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5. Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antifungico in vitro del
aceite esencial de Annona muricata al 5%, 10% y 15 % sobre Candida albicans,
Material y métodos: La poblacién estuvo conformada por cepas de Candida albicans
ATCC 10231. El disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo, transversal y
analitico de tipo cuantitativo y nivel explicativo. Para este estudio se recolecto e
identifico la planta de guanabana de la cual las plantas fueron obtenidas de la
Universidad Nacional de Trujillo del area de Farmacia, sometiéndose a analisis
boténico para determinacion y certificacion de la especie: Annona muricata. Se
prepard el extracto etanolicos, se tuvo como control positivo (nistatina 0.02%) y
negativo etanol de 96°. Candida albicans se reactivo y sembré a escala Mc Farland
(1,5 x 108UFC/ml). se elaboraron extractos de las hojas en diferentes concentraciones,
5, 10 y 15% las cuales fueron enfrentadas a cepas de Candida albicans en medio de
cultivo en Caldo Brain Heart Infusion (BHI). El efecto antifungico se evalué mediante
el método de Kirby Bauer. Resultados: El extracto al 5% obtuvo una media de 0.0
mm, al 10% una media de 15.31 mm, y al 15% una media 24.20 mm. Conclusiones:
El extracto etandlico de hoja de Annona muricata present6 efecto antifingico en las
tres concentraciones frente a Candida albicans ATCC 10231. Para determinar el
efecto antifungico del extracto etandlico de Annona muricata sobre Candida albicans
se realizara la prueba de comparaciones multiples de Turkey. Todas las pruebas
estadisticas tendran un nivel de significancia del 5%. Se contara con el apoyo de una

hoja de calculo de Microsoft Excel y el programa statgraphics

Palabras clave: Antifungico, Candida albicans, Extracto, Guanabana.
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Abstract

The objective of this study will be to determine the in vitro antifungal effect of the
essential oil of Annona muricata at 5%, 10% and 15% on Candida albicans, Material
and methods: The population consisted of strains of Candida albicans ATCC 10231.
The methodological design It was experimental, prospective, cross-sectional and
analytical of a quantitative type and explanatory level. For this study, the soursop plant
was collected and identified, from which the plants were obtained from the National
University of Trujillo in the Pharmacy area, undergoing botanical analysis for the
determination and certification of the species: Annona muricata. The ethanolic extract
was prepared, it was had as a positive control (nystatin 0.02%) and a negative 96 °
ethanol. Candida albicans was reactivated and seeded at Mc Farland scale (1.5 x 108
CFU / ml). Leaf extracts were made in different concentrations, 5, 10 and 15%, which
were confronted with Candida albicans strains in a culture medium in Brain Heart
Infusion Broth (BHI). The antifungal effect was evaluated by the Kirby Bauer method.
Results: The 5% extract obtained an average of 0.0 mm, at 10% an average of 15.31
mm, and at 15% an average of 24.20 mm. Conclusions: The ethanolic extract of
Annona muricata leaf presented antifungal effect in the three concentrations against
Candida albicans ATCC 10231. To determine the antifungal effect of the ethanolic
extract of Annona muricata on Candida albicans, Duncan's multiple comparison test
will be carried out. All statistical tests will have a significance level of 5%. It will be
supported by a Microsoft Excel spreadsheet and the statgraphics program

Keywords: Antifungal, Candida albicans, Extract, Soursop
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Introduccion

Desde la antiguedad la poblacion en todo el mundo, ha
reconocido las propiedades de las plantas con un fin de curar

alguna dolencia. (1)

Los aceites esenciales son compuestos formados por sustancias
organicas volatiles, que pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas,
ésteres, aldehidos, los cuales se producen y almacenan en los
canales secretores de las plantas. (2) La utilizacion de los aceites
esenciales como sustancias medicinales es una alternativa
fitoterapéutica que actualmente se encuentra en constante
desarrollo, ya que cada vez experimentan los productos
naturales desde hace unas décadas en los paises mas

desarrollados. (3-4)

La Annona muricata también Ilamada como guanédbana es un
arbol de hoja perenne en flor nativo de México, Cuba, América
Central y partes de la India. EI arbol milagroso, ya que es
ampliamente conocido como un asesino natural del cancer que
es 10,000 veces mas fuerte que la quimioterapia. Sobre la base
de estas afirmaciones milagrosas, las hojas de estas plantas se
usaron como extracto en concentraciones variables como agente

antifangico contra los patdgenos orales. (5)

Candida albicans es de gran importancia estomatoldgica, por

su frecuencia y variedad clinica. Estas infecciones se observan



frecuentemente en personas con distintos tipos de factores
predisponentes. Las formas clinicas de Candida albicans son
variables y se han usado diferentes clasificaciones, ya que la
mayoria de las personas lo presenta, pero no estd muy
desarrollado.(6) Este estudio experimental tendrd como
objetivo determinar el efecto antifungico in vitro del extracto
etandlico de Annona muricata sobre Candida albicans, lo cual
servird para futuros estudios clinicos o para la fabricacion de

farmacos de bajo costo sin efectos aditivos.

