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RESUMEN

Las infecciones por hongos superficiales son las micosis mas comunes en todo el
mundo y constituyen un problema de salud publica. El clima humedo, la
sobrepoblacion y las malas condiciones higiénicas han conducido a un aumento
de la prevalencia de estos patdgenos. La resistencia de los hongos a los farmacos
antimicrobianos, la toxicidad de ellos, ha producido una intensa busqueda de
moléculas nuevas, obtenidas por sintesis o bien desde fuentes naturales.

El presente estudio tiene como objetivo determinar la actividad antifungica del
extracto hidroalcohdlico de las hojas Annona muricata “Guanabana” sobre cepas
de Candida albicans ATCC 10231. El Disefio Metodologico es no experimental:
porque no se influye en las variables para medir el efecto solo se describe el
fenémeno.

Se estudié la actividad antifungica utilizando el método de difusion en placa, sobre
cepas de Candida albicans. Los resultados finales obtenidos en los ensayos
fueron los siguientes: En la determinacion de la actividad antifungica sobre cepas
de Candida albicans ATCC 10231 se observé que a la concentracion de 60mg/ml
el extracto presenta una actividad antifungica con un halo de inhibicion de 14mm
en promedio a las 24 horas, a la concentracion de 60 mg/ml el extracto presenta
una actividad antifungica con un halo de inhibicion de 17mm en promedio a las 48
horas.

Con estos resultados se concluyd que el extracto de las hojas de Annona muricata
“Guanabana” presenta actividad antimicética frente a Candida albicans ATCC
10231.

Palabras Clave: antifungico, difusion, extracto, acetogeninas, candidiasis.



ABSTRACT
Superficial fungal infections are the most common fungal infections worldwide and
are a public health problem.
Wet weather, overcrowding and unsanitary conditions have led to an increased
prevalence of these pathogens.
Fungi resistance to antimicrobial drugs, the toxicity of them, has been an intensive
search for new molecules, obtained by synthesis or from natural sources.
This study aims to determine the antifungal activity of the hydroalcoholic extract of
leaves Annona muricata "Guanabana" on strains of Candida albicans ATCC
10231.
Methodological experimental design is not, because there are influences the
variables to measure the effect just described the phenomenon.
Antifungal activity was studied using the disk diffusion method on strains of
Candida albicans.
The final results of the tests were as follows: In the determination of the antifungal
activity on Candida albicans strains ATCC 10231 was observed that the
concentration of 60 mg/ml extract has an antifungal activity with an inhibition zone
of 14 mm on average at 24 hours, the concentration of 60 mg/ml extract has an
antifungal activity with an inhibition zone of 17mm on average at 48 hours.
With these results it was concluded that the extract from the leaves of Annona
muricata "Guandbana" shows antifungal activity against Candida albicans ATCC
10231.

Keywords: antifungal, broadcast, abstract, acetogenins, candidiasis.
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INTRODUCCION

La Amazonia peruana es una de las zonas del planeta con mayor diversidad
vegetal, conviven en la zona el 8% del total de especies vegetales, de las cuales
menos del 1% han sido estudiadas desde el punto de vista fitoquimico o
farmacoldgico, por lo tanto su estudio podria conducir al descubrimiento de un
gran numero de nuevas moléculas bioactivas con posible aplicacion terapéutica.

Durante las Ultimas décadas, el aumento en la prevalencia de las infecciones
fungicas ha sido constante, relacionado fundamentalmente con el incremento de
pacientes inmunocomprometidos y con el uso generalizado de antimicrobianos, la
utilizacion de inmunosupresores, maniobras diagnosticas invasoras y la
implantacion de alimentacion parenteral. Junto a estas micosis invasoras, que
podriamos llamar oportunistas, coexisten otras micosis, que podriamos considerar
primarias, causadas por hongos muy adaptados para la supervivencia en los
tejidos infectados. Algunas de ellas se comportan como micosis profundas, y se
caracterizan porque se distribuyen en determinadas zonas geogréficas, donde
resultan endémicas. Otras, ubicuas, se caracterizan por afectar a piel y mucosas:

se trata de las dermatomicosis y candidiasis de las mucosas.

Especies pertenecientes a la familia Annonaceae han sido utilizadas como
medicina tradicional debido a las propiedades curativas que han mostrado contra
algunas enfermedades, esto ha despertado un interés cada vez mayor por el
estudio quimico de dichas especies. De estudios fitoquimicos previos realizados a
especies pertenecientes a esta familia, se han aislado metabolitos secundarios
con diferentes tipos de actividad biologica, determinadas por ensayos in vitro
(actividad antiparkinson, antimalarica, relajante del musculo liso, antitumoral,
antibacterial, antifungica, antimicrobial, leishmanicida, tripanocida, citotoxica, entre

otras). Siendo esta la principal motivacion para la realizacion de este estudio.

XIVIV
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CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Descripcion de la Realidad Problemética:

En los ultimos afios, después de un periodo en que la industria farmacéutica
se dedic6 exclusivamente a la fabricacion de farmacos de sintesis, dejando
atras las antiguas medicinas que tenian como base los extractos de plantas
medicinales, hay un cambio cualitativo en los programas industriales con
dedicacién a la busqueda de nuevos medicamentos de origen herbario.
Estos cambios se han sustentado, por una parte en una filosofia de la
vuelta a la naturaleza que impregna el modo de vivir de los paises
industrializados y por otra, en necesidades de salud publica, ya que se ha
tornado urgente la busqueda de moléculas para la fabricacién de

medicamentos. W

El avance de la fitoterapia como disciplina médica es cada vez mayor, esto
se evidencia en que las plantas medicinales representan casi el 25% del
total de las prescripciones médicas en paises industrializados, en los paises
en desarrollo la participaciéon de las plantas medicinales en el arsenal
terapéutico alcanza el 80%. @

La piel es proclive a padecer enfermedades originadas tanto por causas
internas como externas. La proteccion de la epidermis frente a la infeccion
depende de la barrera mecénica proporcionada por el estrato cérneo, ya
que la propia epidermis carece de vasos sanguineos. La rotura de esta
barrera por quemaduras o mordeduras, abrasiones, cuerpos extrafos,
trastornos dermatolégicos primarios (p. €j., herpes simple, varicela, ectima
gangrenoso) permite la penetracién de bacterias en las estructuras mas

profundas. Del mismo modo, el foliculo piloso puede servir de entrada a la

15



1.2

flora normal (p. ej.,, Staphylococcus) o a bacterias extrafias (p. e€j.,

Pseudomonasen la foliculitis del bafio caliente). ®

Por otra parte, las infecciones por hongos superficiales son las micosis mas
comunes en todo el mundo y constituyen un problema de salud publica. El
clima humedo, la sobrepoblacion y las malas condiciones higiénicas han
conducido a un aumento de la prevalencia de estos patdgenos. Estas
micosis han adquirido renovada importancia ademas por ser una causa de
consulta médica frecuente. La resistencia de los hongos a los farmacos
antimicrobianos, la toxicidad de ellos y muchas veces su elevado costo, ha
producido una intensa busqueda de moléculas nuevas, obtenidas por
sintesis o bien desde fuentes naturales. Una de ellas es la investigacion en
plantas, la cual se realiza en muchas latitudes con resultados muy
promisorios pues se han encontrado, por ejemplo, efectos antimicoticos en
muchos extractos vegetales utilizando diversos solventes o en los aceites

esenciales. ¥

La incidencia de las micosis muestra un aumento notable debido a
diferentes factores que favorecen la aparicion de estas enfermedades, entre
ellos, el incremento en el nimero de pacientes inmunodeprimidos por
diferentes causas como la infeccibn por el VIH y las terapias
inmunosupresoras. Estas condiciones hacen susceptibles a estos individuos
de contraer infecciones tanto por hongos patégenos primarios como por

otros que son inocuos para las personas inmunosuprimidas. ©
Formulacion del Problema:

¢ Presentard efecto antifungico in vitro el extracto Hidroalcohdlico de hojas
de Annona muricata (Guanabana) frente a cepas ATCC 10231 de Candida

albicans?

16
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Objetivos de la Investigacion:

1.3.1.- Objetivo general.
> Evaluar el efecto antifungico del extracto hidroalcoholico de Annona

muricata (Guanabana) por el método de difusidbn en placa sobre
cepas de Candida albicans ATCC 10231.

1.3.2.- Objetivos Especificos
» Determinar el porcentaje de extracto Hidroalcohodlico obtenido de las

hojas de Annona muricata (Guanabana).

» Determinar la actividad antifungica de las hojas de Annona muricata

(Guanébana) a las 24 horas.

» Determinar la actividad antifangica de las hojas de Annona muricata

(Guanabana) a las 48 horas.

Hipodtesis de la Investigacion

1.4.1.- Hip6tesis General.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata
(Guanabana) presenta efecto antifingico in vitro sobre cepas ATCC
10231 de Candida albicans.

