apolares como la cloroformo, acetona, benceno,
éter etilico; esto se debe a que los diversos componentes que conforman el extracto etanélico
de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja”, como compuestos fenolicos, taninos,

flavonoides y alcaloides, tiene afinidad a los compuestos polares.

En la tabla 2, se evidencia los resultados de la marcha fitoquimico del extracto etanolico de
las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja”, Se identifico la presencia de metabolitos
como los compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides. El contenido descrito de
metabolitos secundarios es similar a los reportados por Sujata® en el afio 2018, quien reportd
en el extracto etanolico de frutos de Annona reticulata, la presencia de alcaloides, saponina,

flavonoides y taninos.

En la tabla 3, se describen los resultados de la actividad antimicotica del extracto etandlico
de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” frente a Candida albicans ATCC
10231 . Se observa que los halos de inhibicion para todas las concentraciones del extracto y
el control negativo fueron de 6 mm. mientras que el control positivo reporto un halo de
inhibicion promedio de 19.27 mm. En la investigacion realizada por Lataliza y Junquerial®,
en una especie que pertenece al género Annona, pero diferente especie: cuyo objetivo fue
evaluar la actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de Annona ambotay frente a

Candida albicans, report6 poca actividad frente a Candida albicans.

Al evidenciar que en nuestro ensayo los resultados fueron negativos podrian explicarse que
la ausencia de actividad es debido al antagonismo de utilizar un extracto no refinado, por
ello el extracto no pudo actuar sobre la membrana nuclear, que rodea el material de acido

nucleico; por lo tanto, no se evidencio el ensayo antimicético.

A pesar de que nuestros resultados muestran valores no favorables, es importante destacar
seguir realizando ensayos y pruebas mas especificas debido a que las infecciones causadas
por especies de Candida albicans han aumentado significativamente en los Gltimos 30 afios,

especialmente en pacientes inmunocomprometidos.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etanodlico de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” a la
concentracion del 100% no presenta actividad antimicética frente a Candida albicans
ATCC 10231.
El extracto etandlico de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” a la
concentracion del 75% no presenta actividad antimicética frente a Candida albicans
ATCC 10231.
El extracto etandlico de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” a la
concentracion del 50% no presenta actividad antimicética frente a Candida albicans
ATCC 10231.
El extracto etandlico de las hojas de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” a la
concentracion del 25% no presenta actividad antimicotica frente a Candida albicans
ATCC 10231.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar las extracciones por diferentes métodos a fin de garantizar un mayor rendimiento del

extracto.

Realizar la separacion de los metabolitos secundarios del extracto etandlico de las hojas de

Annona reticulata L. “Chirimoya roja”.

Realizar ensayos de toxicidad para las diversas fracciones del extracto etanolico de las hojas

de Annona reticulata L. “Chirimoya roja” a fin de garantizar su seguridad.
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Anexo 01: Clasificacion taxonomica de la especie vegetal

JOSE RICARDO CAMPOS DE 1A (BA7 &w

COXSULTUNR BOTANICD < .
Emaik jocamde@ gmail.com
Cel:96363907Y

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ B00LOGO COLEGIADO - CBF N 3T% - INSCRITO EN Ki. REGISTRO DX
PROFESIONALES QUE REALEZAN CERTIFICACTON DE IDENTIFICACKON TANONOMICA DE ssreciMenes v
FRODUCTOS DE FLORA - RESOUDCION IMRECTORAL N 6311201

CERTIFICA:

Que, MEVYSONIER YUIMACHI TAPULLIMA y CARLOS GLEN SAAVEDRA
VELASQUEZ, tesistas de la Universidad Privada de Huancayo Frunklin Roosevelt, con fines de
investigacitn han solicitado la identificacion y certificacion botdnica una ka planta procedente de
In Comunidad de perico, distrito de Chirinos, provincia de San Ignacio departamento de
Cajamarca, donde ¢s cultivada con ¢l nombee vulgar de “chirimoya roja™, la muestra ha sido,
identificada como Anmoma reticulata .. Segin la base de Tropicos que sigue el Sistema modemno
de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998 por el Grupo pam ia Filogenia de
Ins Angiospermas, revisado por APG I (2003), APG 111 (2009) y APG IV (2016), ol sistema APG,
evita el uso de ks nomenclsturs taxonémica clisica por amiba de orden y segin Mark W. Chase &
James L. Reveal (2009) consideran & todas las plantas verdes en Ia Clase Equisetopsida, la
especic estudiada ocupa la siguiente posesion laxonomica:
Reino: Plantac
Clase: Equisstopsada
Subclase: Magpoliidac
Superorden: Magnolinnae
Orden: Magnoliales
Familia: Annopaccae
Giénero: Anmona
Especie: Annona rericuiara L.