La investigacion se realiz6 con la finalidad de responder al
enunciado del problema ¢Existe efecto antiflngico in vitro del
extracto etanolico de  Annona muricata sobre Candida
albicans en Uladech Catolica distrito de Trujillo, durante el
semestre académico 2019 - 11? El objetivo general es:
Determinar efecto antifangico in vitro del extracto etanolico
de Annona muricata sobre Candida albicans ATCC 10231. Y
los objetivos especificos: : Evaluar el efecto antiflngico in
vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata al
5 % sobre Candida albicans. Evaluar el efecto antiflngico in
vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata al
10 % sobre Candida albicans ATCC 10231. Evaluar el efecto
antifungico in vitro del extracto etandlico de las hojas de
Annona muricata al 15 % sobre Candida albicans ATCC

10231.



Revision de la literatura

Internacionales:

Mgbeahuruike A. (Nigeria, 2021) Titulo: Evaluacion del
potencial antimicrobiano de extractos de semillas de Annona
Muricata sobre patdgenos bacterianos y fangicos resistentes de
importancia para la salud publica. Objetivo: Determinar el
efecto  antimicrobiano de Annona muricata  sobre
Corynebacterium renale resistente a multiples farmacos aislado
de aves y un patégeno fangico Candida albicans. Tipo de
estudio: Realizo un trabajo de investigacion de disefio
transversal, prospectivo y observacional. Poblacion / muestra:
La poblacién y muestra estuvieron conformadas por discos en
difusion de agar. Materiales y métodos: El aislado de se
caracterizd mediante métodos bioquimicos y morfolégicos; y se
evalud la susceptibilidad a los antibidticos mediante un panel de
8 antibidticos. El perfil de resistencia del aislado de se compar6
con C. albicans utilizando extractos de semillas (hexano, éter
etilico y etanol) de Annona muricata. a diferentes
concentraciones. Resultados: . 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 mostro 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. Conclusién: 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

antifungica frente a Candida Albicans. (7)

Leon A. (México, 2020) Titulo: Efecto antibacterial,
antifngico, antioxidante y toxico de extractos fraccionados de
pulpa de Guanabana. Objetivo: Determinar el efecto
antibacterial, antifingico, antioxidante y toxico de extractos
fraccionados de pulpa de Guandbana. Tipo de estudio: Realizo
un trabajo de investigacion de disefio transversal, prospectivo y
observacional. Poblacion / muestra: La poblacion y muestra
estuvieron conformadas por 18 discos de las cepas que fueron
resebradas en agar PDA a 28 °C. Materiales y métodos: En este
estudio se evalud la actividad antifingica, toxica y antioxidante
de 15 extractos fraccionados, obtenidos a partir de tres
fracciones (F1, F2 y F3) de cada una de las siguientes muestras:
pulpa fresca, pulpa congelada almacenada durante 3, 6 y 12
meses y pulpa tratada térmicamente (70 °C, 30 min) de
guanabana (Annona muricata L.). Resultados: La fraccion F3
fue mas efectivas como antifungicas y antioxidante; sin
embargo, la fraccion F3 de pulpa fresca, tuvo la mayor actividad
(18 y 20 mm de halo de inhibicidn, respectivamente); asi mismo

un 59 % y 38 % de inhibicion, ademas presentd la més alta



actividad antioxidante (79 %). Conclusion: los extractos de
pulpa de guanabana pueden ser una alternativa para el desarrollo
de productos organicos antibacteriales, como pre-tratamiento
para el control bioldgico de enfermedades poscosecha y pueden
ser estudiados, por su toxicidad, desde el punto de vista

farmacéutico.(8)