1.4.2.- Hipétesis Especificos

El porcentaje de extracto etandlico de hojas de Annona muricata es
de 8 al 10%.

Las hojas de Annona muricata presenta actividad antifiingica a las 24
horas.

Las hojas de Annona muricata presenta actividad antifiingica a las 48

horas.

17
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Justificacion e Importancia de la Investigacion

a) Justificacion econémica.

El conocimiento de la actividad antifingica de las hojas de guanabana
permitird orientar los estudios en la basqueda de nuevas alternativas de

tratamiento.
b) Justificacién social

La guandbana es una planta que crece en areas tropicales, en América del
Centro y del Sur, especialmente en la Amazonia. Todas las partes de la
planta son usadas en la medicina natural, incluyendo cortezas, hojas,
raices, semillas vy frutos, pero la parte que contiene la mayor concentracion
de principios activos es la hoja, en donde se encuentran las Acetogeninas
Anonaceas, quienes han sido estudiadas ampliamente estudiadas desde
1940 en que empezd a usarse como insecticida, llegando a asombrar a
cientificos por su amplio poder, sin causar ningun efecto nocivo en animales

y el hombre.
c) Justificaciébn académica

La presente investigacion contribuira aportando de una manera cognoscitiva
la actividad antifungica del extracto etandlico al 70% de las hojas de

Annona muricata frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231.

18
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CAPITULO II;
MARCO TEORICO

Antecedentes de la Investigacion:

En la investigacion OBTENCION Y EVALUACION DE EXTRACTOS
BIOACTIVOS PRESENTES EN SEMILLAS DE Annona muricata DE LA
REGION CAFETERA, (2010), realizada por ELIZABETH MARTINEZ
MURNOZ, se llega a la conclusién que tiene un potencial téxico que
presentan las semillas de A. muricata. Se logré la extraccion de
acetogeninas de las semillas de A. muricata, el extracto metandlico
desengrasado mostrdé un importante efecto insecticida en las pruebas de
mortalidad realizadas con Artemia salina, con un CL50 de 1.214 pg/mL, por
lo que puede concluirse que este tipo de extracto tiene alto potencial para

ser usado como componente activo en la elaboracion de un biopesticida. )

La investigacion realizada por Poma M, Elizabeth (2011), ESTUDIO
FARMACOGNOSTICO Y ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Annona muricata (GUANABANA), se estudio el
extracto acuoso de las hojas secas de Annona muricata L. “guanabana’,
especie recolectada en la ceja de selva de Cuzco, la cual fue clasificada
taxondmicamente en el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Mediante analisis fitoquimico se demostro
la presencia de flavonoides, entre otros metabolitos. Se clasifico al extracto
acuoso como no toxico segun el método de dosis limite para la
determinacién de toxicidad aguda, resultado que fue avalado con el estudio
macroscopico de organos realizado en la facultad de Medicina Veterinaria
de la UNMSM. Con el empleo del método del edema plantar en ratas
inducido por A-carragenina, se demostré el extracto acuoso a una

concentracion de 1,5 mg/kg posee actividad antiinflamatoria significativa
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comparado con indometacina. El analisis estadistico se realizd por el
método ANOVA a 95 % de confianza. ()

En la investigacion DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
CONTRA Candida albicans y Aspergillus niger DE 10 PLANTAS
MEDICINALES DE 3 DEPARTAMENTOS DEL PERU (2005), realizada por
Ruiz Quiroz, Julio, El presente trabajo investigo la actividad antifungica in
vitro de doce extractos etandlicos correspondientes a diez plantas
medicinales peruanas; Annona cherimolia (hojas), Bidens pilosa L. (partes
aéreas), Hypericum laricifolium L. (partes aéreas), Juglans neotropica
Diels(corteza), Piper spp. (hojas), Plantago major L.(hojas), Psidium
guajava L.(hojas), Schinus molle L.(corteza y hojas) y Spartium junceum L.
(planta entera). Las especies fueron recolectadas en el departamento de
Amazonas, excepto Schinus molle L. (Apurimac). La actividad antifangica
se evalué mediante los métodos de difusion en agar y diluciéon en agar para
la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los
microorganismos de prueba utilizados fueron las levaduras Candida
albicans ATCC 10231 y Candida albicans cepa clinica, asi como, el hongo
filamentoso Aspergillus niger ATCC 16404; las cepas fueron
proporcionadas por la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. De doce
extractos investigados, seis presentaron actividad antifingica consistente
con un didmetro de halos de inhibicién #18mm (Prueba de Difusion en agar)
frente a Candida albicans ATCC 10231. Ningun extracto mostrd actividad
consistente frente a la cepa clinica de Candida albicans y Aspergillus niger
ATCC 16404. La CMI de los extractos que presentaron actividad
consistente frente a Candida albicans ATCC 10231, fue de 250 pg/mL para
Hypericum laricifolium L., Juglans neotropica Diels, Annona cherimolia L. y
Schinus molle L. (un extracto de corteza y uno de hojas) y de 500ug/mL
para Piper spp. No se determind la CMI de los extractos (Juglans neotropica
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Diels y Psidium guajava L.) que presentaron halos frente al Aspergillus niger
ATCC 16404 por considerarlos sin actividad significante (<18mm.). Los
antifungicos Nistatina y Fluconazol fueron incluidos en el estudio como

controles positivos. ®

En la investigacion realizada por OCHOA FUENTES,Y (2010),
EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE CUATRO
EXTRACTOS VEGETALES METANOLICOS PARA EL CONTROL DE
TRES ESPECIES DE FUSARIUM SPP, EIl objetivo de la investigacion fue
evaluar la actividad antifingica in vitro de los extractos de pirul (Shinus
molle), chirimoya (Annona cherimola), canela (Cinnamomum zeylanicum) y
tabaquillo (Nicotiana glauca) sobre el crecimiento micelial y esporulacion de
Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium solani. El trabajo de
investigacion se realizdé en la Universidad Autonoma de Aguascalientes
(UAA), y en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Las
cepas de Fusarium fueron previamente identificadas en el Laboratorio de
Parasitologia de la UAA. Los extractos fueron obtenidos en el Laboratorio
de Toxicologia de la UAAAN. Para determinar la inhibicion del crecimiento
micelial, dosis efectiva media (ED50) y nimero de conidios, se utilizé la
metodologia de medio envenenado, donde se evaluaron diversas
concentraciones de los extractos. Los resultados mostraron que los
extractos de chirimoya y canela presentaron efecto inhibitorio sobre el
crecimiento micelial y esporulacion. En contraste, los extractos de tabaquillo
y pirul no mostraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial. Sin
embargo, el primero de ellos incrementé la produccién de conidios al
incrementarse la concentracion del extracto. En relacion a la ED50 el
extracto de canela controld las tres especies en estudio a dosis de 330,34 a
538,63 ppm. Por otro lado, el extracto de chirimoya present6 el mejor
control a 593 ppm contra F. culmorum, mientras que para F. oxysporumy F.

solani se requirieron dosis de 2060 a 2571 ppm, respectivamente. Los
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extractos de canela y chirimoya presentaron efecto en la inhibicion micelial

y esporulacion de F. oxysporum, F. culmorum y F. solani. (9)

La investigacion realizada por Restrepo, Jaime (2010), EVALUACION
FISICOQUIMICA DE LA FRACCION LIPIDICA DE LAS SEMILLAS DE
GUANABANA (Annona muricata) Y LA CHIRIMOYA (Annona cherimolia),
Las semillas de guandbana (Annona muricata) y chirimoya (Annona
cherimolia), a pesar de que varios estudios muestran que las Anonaceas
tienen efectos farmacologicos benéficos, por ejemplo contra algunos tipos
de céncer, parece que las semillas no tuvieran utilidad alguna. No obstante,
esta investigacion muestra que poseen un contenido de aceite (22%) similar
a las semillas de algodon (23%) y la soya (18%) y mas alto que el maiz
(5%). Ademas, los analisis fisicoquimicos de los extractos lipidicos, que
incluyen la cromatografia de gases, revelan la presencia de acidos grasos
como el oleico, linoleico y linolénico, estos dos ultimos esenciales en la
dieta humana, en concentraciones equiparables con las de otras

oleaginosas comerciales. (19
2.2.- Marco conceptual.
2.2.1.- Aspectos botanicos de la especie en estudio. 1D

2.2.1.1.- Clasificacion cientifica.
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Tabla N°1: Clasificacion cientifica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonoceae
Subfamilia Annonoideae
Género Annona
Especie A. Muricata

Fuente: Taylor L. Annona muricata. En Herbal Secrets of the

Rainforest. 2nd edition

2.2.1.2.- Descripcion boténica.

Arbol o arbusto: Perennifolio/caducifolio, de 3 a 8 m (hasta 10
m) de altura. Tronco ramificado cerca de su base. Despide mal
olor cuando se le tritura. Ramas cilindricas, arrugadas, asperas,
de color café, rojizo y con numerosas lenticelas. Presenta una
corteza externa de color castafio mas o menos lisa y la interna
rosada e insabora. La copa se ramifica desde su base y
desarrolla una copa algo conica.