Nombees vulgares: “chirimoya roja™, “nona™
Se expide la presente certificacion con fines de investigacién cientifica.
Lima, 05 de abril del 2022

8:0. 0G0
C2.P.37%%

@M@@&

Jr. Sanchez Silva N® 156- piso 2, Urh. Santa Luzmils, Lima 07
tmu.mmdﬁe.gmmm pmcampos@yahoo.cs
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Anexo 02: Certificado de la evaluacion antimicotica del extracto etandlico de hojasde
Annona reticulata L. (Chirimoya roja) frente a Candida albicans ATCC 10231.

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

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N° 00196 -CPF-2022

ORDEN DE ANALISIS : 0197-2022

SOLICITADO POR : MEYSONIER YUIMACHI TAPULLIMA
DIRECCION :

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE Annona

VUESTRA . reticulata l. (CHIRIMOYA ROJA)
CANTIDAD : | frasco por 3.83 g aprox.
FECHA DE RECEPCION : 13 de mayo de 2022

FECHA DE FABRICACION fom
FECHA DE VENCIMIENTO e

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE Annona
reticulata . (CHIRIMOYA ROJA)
MICROORG ANISHE Longitud de halos de inhibicién (mm)
f,;’;‘lzm l(“":"lr::, 100% 75% 50% 25%
19.28 6 6 6 6 [
Candida albicans 19.72 6 6 6 6 6
18.81 6 6 6 6 6

* El tamaiio de los pocillos es de 6 mm, por lo tanto, cuando se reporta esta medida indica que no hay formacion
de halos de inhibicidn.

* Dilucion de la muestra: 100%, 75%, 50% y 25% del extracto hidroalcohdlico de las hojas Amiona reticulata L
(Chirimoya roja).

* Volumen inoculado: 40 uL

* Concentracion del inoculo: 1 x 108 UFC/mL

* Control positivo: Fluconazol 0.2 mg/mL

* Control negativo: agua destilada

*100%. 75%. 50% y 25%: diluciones del extracto hidroalcohélico de las hojas de Annona reticulata L.
(Chirimoya roja)

Lima, 02 de Junio del 2022

~

Q.F. Paul Ivan/Gutierrez Elescano
Director del Centrdo de Control Analitico

P
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Anexo 03: Certificado de la cepa Candida albicans ATCC 10231

on Reles:

ration Date: 2023/4/30
Release Information:

Control Technologist: Jackie L. Mackedanz
Release Date: 2021/5/12

Microorganism Name: Candida albicans
Catalog Number: 0443

Lot Number: 443-1258"*

Reference Number: ATCC® 10231™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features:

Medium:
Small ta medium, white, circular, convex, dull colonies. Nutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features!/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Germ Tube Test: positive

(1) Chlamydospore production: positive

QLV\ML/% e

Amanda Kuperus
Quality Control Manager .
AUTHORIZED SIGNATURE
**Disctaimor: The of the lot 4 mber. Th ber dsplayed i
m:"n’mmsb e lot number appearing on tha product label and padking slip are merely & ping event e lot yed on this
4 Refer to the d product insert for i ions, tended use and disatety Info
Individual prods are ble to & g d culty I
REFERENCE MATERTAL PRODUCER
CERMT #2035.02
XIE Uemaad O hSeits of AFES, RSB e 5 Yoanead Lo Ses Theae Wademace o e Sk posocss desad Tom ATCEE
\ Derraative ) -
(1) These tests ane occredited to ISOMEC 17025,
TESTING CERT #2655.01
© 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Researved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Anexo 04: Evidencias fotogréficas de la preparacion del extracto etanélico de hojasde
Annona reticulata L. (Chirimoya roja)
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