Rustanti E. (Indonesia, 2019) Titulo: Efecto antifungico de la
fraccion cloroférmica del etanol extraer hojas de guandbana
(Annona muricata, L.). Objetivo: Determinar la actividad
antifangica del extracto etandlico de guandbana sobre Candida
albicans. Tipo de estudio: Realizo un trabajo de investigacion
de disefio transversal, prospectivo y observacional. Poblacién /
muestra: La poblacion y muestra estuvieron conformadas por
discos en difusion de agar. Materiales y métodos: Mediante el
método de difusion con una variacion de concentracion del 10%,
20% y 30%, luego identificados por espectrofotometria UV-VIS
y FTIR para determinar compuestos activos como antifingicos.
Resultados: Los resultados mostraron que la fraccién
cloroférmica de la hoja de Guanabana tuvo la mayor actividad
antifingica a una concentracién del 30% con un diametro
inhibidor de 25,4 mm que se clasifico como fuerte. Conclusion:
Se concluye que la hoja de Guanabana tuvo la mayor actividad

antiflngica a una concentracion del 30%.(9)



Wahyuningsih R. (Indonesia, 2019) Titulo: Prueba de
actividad antifingica del extracto de infusién de hojas de
sirsak contra Candida albicans. Objetivo: determinar la
actividad de la infusion de hojas de guanabana para inhibir o
matar el crecimiento del hongo Candida albicans. Tipo de
estudio: Realizo un trabajo de investigacion de disefio
transversal, prospectivo y observacional. Poblacion /
muestra: La poblacidn y muestra estuvieron conformadas por
discos en difusion de agar. Materiales y métodos: EI método
utilizado es el método de dilucion. Se observd actividad
antifungica al observar la claridad y la turbidez en un 50%;
25%; 12,5%); 6,25%; 3,13%; 1,56%; 0,79%; 0,40%; 0,20% y
0,10%. El medio utilizado fue medio SGA (Sabouraud
Glucose Agar) afiadido con 75 ppm de antibioticos
cloranfenicol y medio SGC (Sabouraud Glucose Liquid).
Resultados: La infusion de hojas de guanabana tiene actividad
inhibidora y mata el crecimiento del hongo Candida albicans.
La infusion de hojas de guandbana mostrd0 mejor efecto
antifingico a una concentracion del 12,5%. Conclusion: Se
concluye que la hoja de Guanabana tiene actividad antifungica

frente Candida Albicans.(10)



Fisabilillah M. (Indonesia, 2019) Titulo: Efecto del extracto
de hoja de Guanabana (Annona muricata) contra la sepas de
Candida albicans. Objetivo: Examinar el efecto del extracto
de hoja de guanabana (Annona muricata) sobre el crecimiento
de los hongos Candida albicans. Tipo de estudio: Realizo un
trabajo de investigacion de disefio transversal, prospectivo y
observacional. Poblacion / muestra: La poblacion y muestra
estuvieron conformadas por discos en difusion de agar.
Materiales y métodos: El extracto etandlico de hoja de
guanabana se obtuvo mediante el método de maceracién
utilizando disolvente etanol al 70%. Ensayo de actividad
antifingica mediante el método de difusion con la
concentracion de extracto de hoja de guandbana 20%, 40%,
60%, 80% y 100%. Resultados: que el extracto etanolico de
la hoja de guandbana no puede inhibir el crecimiento de
hongos Candida albicans. Conclusion: EI contenido
antifangico en el extracto de hoja de guanabana no es lo
suficientemente fuerte como para inhibir el crecimiento de

hongos Candida albicans.(11)

Handayani P. (Indonesia, 2019) Titulo: Investigacién de
extracto de hojas de sirsak (Annona muricata |.) sobre el
crecimiento de hongos Candida albicans. Objetivo:

Determinar la inhibicién antifingica del extracto de hoja de



guanabana ( Annona muricata L.) sobre el crecimiento de
Candida albicans. Tipo de estudio: Realizo un trabajo de
investigacion de disefio  transversal, prospectivo y
observacional. Poblacion / muestra: La poblacion y muestra
estuvieron conformadas por discos en difusion de agar.
Materiales y métodos: Este estudio utilizd el método de
difusion en placa de agar ( Kirby Bauer ). El extracto de hoja
de guanabana se dividio6 en 5 tratamientos y 3 repeticiones. El
tratamiento utilizado fue la concentracion de 5% (P1), 15%
(P2), 25% (P3), 35% (P4) y 45% (P5). Resultados: Los
resultados mostraron que el extracto de hoja de guanabana
tenia un poder inhibidor contra el crecimiento del hongo
Candida albicans a saber, a una concentracion de 5% de 0,85
mm, 15% de 1,45 mm, una concentracion de 25% de 1,48 mm
y un control positivo de 9,83 mm. Mientras tanto, a
concentraciones del 35%, 45% y control negativo, no se formo
ninguna zona de inhibicion en el medio SDA. Conclusion:
Con base en los resultados de la investigacion, se puede
concluir que el extracto de hoja de guanabana puede inhibir el

crecimiento del hongo Candida albicans. (12)