Hojas: Son de color verde oscuro, brillante en el lado superior y
amarillento en el inferior, oblongas a ovadas, miden de 5 a 15 cm

de largo por 2 a 6 cm de ancho.
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Figura N°1: Hojas de Annona muricata (Guanabana)

Fuente: Taylor L. Annona muricata. En Herbal Secrets

oftheRainforest

Flores: Nacen solitarias o0 en pares en tallitos cortos que brotan
de las ramas viejas .Los 3 sépalos miden de 2 a 3 mm de largo.
Los 3 pétalos externos muy anchos y coriaceos, amarillos, miden
2 a 3 cm. de largo por 3 cm de ancho, y estan colocados
alternando con los primeros. El receptaculo es grande,
pubescente, y contiene numerosos estambres en la base y
ovarios en la parte superior. Las flores de esta especie se abren
al amanecer, cuando las anteras estan iniciando la expulsién del
polen; los pétalos externos caen algunas horas después, y los
internos duran unos dias mas o a veces caen juntos.

Fruto: Es el mas grande en el género, llegando a medir hasta 40
cm de largo elipsoidal u ovoide, a menudo asimétrico en el apice
debido a la polinizacion deficiente. Los carpelos aparecen

separados por un surco fino, y en la mayoria llevan al centro una
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espina, curva hacia abajo, aunque hay variedades de frutos casi
lisos.

La superficie, aun en la madurez, es verde brillante, En la
estructura interna no difiere de la Annona cherimola (chirimoya),
excepto en que la capa de esclerénquima permite remover la
cascara mas facilmente. Los carpelos tienen pulpa blanca, jugosa
y &cida, muy aromética y rica en &cido ascorbico, lactico, malico y
citrico. Ademas contiene minerales y vitaminas como el hierro,

fésforo, calcio, vitamina A, B1, B2y C.

e Semillas: Son obovoides y aplanadas, de 15 a 20 mm de largo

con testa oscura y brillante.
2.2.1.3.- Distribucién geografica.

La guanabana es oriunda del Peru y se cultiva en la mayor
parte de América tropical, pero generalmente como plantas
dispersas en los huertos.

También se planta en Hawai, la India, Filipinas y Australia. La
zona de produccién en el Perd es la selva central de

Chanchamayo.

e Habitat: Requiere una temperatura promedio de 25 a 28
°C y una precipitacion media anual de 1.000 a 3.000 mm
bien distribuida, aunque puede cultivarse en zonas con una
estacién seca moderada, siempre que se cuente con agua
de regadio. Este cultivo se puede desarrollar en campos
ubicados muy cercanos al litoral y hasta zonas con una
altitud no superior a los 1000 msnm, siendo la altura ideal
aquellas zonas que se ubican entre los 400 a los 600

msnm.
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2.21.4.-

Los suelos en que se cultive guanabana comercialmente,
deben ser profundos, arenosos y con muy buen drenaje.

Son mas convenientes los suelos con pH entre 5,5y 6,5.

Composicién quimica y fitoquimico de la Hoja de

Guanéabana. 12

Tabla N°2: Composicién quimica de hoja de Annona muricata
Lactonas Isoquinolinas Lipidos
Annohexocina Anonaine Acidogentisico
Annomuricina A, B, Cy | Anoniine Acido lignocérico
E . L .

Atherospermine Acido linoleico
Annomutacina o ) o
Coreximine Acido estearico

C

Muricoreacina

Annopentocinas A, B y

Fuente: Salinas

A, Dorka, Araujo G, Juan, Inhibicion del transito intestinal

por el extracto etandlico de las hojas de Annona muricata(Guanabana) en

ratones.
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Tabla N°3:

Identificacion fitoquimico de hojas de Annona

muricata.

Prueba Identificacion Resultado
Gelatina Taninos (++)
Nihidrina Aminoacidos libres )
Tricloruro de hierro Compuestos fendlicos (++)
Draggendorf Alcaloides (+)
Mayer Alcaloides (+)
Hidroxido de sodio Quinonas )
Alfa-naftol (Molish) Glicésidos +)
Shinoda Flavonoides (++)
Lieberman Terpenos (+)

(-) negativo; (+) poca cantidad; (++) regular cantidad; (+++) abundante cantidad.

Fuente: Salinas A, Dorka, Araujo G, Juan, Inhibicion del transito intestinal por el
extracto etandlico de las hojas de Annona muricata (Guanabana) en ratones.

2.2.1.5.- Usos tradicionales.

En los andes Peruanos el té de las hojas son usadas para el
catarro (Inflamacion de las membranas mucosas) y las
semillas estrujadas son usadas para matar parasitos. En la
amazonia peruana la corteza, raices y hojas son usadas para
diabetes y como un sedativo y un antiespasmaodico. Otros

usos populares en el Peru son para diarrea, disenteria, fiebre,
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hipertension, indigestion, piojos, desordenes hepaticos,

sedativo, tumores (piel), ulceras (internas) y como insecticida.

Es un fuerte remedio antibacteriano, sirve contra los parasitos,

es citotoxico, febrifugo, vermifugo e insecticida.
2.2.2.- Aspectos generales sobre el agente patégeno en estudio.
2.2.2.1.- Fundamentos de micologia. 3

Microscopicamente, los hongos pueden observarse bien como
formaciones redondeadas con gemacion (microorganismos
parecidos a levaduras) o bien como hifas (mohos). Las
colonias de tipo levadura son lisas, mientras que las de mohos
son vellosas; entre los hongos que crecen como levaduras se
encuentran las especies de Candida y Cryptococcus, mientras
gue los hongos que se desarrollan como mohos comprenden
las especies de Aspergillus, Rhizopus y los dermatofitos
(hongos de las tifdas). Los hongos que producen
histoplasmosis, blastomicosis, esporotricosis,
coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis se denominan
dimoérficos ("que tienen dos formas") porque son redondeados
en los tejidos pero cuando se cultivan a temperatura ambiental

crecen como los mohos.
2.2.2.2.- Candidiasis. @3

La candidiasis es una micosis causada por diversas especies
de levaduras del género Candida. Cualquier tejido puede ser
afectado por lo que se presentan diversos cuadros clinicos,
cada uno de ellos asociado directamente al estado

inmunoldgico del paciente. Las candidiasis de mucosas Yy piel
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son las mas frecuentes, mientras que las sistémicas son de

evolucion aguda o cronica y generalmente severas.
a) Agentes etioldgicos.

Los agentes patdégenos son levaduras (el estado anamorfo)
del género Candida pertenecientes al
PhylumAscomycotina. Muchas especies se han aislado de
vegetales, suelo, agua, aire, alimentos y algunas de ellas
forman parte de la biota normal de la piel y membranas
mucosas (boca, vagina, vias respiratorias altas, tracto
gastrointestinal) de mamiferos. Este género incluye
aproximadamente 150 especies identificadas.

Candida spp., son levaduras mitospdricas alargadas o
ligeramente redondas de 2 -6 x3-9 um que se
reproducen por gemacion (blastoconidios). A excepcion
de C. glabrata, el resto de las especies asociadas a
candidiasis pueden formar seudomicelios; C. albicansy C.

dubliniensis ademas son formadoras de hifas.

Tabla N°4: Especies de Candida
asociadas patégenas

Especie Frecuencia

C. albicans 50%

C. tropicalis 15-30%

C. parapsilosis 15-30%

C. glabrata 15-30%

C. krusei ~1%
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C. guilliermondii ~1%

C. lusitaniae ~1%

C. dubliniensis ~1%

Fuente: Kasper Dennis L., Principios deMedicina Interna.

Aunque se han reportado mas de 17 especies patogenas, el 90% de
las infecciones se atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
parasilopsis, C. tropicalis.

e Clasificacion taxonémica:
Teniendo en cuenta la reproduccién sexuada de las levaduras se
las incluye en las subdivisiones Ascomycotina, Basidiomycotina y
Deuteromycotina (cuando no se conoce la reproduccion

sexuada).

Tabla N°5: Clasificacion taxondmica Candida albicans

Dominio Eucarya
Reino Fungi
Division Eumycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Blastomycetes
Familia Cryptoccocaceae
Género Candida
Especies C. albicans; C. glabrata; C.
krusei; C.parapsilosis; C.
tropicalis,

Fuente: Kasper Dennis L., Principios de Medicina Interna
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b) Epidemiologia.

Las candidiasis superficiales son frecuentes, de facil
tratamiento y no atentan contra la vida del paciente, en
tanto que las sistémicas de evolucion aguda o cronica son
generalmente graves. La mayoria de estas infecciones se
originan de un foco endodgeno (tracto gastrointestinal o
respiratorio) aunque no se descarta la participacion de

fuentes externas.

La distribucion geografica de esta micosis es universal y
méas de 70 % de ellas son producidas por C. albicans
observandose un porcentaje mayor por el serotipo B. Los
casos de candidiasis sistémica estan relacionados a
pacientes con severas deficiencias en su sistema inmune.
C. krusei y C. glabrata son habitualmente resistentes a los
compuestos azodlicos y su hallazgo como agentes
infecciosos involucrados en enfermedades sistémicas

intrahospitalarias ha aumentado en los Ultimos afios.

Los casos registrados de candidiasis muestran que el sexo
no influye en la frecuencia, a excepcion de la candidiasis
urogenital que tiene mayor incidencia en el sexo femenino.
La edad y raza de las personas son factores que, segun la
clinica, no influyen en la presentaciéon de la micosis, la cual
realmente dependera del factor de inmunodeprimido
asociado; sin embargo, por lo que respecta a la ocupacion
aunque no es un factor de importancia, se considera que
algunas actividades de las personas pueden favorecer la

infeccion.
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c) ldentificacion de Candida albicans®¥
El aislamiento en cultivos es imprescindible para establecer
la identificacion de Candida al nivel de género y especie,
para efectuar las pruebas de susceptibilidad “in vitro” a los
antifangicos, asi como para llevar a cabo estudios
moleculares (los cuales actualmente no se encuentran al

alcance de los laboratorios de baja complejidad).

El agar glucosado de Sabouraud adicionado de antibiéticos
antibacterianos es un buen medio para el aislamiento
primario a partir de diferentes muestras clinicas, pero
teniendo en cuenta que la morfologia macro y microscopica
de las colonias de las distintas especies es similar, es
deseable el empleo de medios capaces de diferenciar las

especies.

Figura N°2: Colonias de Candida albicans.

Fuente: Arenas Roberto, Micologia Medica llustrada

Las especies de Candida desarrollan habitualmente en la gran
mayoria de los medios de cultivo empleados en los

laboratorios de diagnostico microbiolégico (agar sangre, agar

32



chocolate o inclusive aquellos usados para el aislamiento de

bacilos gram negativos como el EMB o CLDE).

CHROM agar Candida, es un medio cromogénico que permite
diferenciar en forma presuntiva las especies mas
frecuentemente involucradas en patologia humana: C.
albicans C. tropicalis y C. krusei las cuales desarrollan en él
colonias de diferentes colores (verde, azul metalico y rosado,

respectivamente).

La produccion de tubos germinativos y de clamidosporas, son
pruebas sencillas, economicas y al alcance de todos los
laboratorios para identificar a C. albicans. Que es la especie
mayormente relacionada con patologia fungica humana. La
produccion de tubos germinativos es ademas una prueba
rapida (puede evaluarse tras 2 a 4 horas de incubacion) que

puede emplearse como tamiz.

Filamentizacion en Suero (19: Se toma una pequefia porcion
de la colonia con un asa de platino esterilizada y se siembra
en 0,5 ml de suero humano, se incuba a 37°C por 2 horas, al
cabo de las cuales, se observara microscopicamente la
formacion de un tubo germinal sin constriccion en su punto de

origen y con forma caracteristica de “espejo de mano”.
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Figura N°3: Filamentizacion en Suero de Candida albicans

Fuente: Truijillo, V. Pruebas rapidas para la deteccion de Candida albicans.

2.2.3.- Curva de crecimiento microbiano. @®

Si se inoculan bacterias en un medio de cultivo liquido, creceran por
lo general hasta que un factor llegue al minimo y el crecimiento se
vea limitado. Si durante este proceso no se adiciona ningun nutriente
ni se elimina ningun producto metabdlico se denomina a este
crecimiento en este espacio predeterminado como cultivo
discontinuo. El crecimiento en un "sistema cerrado" de este tipo esta
sometido a leyes que son validas para los organismos uni y
pluricelulares. Una curva de crecimiento tipica tiene un aspecto
sigmoidal y permite diferenciar varias fases de crecimiento que se
presentan regularmente de una forma mas o menos acusada: fase
de latencia (o lag), fase exponencial (logaritmica), fase estacionaria y
fase de muerte.
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Figura N°4: Curva de crecimiento microbiano

Pardmetro de medida

lag exponencial estacionaria muerte

dl dN o
i S e

Tiempo de cultivo

Fuente: Lastra Jorge
(http://www.monografias.com/trabajos10/10cincrec/10cincrec.shtmi#DOS)

En la figura se pueden distinguir cuatro fases en la curva de crecimiento:

|. La fase Lag o de Latencia, en la que el microorganismo se adapta a las
nuevas condiciones y pone en marcha su maquinaria metabdlica para poder
crecer activamente. La duracion de esta fase es variable y en general es
mayor cuanto mas grande sea el cambio en las condiciones en las que se

encuentra el microorganismo.

Il. La fase exponencial. La fase de crecimiento exponencial (logaritmico;
fase expo o fase log) se caracteriza por un tiempo de generacion constante
y minimo. El tiempo de generacion durante la fase log es un parametro

especifico de cada especie y dependiente del medio.

lll. La fase estacionaria, en la que no hay aumento neto de

microorganismos, lo que no significa que no se dividan algunos, sino que la
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aparicion de nuevos individuos se compensa por la muerte de otros. La tasa

de crecimiento es dependiente de la concentracion de sustrato.

IV. La fase de muerte, en la que el nUmero de microorganismos Vivos

disminuye de forma exponencial.

2.2.4.- Métodos de Susceptibilidad Antimicrobiana 17

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son

métodos in vitro que determinan la susceptibilidad de los

microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos, bajo

condiciones especificas y estandarizadas de laboratorio.

a)

b)

Difusién en agar.

Este método, que es el mas frecuentemente usado, es
también llamado difusién por disco o Kirby-Bauer, En
este caso, el microorganismo es inoculado en la
superficie de una placa de agar, sobre el cual se
colocan discos impregnados con una concentracion
conocida del antibiético. Luego se incuban. Durante la
incubacion, el antibiético difunde radialmente desde el
disco a través del agar, por lo que su concentracion va
disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un
punto determinado, la concentracion del antibiético en el

medio es incapaz de inhibir al germen en estudio.
Dilucién en agar.

Es considerado el método de referencia. En este
método, placas conteniendo una determinada
concentracion de un antibiético son inoculadas con el

microorganismo en estudio y luego son incubadas.
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d)

Después de la incubacion, se examina si el organismo
crece 0 no en cada una de las placas, con lo cual se
determina la concentracion inhibitoria minima (CIM)

para el antibiotico.
Dilucion en caldo.

En este caso, tubos (macrodilucién) o microplacas
(microdilucion) contienen concentraciones crecientes de
un determinado antibiético. El organismo en estudio es
inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la
microplaca y la CIM es determinada después de la
incubacion, de la misma forma descrita anteriormente

para el método de la dilucion en agar.
E-test.

Este método ha sido descrito mas recientemente y
representa una sofisticada combinacién de los métodos
descritos anteriormente. El E-test es mas simple que
otros métodos para obtener una CIM. Utiliza una tira de
plastico que contiene concentraciones crecientes de un
determinado antibiotico que van desde 0,016 g/ml hasta
256 g/ml. Esta tira se pone sobre una placa de agar que
ha sido inoculada con el organismo en estudio.
Después de incubar la placa, se forma un é&rea de
inhibicion de forma eliptica, en la cual la concentraciéon

inhibitoria minima puede ser leida directamente.
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e) Métodos automatizados.

En este momento existen varios sistemas que ofrecen
diferentes niveles de automatizacion para el estudio de
susceptibilidad. Utilizan una medicién turbidimétrica o
fluorométrica para detectar crecimiento bacteriano en
un medio liquido. La mayoria de ellos emplea el método
de microdilucion y periodos de incubacion menores que
los habituales. Estos métodos son bastante confiables
para el estudio de enterobacterias y otros gérmenes de
crecimiento rapido, pero generalmente no son los
adecuados para los de crecimiento lento o con

requerimientos especiales.
2.2.5.- Agentes antifingicos (18 (19)
2.2.5.1.- Clasificacion de los antifungicos

Los antimicéticos incluyen una amplia variedad de sustancias
con diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accion.
La clasificacidon se realiza segun criterios convencionales que
atienden a su estructura en: polienos, azoles, alilaminas, entre
otros (Tabla N°6); de acuerdo con su origen en sustancias
producidas por organismos vivos o derivados de sintesis
guimica; de acuerdo con su espectro de accion en: amplio o

restringido y de acuerdo con el sitio de accion (Tabla N°7).
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Tabla N° 6. Clasificacion de los antifungicos por su estructura

Polienos Nistatina, natamicina, amfotericina B

Azoles Imidazol: miconazol, clotrimazol
Triazoles: fluconazol, itraconazol, ketoconazol
Triazoles de segunda generacion: voriconazol, ravuconazol,
posaconazol

Alilaminas Terbinafina, naftifina

Lipopéptidos Papulacandinas

Triterpenosglicosilados

Equinocandinas: caspofungina, anidulofungina, micafungina

Pirimidinasfluoradas | Flucitosina

Otros

Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin

Fuente: Goodman&Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica

Tabla N°7: Clasificacién de los antifungicos por su sitio de accion en el

hongo

Antifungicos interactuando en la pared

celular

Lipopéptidos

Antifingicos interactuando en la

membrana celular

Polienos, azoles, alilaminas

Antifungicos interactuando en el nlcleo

Pirimidinasfluoradas

Fuente: Goodman&Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica

2.2.5.2.- Mecanismo de accién de los antifungicos

La gran similitud entre las células mamiferas y fungicas resulta un

problema a la hora de disefiar la molécula antifingica, pues esta
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debe ser selectiva de la célula patégena y no de la célula humana
sana. Los agentes antifingicos comunmente son utilizados ante
infecciones de las mucosas de las cuales una de cuatro estan

relacionadas con hongos patdégenos.

El mecanismo de accién de los medicamentos que inhiben el
crecimiento de hongos, depende del lugar en el que actuen, lo cual

esta relacionado con la estructura quimica del antifangico.

a) Accidén del antifungico sobre la membrana celular del

hongo

La membrana celular de la célula humana asi como la de
los hongos, desempefia una importante funcion en la
division celular y en el metabolismo. Las complejas
particulas lipidicas llamadas esterolatos, son
aproximadamente el 25 % de la membrana celular. Sin
embargo, el contenido de esterol de la célula fangica y
mamifera es diferente. En las células de los mamiferos el
colesterol es el esterol que predomina y en las células
fungicas el primario es el ergosterol. La diferencia del
contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de
accion en los medicamentos antifiingicos. Dentro de ellos

se tiene a los polienos, azoles y alilaminas.

Polieno. Los medicamentos que se encuentran en este
grupo, se unen al ergosterol presente en la membrana
celular fungica, donde se forman poros que alteran la
permeabilidad de la membrana lo que permite una
pérdida de proteinas, glucidos y cationes monovalentes

y divalentes, causas de la muerte celular .
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Azoles. Estos inhiben a la citocromo P-450-3-A de la
célula fangica, a través de la inactivacion de la enzima
C-14-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis
del ergosterol en la membrana celular. Debido a la falta
de ergosterol se comienzan a acumular esteroles
toxicos intermedios, aumenta la permeabilidad de la

membrana y se interrumpe el crecimiento del hongo.

Alilaminas. Trabajan de forma similar a los azoles,
conceptualmente ellas inhiben la sintesis del ergosterol.
Sin embargo, este grupo actda en un paso temprano de

la sintesis del ergosterol.

Las alilaminas inhiben a la enzima escualenoepoxidasa,
de esta forma disminuye la concentracion de ergosterol,
aumentan los niveles de escualeno, aumenta la
permeabilidad de la membrana celular, se interrumpe la
organizacion celular y disminuye el crecimiento del

hongo.

b) AntifUngicos que actlian sobre la pared celular del

hongo

Lipopéptidos. La pared celular del hongo es fundamental
en su viabilidad y patogenicidad. Esta sirve como cubierta
protectora, le provee morfologia celular, facilita intercambio
de iones, la filtracion de proteinas y participa en
metabolismo y catabolismo de nutrientes complejos. La
ausencia de pared celular es otro de los blancos de accion

en la terapia antifungica.
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Desde el punto de vista estructural, la pared celular de los
hongos estd compuesta de un complejo protéico y
polisacaridico cuya composicion varia en dependencia de
la especie de hongo. La distribucion de estas proteinas y
carbohidratos en la matriz esta en relacion con la funcion
de la pared celular y los procesos de osmosis y lisis. Los
antifingicos que actuan sobre ella lo hacen inhibiendo la
sintesis de los glucanos a través de la inactivaciéon de la
enzima 1,3-beta-glucano sintetasa. La falta de glucanos en
la pared celular la vuelve débil e incapaz de soportar el

estrés osmdético, por lo que muere.

c) Antifungicos que actuan sobre el nucleo de la célula

fangica.

Antimetabolitos. Un clasico antimetabolito es la
fluocitosina o  5-fluorocitosina. Este farmaco es
transportado por la citosina permeasa en el citoplasma de
la célula fungica, donde se convierte en 5-fluorouracil (5-
FU) por la citosina diaminasa. El 5-FU es fosforilado e
incorporado dentro del RNA convirtiéndose en el
dexosinucleotido, el cual inhibe a la timidilatosintetasa y de
esta forma impide la sintesis de proteinas de la célula.
También inhibe la sintesis de la proteina flngica,
reemplazando el uracil con 5-FU en el ARN fungino.

2.2.5.3.- Fluconazol. @9 (20)

Agente antifungico ampliamente usado. Como otros triazoles,
tiene 2 anillos que contienen 3 atomos de nitrogeno (fig. 5). El
anillo bencénico presenta 2 fldor. Su peso molecular es

relativamente bajo, 306,3 Da.
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El fluconazol es un bistrazolfluorado, de nombre quimico 2-
(2,4-difluorofenil)-1, 3-di-(1h-1, 2,4-triazol-1-il))- propan-2-ol.

Cuya Estructura Quimica es la siguiente:

Figura N°5: Estructura del Fluconazol.

OH N
N= | / =
#‘\ —CH—N j

N—CH,—C

F

Fuente: Goodman&Gilman 10° Ed.

Es una molécula polar y simétrica lo que favorece su
hidrosolubilidad. Su aspecto es de polvo blanco y cristalino, es
una base extraordinariamente débil (pKa 3,7) y no ionizable a

pH fisioldgico.

Su buena solubilidad en agua le hace apto para administracion

endovenosa, penetrando muy bien en fluidos corporales.

Mecanismo de accidn: Inhibe el citocromo especifico P450
en la enzima desmetil a-lanosterol, que es precursor del
ergosterol, lo cual conduce a wuna acumulaciébn de
metilesteroles 14 — a y reduce la concentracién de ergosterol,

un esterol necesario para una membrana fungica normal.

Farmacocinética: La absorcion en muy buena; la
biodisponibilidad por via oral es superior al 90%. La vida
media promedio es de 30 horas. Se distribuye en toda del

agua del cuerpo, y la via mas importante de eliminacion es la
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renal, alrededor del 80% de la dosis administrada aparece en
orina como farmaco no modificado. So6lo el 11% del Fluconazol
en suero esta unido a proteina. Las concentraciones en el
liguido cefalorraquideo se aproximan al 70% de las
concentraciones simultaneas en sangre, estén o no inflamadas
las meninges. La Rifampicina disminuye el nivel sanguineo de

Fluconazol en un 25%.

Efectos adversos: Los dos efectos adversos mas comunes
relacionados con la administracion de Fluconazol parece ser
un aumento en la concentracibn de transaminasas Yy
exantema. Menos de 2% de pacientes presenta nauseas,

vomitos dolor abdominal y diarrea.

Indicaciones: Sus principales indicaciones son el tratamiento
de infecciones por el género Candida (no C. krusei ni C.
glabrata) en formas sistémicas, oftalmitis, neumonia,
infecciones urinarias y vaginitis candidiasica (una dosis Unica
de 150 mg de fluconazol por via oral alcanza porcentajes de
curacion del 90%) asi como infecciones por C. neoformans.
Reviste especial interés su utilidad en las infecciones fungicas
de los pacientes infectados por el VIH, como la candidiasis
orofaringea y esofagica y la criptococosis del SNC, tanto como
tratamiento inicial (alternativa a la amfotericina B o de eleccion
en formas no graves), Yy fundamentalmente como
mantenimiento crénico una vez superada la fase aguda. En
pacientes neutropénicos se ha utilizado con éxito como

profilaxis de infecciones fungicas.
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2.3

Definicién de Términos Basicos:

Antifungico: Se entiende por antifingico o antimicotico a toda sustancia
que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos de hongos
0 incluso de provocar su muerte.

Acetogeninas: Son una clase de policétidos, productos naturales
encontrados en las plantas de la familia Annonaceae. Se caracterizan por
cadenas lineales de 32 o 34 carbonos que contienen grupos funcionales
oxigenados incluyendo hidroxilos, cetonas, epoéxidos, tetrahidrofuranos y
tetrahidropiranos.

Lactonas: Una lactona es un compuesto organico del tipo éster ciclico. Se
forma como producto de la condensacion de un grupo alcohol con un grupo
acido carboxilico en una misma molécula.

Candidiasis: Es una infeccién fangica (micosis) de cualquiera de las
especies Candida (todas ellas levaduras), de las cuales la Candida albicans
es la méas comun. Comunmente conocida como infeccion por
deuteromicetos, la candidiasis también se conoce técnicamente como
candidosis, moniliasis y oidiomicosis.

Inmunodepresion:  Situacidbn general patolégica del organismo,
espontanea o provocada, en la que hay una disminucién de las defensas
del sistema inmunoldgico.

Farmacocinética: Es la rama de la farmacologia que estudia los procesos
a los que un farmaco es sometido a través de su paso por el organismo.
Trata de dilucidar qué sucede con un farmaco desde el momento en el que

es administrado hasta su total eliminacion del cuerpo.
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CAPITULO IlI:
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1.-Tipo de Investigacion

Descriptiva: Porque se busca especificar o identificar las propiedades
importantes del sujeto de estudio o producto a estudiar, o cualquier otro
fendbmeno que se mida en cada uno de sus propiedades
independientemente, para asi describir lo que se desea investigar.
Transversal: Se recolectan datos en un solo momento. Intentan analizar el
fendmeno de un periodo de tiempo corto. Su proposito es describir variables
y analizarlas en un momento dado.

No experimental: Porque no se influye en las variables para medir el efecto

solo se describe el fendbmeno.

3.2.- Poblacién y Muestreo de la Investigacion

3.2.1. Poblacién

Placa de Candida Albicans ATCC 10231.

3.2.2. Muestra

Colonia tomada de la placa aproximadamente 1 -2 x 108 UFC/ml.

3.3.- Variables e Indicadores

3.3.1.- Variables Implicadas.
3.3.1.1.- Variable Independiente.

e Concentracion del Extracto etandlico de las hojas de

Annona muricata (Guanabana).
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Definicion conceptual: Es la cantidad de extracto,

producto solido obtenido por evaporacién del etanol,

previa maceracion de las hojas en esta.

Definicion operacional:

Naturaleza: Cuantitativa.

Medicion: Directa

Escala: De razon o proporcion.

Instrumento de medicion: Balanza analitica.
Procedimiento de medicion: Se pesara el extracto
seco (mg) luego se realizara su diluciéon con agua
destilada.

Indicadores: Cantidad de extracto disuelto/Cantidad
de agua disuelto.

Expresion final: mg/ml.

3.3.1.2.- Variable Dependiente.

Actividad antifangica in vitro sobre cepas de

Candida albicans

Definicion conceptual: Es la capacidad inherente a
una sustancia de origen sintético o natural de inhibir

el crecimiento del hongo.
Definicién operacional:

o Naturaleza: Cuantitativa.
o Maedicién: Directa.
o Escala: De razén o proporcion.

o Instrumento de medicion: Regla milimetrada.
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o Procedimiento de medicion: Se medira el halo de
inhibicion del crecimiento fungico producido por
las diferentes concentraciones del extracto.

o Indicador: Didmetro del halo de inhibicion del
crecimiento fangico.

o Expresion final: mm.

3.3.1.3.- Variables No Implicadas.

- Variables Intervinientes.
De la planta:
o Lugar de recolecciéon: Mercado central- Lima
o Parte de la planta a estudiar: Hojas.
o Tipo de extraccion: Maceracion
o Tiempo de maceracion: 10 dias.

o Solvente usado: Etanol 70%.
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Tabla N°8: Tabla de Variables

Tipo de | Variable Definicion Definicidn operacional | Indicado | Expresi
Variable conceptual res on final
Variable Concentracié | Son las | Naturaleza: Cantida | mg/ml
Independie | n del extracto | cantidades Cuantitativa d de
nte etandlico al | del extracto _ extracto
' Medicion: Directa .
70% de hojas | (producto disuelto
de  Annona | sélido Escala: de razén o |/Cantida
muricata obtenido por | proporcion. d de
(Guanébana). | evaporacion agua.
Instrumento de
del etanol, .,
_ medicion: Balanza
previa .
_ analitica
maceracion
de las hojas | Procedimiento de
disueltas en | medicion: Se procedio
agua a pesar el extracto
destilada. seco (mg) luego se
realiz6 su dilucion en
agua destilada (ml).
Variable Actividad Es la | Naturaleza: Diametr | mm
dependient | antifUngica In | capacidad Cuantitativa 0 del
e Vitro  sobre | inherente a , halo de
Medicion: Directa o
cepas de | una inhibicio
Candida sustancia de | Escala: De razén o |n del
albicans. origen proporcion. crecimie
sintético 0 nto
Instrumentos de _
natural de L fungico.
medicion: Regla
inhibir el
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crecimiento o | milimetrada.
matar a los o
Procedimiento de
hongos. o o
medicion: Se midi6 el
diametro del halo de
inhibicién del
crecimiento fungico
producido por las
diferentes

concentraciones del

extracto.

Fuente: Elaboracién propia

3.4.- Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos

3.4.1.- Técnica

Método estandarizado de difusion en disco descrito por el Laboratorio
Internacional de Referencia: National Committee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS).

3.4.1.1.- Materiales, equipos y reactivo.
a) Material de Laboratorio.

Tubos de ensayo de 5y 10 ml.
Vasos de precipitado de 100 y 200ml.
Placas petri.

Baguetas.

Asa de Digralsky.

Pipetas de 1, 5y 10ml.

Embudo.

Matraz de 200 y 250ml.

NN N N N N R
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Probeta de 100ml.
Gradillas

Asa de siembra
Mechero Bunsen.
Pinzas

Medios de cultivo.
Agar Saboraud.
Agar MuellerHinton.

Caldo Sabouraud
Reactivos

Etanol al 70%

BaCl2

H2S04

Solucion de Buffer Fosfato.

Equipos e Instrumentos.

Balanza analitica.
Refrigeradora.
Autoclave.

Estufa.
Otros materiales.

Frascos oscuros de vidrio.
Papel filtro.

Algodoén

Gasas.

Regla

Hisopos.

Papel Kraf
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v" Regla métrica.
f) Farmaco Patrén

v" Fluconazol.

3.4.2.- Técnica.
a) Obtencion del extracto
» Adquisicion de Especie Vegetal.
Las hojas secas de Annona muricata (Guandbana), se

compraron del mercado central de Lima en el mes de Febrero.

» Seleccion
Se elimind las impurezas como piedrecillas, palitos, u objetos
ajenos a las hojas, se seleccion6 hojas en buen estado y color

caracteristico.

» Trozado
Se realiz6 en un mortero de porcelana, en donde se fracciono

el material vegetal logrando uniformidad.

» Maceracién

Se pesé 30 g de hojas secas de Annona muricata
(Guanébana), y se colocé en una frasco de color ambar con
500 ml de etanol al 70%, y se dejaron en maceracion por 10

dias a temperatura ambiente.

» Filtrado y Evaporacion

El macerado fue filtrado (Papel filtro N°3), se le adicion6
solucion de Buffer Fosfato para equilibrar el pH del extracto
para que sus principios activos no sean alterados vy
posteriormente se llevd a evaporacion a una temperatura no

mayor a 37°C.
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Figura N°6: Obtencion del Extracto Hidroalcoholico

Adquisicion de la
Especie Vegetal

A
Seleccion

A 4

Trozado

A\ 4
Maceracioén

A
Filtrado y
Evaporacion

v
Extracto

Fuente: Elaboracion propia

Con Etanol al 70%
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b) Determinacidn del Porcentaje de Extraccion

Se pes6 30g de las hojas de la planta  Annona muricata
(Guanabana), previamente secas y molidas, se someti6 a
maceracion con etanol al 70%, durante 10 dias, luego se filtr6 hasta

agotamiento.

Para calcular el porcentaje de extraccion se utiliz6 la siguiente

formula:

Pf
Pi

Doénde:

%E: Porcentaje de extraccion.

Pi: Peso de la muestra molida.

Pf: Peso del extracto seco.

c) Estandar de turbidez para preparacion del inéculo

Para estandarizar la densidad del in6culo para una prueba de
susceptibilidad, se utiliza el estdndar de turbidez de BaSOa,
equivalente a un estandar de 0.5 McFarland. El estandar de 0.5

McFarland de BaSO4 se preparé como sigue:

Una alicuota de 0,5 ml de BaClz al 1% se agrega a 99,5 ml de H2SO4
al 1% con agitacién constantepara mantener la suspension.
La suspension de Sulfato de Bario se transfiere de 4 a 6 ml atubos

con tapa rosca del mismo tamafo.
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d) Preparacion del indculo

- Se toma 3 a 5 colonias bien aisladas del agar de cultivo. Se toca
la colonia por arriba con un asa y el crecimiento se transfiere a un
tubo con 5 ml de un medio de caldo Sabouraud.

- El caldo de cultivo es incubado a 37°C hasta que alcance la
turbidezdel estandar de 0.5 McFarland. Esto resulta
unasuspension que contiene aproximadamente 1 a 2 x 108
UCF/mL.

e) Inoculacion de las placas

- En un lapso de tiempo 6ptimo de 15 minutos después de ajustar
la turbidez dela suspension del inéculo, se saca con una pipeta
esterilizada 1 ml de la suspension.

- Se inocula en la superficie de la placa de agar Mueller -Hinton y
con el asa de digralsky esterilizada y fria se extiende con
movimientos circulares en toda la placa, se tapa la placa y se deja
gue se absorba en la superficie del medio, una vez ya absorbido
se coloca la placa en posicién invertida.

f) Aplicacién de los discos a las placas inoculadas

Los discos son previamente esterilizados, y se prepara con las
diferentes concentraciones del extracto dejando reposar por 15
minutos antes de la aplicacion.

Los discos se dispensan sobre la superficie del agar. Cada disco es
presionado para asegurar contacto pleno con la superficie del agar.
Las placas son invertidas y puestas en laincubadora a 37°C por 24

horas.
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CAPITULO IV
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1.-Resultados

a) Determinacion del porcentaje de extraccion de las hojas de Annona

muricata (Guanabana)

Se pes6é 30g de las hojas secas de Annona muricata (Guandbana),
molidas, se someti6 a maceracion con etanol al 70%, durante 10 dias,

luego se filtré hasta agotamiento.
El extracto tuvo las siguientes caracteristicas organolépticas:

e Color: solucion de color verde oscuro.

e Olor: sui generis.

Para calcular el porcentaje de extraccion se utilizo la siguiente formula:

Pf
%E =—x 100
Pi

Doénde:

%E: Porcentaje de extraccion.
Pi: Peso de la muestra molida.
Pf. Peso del extracto seco.

Remplazando los datos obtenidos se tiene:
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Tabla N°9: Porcentaje de extraccion de las hojas de Annona muricata
(Guanabana)

Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION

Este dato nos permite determinar la cantidad de muestra vegetal que
necesitamos para la realizacion de los diferentes ensayos del trabajo de
investigacion ademas nos da informacion que permite saber si la planta es

una buena materia prima o no.

El porcentaje de extraccion obtenido por maceracién con etanol al 70% de

las hojas de Annona muricata (Guanabana) fue de 4%.

Como se puede observar esta planta posee un bajo porcentaje de
extraccion con etanol lo cual nos indica que para la obtencion de un

extracto se requiere emplear una mayor cantidad de materia prima.
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b) Ensayo de la sensibilidad fangica.

Cuadro N° 1: Resultados de los didmetros de los halos de inhibicion
de la actividad antifungica del extracto de las hojas de Annona
muricata (Guanabana) sobre cepas ATCC 10231 de Candida albicans a

las 24 horas

Fuente: Elaboracion propia

ANALISIS E INTERPRETACION

En el cuadro N° 1 se reportan los resultados de los diametros de los halos
de inhibicion obtenidos del ensayo de la actividad antifungica. En esta
prueba se evidencia la actividad antifingica del extracto de las hojas de
Annona muricata (Guandbana), el cual presenta un halo minimo de
inhibicién de 0.25 mm en promedio a una concentracién de 3.75mg/ml y un
halo maximo de inhibicién de 13.67 mm en promedio a una concentracién
de 60mg/ml.

58



Cuadro N° 2: Resultados de los didmetros de los halos de inhibicion
de la actividad antifungica del extracto de las hojas de Annona
muricata (Guanabana) sobre cepas ATCC de Candida albicans a las 48

horas

Fuente: Elaboracion propia

ANALISIS E INTERPRETACION

En el cuadro N° 2se reportan los resultados de los diametros de los halos
de inhibicion obtenidos del ensayo de la actividad antifingica. En esta
prueba se evidencia la actividad antifingica del extracto de las hojas del
Annona muricata (Guanabana) sobre cepas de Candida albicans ATCC
10231, el cual presenta un halo minimo de inhibicion de 0,25 mm en
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promedio a una concentracién de 3,75mg/ml y un halo maximo de inhibicién
de 17,33 mm en promedio a una concentracién de 60mg/ml.

Cuadro N°3: Diametros de los halos de inhibicion formados con el farmaco
patron sobre cepas ATCC de Candida albicans ATCC 10231 a las 24 horas.

Fuente: Elaboracion propia.

ANALISIS E INTERPRETACION

En el Cuadro N° 3 se observan los resultados de los didmetros de los halos
de inhibiciobn obtenidos con el farmaco patron Fluconazol (a una
concentracion de 0.2mg/20ul), reportandose para esta un halo de inhibicion
promedio de 21,6 mm, Haciendo una comparacion entre los halos de
inhibicibn del extracto y el farmaco patrén podemos decir que la
concentracion que se aproxima al halo de inhibiciéon del Fluconazol es la
gue corresponde a la concentracion de 60mg/ml que reporta un halo de
inhibicién de 13,67 mm en promedio.
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Cuadro N°4: Diametros de los halos de inhibicion formados con el farmaco
patron sobre cepas ATCC de Candida albicans ATCC 10231 a las 48 horas.

Fuente: Elaboracion propia.

ANALISIS E INTERPRETACION

En el Cuadro N° 4 se observan los resultados de los diametros de los halos
de inhibiciobn obtenidos con el farmaco patrén Fluconazol (a una
concentracion de 0.2mg/20ul), reportdndose para esta un halo de inhibicion
promedio de 22,75 mm, Haciendo una comparacién entre los halos de
inhibicion del extracto y el farmaco patrén podemos decir que la
concentracion que se aproxima al halo de inhibicion del Fluconazol es la
gue corresponde a la concentracion de 60mg/ml que reporta un halo de
inhibicién de 17,33 mm en promedio.
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c) Analisis estadistico del ensayo de la sensibilidad antifungica.

Cuadro N°5: Analisis de varianza de la actividad antifungica del extracto de
las hojas de Annona muricata (Guandbana) sobre cepas ATCC 10231 de
Candida albicans alas 24 horas

Fuente: Elaboracion propia

Segun se aprecia en el cuadro N°5, los promedios de inhibiciones son
significativamente distintos, dependiendo de las concentraciones del extracto de
las hojas de Annona muricata (p<0.05)

Es decir que existen diferencias en el efecto antifungico a diferentes

concentraciones del extracto de las hojas de Annona muricata.
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Cuadro N°6: Prueba de Duncan de la actividad antifungica del extracto de las
hojas de Annona muricata (Guanabana) sobre cepas ATCC 10231 de Candida

albicans alas 24 horas

Fuente: Elaboracion propia.

Luego de realizada la prueba de Duncan, de acuerdo a la proximidad de
valores de inhibicion se conformaron tres subconjuntos para un nivel de
confianza del 95%. Asi, las placas a las que se les aplicaron
concentraciones de 7.5mg/ml, 3.75 mg/ml, conformaron el primer subgrupo;
luego, las placas a las que se les aplicé concentracion de 30mg/ml y 15
mg/ml conformaron el segundo grupo y el tercero de los subgrupos se
conformo con las placas a las cuales se les aplicé una concentracion de 60
mg/ml. Cada uno de los subgrupos conformados poseen promedios
similares; por ejemplo en el caso del primer subgrupo los promedios de las
inhibiciones no son significativamente diferentes entre si (p=0.13>0.05).
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Cuadro N°7: Analisis de varianza de la actividad antifungica del extracto de
las hojas de Annona muricata (Guanabana) sobre cepas ATCC 10231 de

Candida albicans a las 48 horas

Fuente: Elaboracion propia

Tal y como se constata en el Cuadro N°7, mediante la prueba de ANOVA,
a las 48 horas los promedios de inhibiciones son significativamente
distintos, dependiendo de las concentraciones del extracto de las hojas de
Annona muricata (p<0.05)

Es decir que existen diferencias en el efecto antifungico en funcién de las
diferentes concentraciones del extracto de las hojas de Annona muricata.
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Cuadro N°8: Prueba de Duncan de la actividad antifungica del extracto de las
hojas de Annona muricata (Guanabana) sobre cepas ATCC 10231 de Candida

albicans a las 48 horas

Fuente: Elaboracion propia

Luego de realizada la prueba de Duncan, de acuerdo a la proximidad de
valores de inhibicion se conformaron tres subconjuntos para un nivel de
confianza del 95%. Asi, las placas a las que se les aplicaron
concentraciones de 7.5mg/ml, 3.75 mg/ml, conformaron el primer subgrupo;
luego, las placas a las que se les aplic6 concentraciones de 15 mg/ml
conformaron el segundo grupo, a las placas que se les aplicd
concentraciones de 30mg/ml conformaron el tercer grupo yel cuarto grupo
se conformd con las placas a las cuales se les aplico concentracién de 60
mg/ml. Cada uno de los subgrupos conformados poseen promedios
similares; por ejemplo en el caso del primer subgrupo los promedios de las

inhibiciones no son significativamente diferentes entre si (p=0.53>0.05).
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DISCUSION

En la investigacion DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
CONTRA Candida albicans y Aspergillus niger DE 10 PLANTAS MEDICINALES
DE 3 DEPARTAMENTOS DEL PERU (2005), realizada por Ruiz Quiroz, Julio, El
presente trabajo investigo la actividad antifungica in vitro de doce extractos
etandlicos correspondientes a diez plantas medicinales peruanas; Annona
cherimolia (hojas), Bidens pilosa L. (partes aéreas), Hypericum laricifolium L.
(partes aéreas), Juglans neotropica Diels(corteza), Piper spp. (hojas), Plantago
major L.(hojas), Psidium guajava L.(hojas), Schinus molle L.(corteza y hojas) y
Spartium junceum L. (planta entera). La actividad antifingica se evalué mediante
los métodos de difusidon en agar y dilucidbn en agar para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Los microorganismos de prueba utilizados
fueron las levaduras Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans cepa
clinica. De doce extractos investigados, seis presentaron actividad antifingica
consistente con un diametro de halos de inhibicion #18mm (Prueba de Difusion en
agar) frente a Candida albicans ATCC 10231. La CMI de los extractos que
presentaron actividad consistente frente a Candida albicans ATCC 10231, fue de
250 ug/mL para Annona cherimolia un extracto de hojas. Los antifingicos Nistatina
y Fluconazol fueron incluidos en el estudio como controles positivos. En el
presente trabajo se determino la actividad antifingica por el método de difusién en
placa, técnica estandarizada para determinar la susceptibilidad antimicrobiana, el
extracto etandlico de hojas de Annona muricata presento actividad antifingica con
un halo de inhibicion de 17mm a una concentracién de 60 mg/ml frente a cepas
ATCC 10231 de Candida albicans, lo que indica que el extracto tiene presencia de
metabolitos bioactivos al igual que la Annona cherimola, ya que ambas pertenecen

a la misma familia Annonaceae.

En la investigacion realizada por OCHOA FUENTES,Y (2010), EVALUACION IN
VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE CUATRO EXTRACTOS
VEGETALES METANOLICOS PARA EL CONTROL DE TRES ESPECIES DE
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FUSARIUM SPP, se evaluo la actividad antifungica in vitro de los extractos de pirul
(Shinus molle), chirimoya (Annona cherimola), canela (Cinnamomum zeylanicum)
y tabaquillo (Nicotiana glauca) sobre el crecimiento micelial y esporulacién de
Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium solani. Para determinar la
inhibicion del crecimiento micelial, dosis efectiva media (ED50) y numero de
conidios, se utilizé la metodologia de medio envenenado, donde se evaluaron
diversas concentraciones de los extractos. Los resultados mostraron que los
extractos de chirimoya y canela presentaron efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial y esporulacion. Sin embargo, el primero de ellos incrementé la produccién
de conidios al incrementarse la concentracion del extracto, el extracto de
chirimoya presentd el mejor control a 593 ppm contra F. culmorum. Los extractos
de canela y chirimoya presentaron efecto en la inhibicion micelial y esporulacién

de F. oxysporum, F. culmorum y F. solani.

En presente trabajo se observa que va a ver un mayor efecto antifngico a medida
g se incrementa la concentracién del extracto dando como resultado un halo de

inhibicion mayor a una concentraciéon de 60 mg/ml.

La investigacion realizada por Poma M, Elizabeth (2011), ESTUDIO
FARMACOGNOSTICO Y ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL EXTRACTO
ACUOSO DE Annona muricata (GUANABANA), se estudi6 el extracto acuoso de
las hojas secas de Annona muricata L. “guanabana”, especie recolectada en la
ceja de selva de Cuzco, la cual fue clasificada taxonédmicamente en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Mediante
andlisis fitoquimico se demostr6 la presencia de flavonoides, entre otros
metabolitos. Se clasificé al extracto acuoso como no toxico segun el método de
dosis limite para la determinacion de toxicidad aguda, resultado que fue avalado
con el estudio macroscopico de oOrganos realizado en la facultad de Medicina
Veterinaria de la UNMSM.
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En el presente trabajo se evidencia la presencia de metabolitos secundarios que le

confieren el efecto antifingica frente a cepas de Candida albicans.
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CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoholico de Annona muricata (Guanabana) a una
concentracion de 60 mg/ml, presenta actividad antifingica significativa con
un halo de inhibicién de 17 mm en la prueba de difusiébn en placa sobre
Candida albicans ATCC 10231, y una débil actividad antifungica a una
concentracion de 15 mg/ml con un halo de inhibicion de 3 mm.

El porcentaje de extracto hidroalcoholico obtenido de las hojas de Annona
muricata (Guanabana) por maceracion fue del 4%.

La actividad antifangica in vitro de las hojas de Annona muricata
(Guandbana) frente a cepas ATCC 10231 de Candida albicans a las 24
horas fue de 14 mm a una concentracion de 60 mg/ml.

La actividad antifangica in vitro de las hojas de Annona muricata
(Guandbana) frente a cepas ATCC 10231 de Candida albicans a las 48

horas fue de 17 mm a una concentracion de 60 mg/ml.
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RECOMENDACIONES

> Realizar bioensayos en animales de experimentacion para determinar la
toxicidad aguda del extracto hidroalcoholico de las hojas de Annona
muricata (Guandbana).

> Realizar ensayos de la actividad antimicrobiana de Annona muricata
(Guanabana) con otros microorganismos patégenos para poder ampliar el
espectro de accién de esta planta.

» Se recomienda realizar la extraccion, con diferentes tipos de solventes
metanol, acetona, éter, hexano, para asi obtener un mejor rendimiento de

extraccion.
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GLOSARIO
Difusion: Proceso de propagacion

Extracto: Un extracto es la sustancia que en forma concentrada se extraera de

otra de la cual conservara sus propiedades esenciales y constitutivas.

Acetogeninas: Son una clase de policétidos, productos naturales encontrados

en las plantas de la familia Annonaceae.

Candidiasis: Es una infeccién fungica (micosis) de cualquiera de las especie de
Candida.

Tripanocida: Farmaco o agente que detiene la propiedad de destruir los

tripanosomas.

Dermatomicosis: Comprende las infecciones de la piel causadas por hongos

parasitarios.

Citotdxico: Un efecto Citotoxico consiste en lisar o destruir a una célula por

accion de las Citotoxinas,
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ANEXOS



Anexo N°1: Matriz de consistencia.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES | TIPO
. El extracto | V.D. Actividad
) Determin | etandlico de las | antifungica y
¢ Presentara o _ Induccion.
o ar la actividad | hojas de
actividad _ _ _
o _ | antifngica  in | Annona
antifngica in | _
_ vitro de las | muricata V.1
vitro el . .
hojas de | (Guanabana) Concentracio
extracto
. _ | Annona presenta n del extracto
hidroalcoholic _ o
. muricata actividad
o de hojas de ] . _
(Guanabana) antifangica in
Annona .
_ frente a cepas | vitro sobre
muricata
] ATCC 10231 de | cepas de
(Guanabana) _ _
Candida Candida
frente a cepas _ _
albicans. albicans,
ATCC 10231 . _
_ microorganism
de  Candida
. 0 causante de
albicans? S
Candidiasis.
OBJETIVOS HIPOTESIS
EPECIFICOS. ESPECIFICOS
O.E.1. H.E.1 Cuantitativa
) El porcentaje — descriptiva
* Determinar el
_ de extracto
porcentaje  de _
etandlico  de No
extracto :
hojas de experimental
hidroalcoholico
Annona

obtenido de las
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hojas de

muricata es de

Annona 8 al 10%.
muricata
(Guanébana).
O.E.2. H.E.2
) Las hojas de
Determinar  la
o Annona
actividad _
. muricata
antifngica  de
_ presenta
las hojas de o
actividad
Annona .
. antifngica a
muricata
i las 24 horas.
(Guanabana) a
las 24 horas.
O.E.3.
H.E.3
Determinar  la | Las hojas de
actividad Annona
antifingica  de | muricata
las hojas de | presenta
Annona actividad
muricata antifingica a

(Guandbana) a
las 48 horas.

las 48 horas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo N°2: Certificado de analisis de Candida albicans ATCC 10231
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Anexo N°3: Filtrado del extracto

Fuente: Elaboracion propia

Anexo N°4: Preparacion del In6culo de Candida albicans

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N°5: Preparacion de los discos

Fuente: Elaboracion propia

Anexo N°6: Esterilizacion de discos

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo N°7: Autoclavado de placas

Fuente: Elaboracion propia

Anexo N°8: Inoculacion de Cepa.

82



Fuente: Elaboracién propia.

Anexo N°9: Inoculacion en placas

Fuente: Elaboracién propia.

Anexo N°10: Discos con extracto
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Fuente: Elaboracion propia

Anexo N°11: Aplicacién de discos

Fuente: Elaboracién propia.

Anexo N°12: Lectura de los Halos de Inhibicion del extracto
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Fuente: Elaboracion propia

Anexo N°13: Lectura de los Halos de Inhibicion del extracto

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N°14: Lectura de los Halos de Inhibicion del extracto

Fuente: Elaboracion propia
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