Mithun B. (India, 2016) Titulo: Eficacia antimicrobiana del
extracto de hoja de guanabana (Annona muricata) sobre

patdgenos orales: un estudio in vitro. Objetivo: Evaluar la



eficacia antimicrobiana del extracto de hoja de guandbana
(Annona muricata) en Streptococcus mutans , Streptococcus
mitis , Porphyromonas gingivalis , Prevotella intermedia y
Candida albicans mediante el método de difusion por disco.
Tipo de estudio: Realizo un trabajo de investigacion de disefio
transversal, prospectivo y observacional. Poblacion /
muestra: La poblacidn y muestra estuvieron conformadas por
discos en difusion de agar. Materiales y métodos: Se
prepararon extractos de hojas de Annona muricata de
concentraciones de 1%, 5%, 10%, 15% y 20%. La eficacia
antimicrobiana se evalué mediante el método de difusion en
disco contra Streptococcus mutans , Streptococcus
mitis , Porphyromonas gingivalis , Prevotella
intermedia y Candida albicans en placas de agar. Resultados:
Todas las concentraciones de extractos fueron efectivas sobre
la microbiota excepto P. Intermedia . El extracto de Guanabana
fue altamente efectivo en especies de Candida , con todas las
concentraciones exhibiendo propiedades bactericidas vy
fungicidas. Conclusidn: Hasta cierto punto que el extracto de
guandbana cuando se usa contra la microbiota oral tiene

suficientes propiedades antimicrobianas y fungicidas.(13)



Nacionales:

Huaman E. (Huancayo, 2018) Titulo: Analisis de la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Annona
muricata frente a microorganismos patégenos - Huancayo
2017. Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana de la
Annona muricata, una especie de guandbana, frente a
microorganismos patdgenos durante el afio 2017. Tipo de
estudio: Realizo un trabajo de investigacion de disefio
transversal, prospectivo y observacional. Poblacion /
muestra: La poblacion y muestra estuvieron conformadas por
discos en difusion de agar. Materiales y métodos: La
determinacion de la actividad antimicrobiana se realizé a
través de la comparacion de tres muestras, en las que bajo la
técnica de incorporacion se depositaron las cepas bacterianas,
el extracto etandlico y un marcador antibiético que sirvio de
comparacion 'y que fueron los discos de Amikacina.
Resultados: Se encontr6 que dos de las tres cepas bacterianas
fueron sensibles al extracto etandlico de la Annona muricata,
presentando en promedio 13mm de halo inhibitorio para E.
coliy 12.6 mm para C. Albicans. Conclusion: Se concluye que
el extracto etandlico de annona muricata tiene actividad

antifungica frente Candida Albicans.(14)
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Ruiz J. (Lima, 2005) Titulo: Determinacion de la actividad
antifungica contra Candida albicans y Aspergillus niger de 10
plantas medicinales de 3 departamentos del Perl. Objetivo:
Determinar la actividad antifingica in vitro de doce extractos
etandlicos correspondientes a diez plantas medicinales
peruanas. Tipo de estudio: Realizo un trabajo de investigacion
de disefio transversal, prospectivo y observacional. Poblacion
/ muestra: La poblacién y muestra estuvieron conformadas
por discos en difusion de agar. Materiales y métodos: La
actividad antifingica se evaluo mediante los métodos de
difusion en agar y dilucion 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. Resultados:
De doce extractos investigados, seis presentaron actividad
antifangica consistente con un diametro 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. Conclusion: Con estos

resultados se concluyo que el extracto de las hojas de Annona
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muricata Guandbana presenta actividad antimicética frente a

Candida albicans.(15)

Locales:

Mamani G. (Trujillo, 2015) Titulo: Evaluacion del efecto
antifangico del extracto hidroalcoholico de Annona muricata
(Guanabana) por el método de difusion en placa sobre cepas
de Candida albicans ATCC 10231. Objetivo: Determinar la
actividad antifangica del extracto hidroalcohdlico de las hojas
Annona muricata Guanabana sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231. Tipo de estudio: Realizo un trabajo de
investigacion de disefio transversal, prospectivo y
observacional. Poblacidén / muestra: La poblacién y muestra
estuvieron conformadas por discos en difusion de agar.
Materiales y metodos: Se estudio la actividad antifingica
utilizando el método de difusion en placa, sobre cepas de
Candida albicans. Resultados: Se observd que a la
concentracion de 60mg/ml el extracto presenta una actividad
antifangica con un halo de inhibicién de 14mm en promedio a
las 24 horas, a la concentracion de 60 mg/ml el extracto
presenta una actividad antifangica con un halo de inhibicion
de 17mm en promedio a las 48 horas. Conclusion: Con estos
resultados se concluyo que el extracto de las hojas de Annona
muricata Guanabana presenta actividad antimicotica frente a

Candida albicans.(16)
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2.1 Marco teorico

Candidiasis.

Candida albicans viene del griego Candidus que significa
blanco y albicare significa blanca, este es un hongo dimorfo
asexual y saprofito, viene de la familia de los Sacaromicetos.
Estd formando células gemantes subesfericas estas llegan a
medir alrededor de 3-7 x 2-6 um, estas células tienen una
funcibn muy importante en la digestion, asimilando y
fermentando los azucares. Se caracteriza por presentar
crecimiento rapido, sus colonias presentan forma circular de
consistencia pastosa, se caracteriza por su olor a levadura, la
encontramos presente en la cavidad bucal en los tractos
digestivo y respiratorio al igual que la vemos presente en la

vagina. (17)

Candida presenta levaduras que se encuentran en todos los
seres humanos sanos, para su crecimiento suele verse gracias
al sistema inmunoldgico, todos los seres humanos presentan
bacterias, microorganismos, que estan presentes en el mismo
lugar del organismo, o por la presencia de resequedad de la
piel, ya que Candida necesita un ambiente himedo para su

reproduccién. (17)
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Epidemiologia:

La candidiasis es una enfermedad cosmopolita, y una de las
micosis mas importantes y de mayor frecuencia en la cavidad
bucal, en casos méas frecuentes afecta a ambos sexos, y

cualquier edad. (18)

Candida es uno de los géneros mas son habitantes en boca,
sistema gastrointestinal, vagina y piel, por lo que esta
considerado como uno de los agentes mas  infecciosos

enddgenos. (18)

Etiologia

C. albicans es el agente causal de la candidiasis, aunque otros
hongos de la especie pueden ser también patogenos par el
hombre. Se convierte en patdgeno de la cavidad bucal cuando
se presenta este hongo dentro de la boca, hay diferentes

factores sistémicos tanto generales como locales. (18)

_Factores generales: (18)

« Diabetes o prediabetes.
« Leucemias.

« Canceres diseminados.
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« Obesidad.

- Factores locales: (18)

« Prétesis removibles (estomatitis subplaca).
« Xerostomia.
« Disminucion de la dimension vertical (comisural).

« Falta de higiene

Candida albicans:

Candida albicans en la cavidad oral no es indicativo de
enfermedad. En muchos individuos, C. albicans es un
componente menor de su flora oral, y no tienen sintomas
clinicos. En ciertos sectores de la poblacion, sin embargo, la
candidiasis oral ocurre con frecuencia y requiere terapia
antifingica. Las presentaciones orales de la candidiasis varian
desde las grandes placas blancas de la candidiasis
pseudomembranosa en la lengua y la mucosa bucal. (19)

Generalmente Candida albicans se encuentra en mas del 80%
de todas levaduras orales aisladas y sumamente difundidas

debido a su origen enddgeno. (19)
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Cultivos selectivos para candida

En cuanto a cultivos selectivos o agares selectivos para
Candida, tenemos el agar sabouraud con glucosa. Es un medio
con un pH bajo, y se utiliza mucho porque es selectivo en
parcialidad para hongos y también es de eleccion por su grado
muy elevado de glucosa, este agar sin duda es adecuado para
“incubacion” de hongos y la literatura refiere que se han usado
muchos inhibidores bacterianos. (20)

Se refiere por lo tanto que el clorafenicos, la penicilina, o
amino glucosidos o cuando estos son combinados, son muy
efectivos para eliminar bacterias mas no para eliminar la
Candida. En el agar sabouraud son fuente de nitrégeno, las
peptonas. La dextrosa o también conocida como glucosa es

una fuente de energia para que estos hongos crezcan. (20)

Caracteristicas:

Candida albicans presentan diferentes manifestaciones
clinicas, la formacién de biopeliculas de la superficie estan
asociadas a los biomateriales utilizados en préactica clinica.
Candida albicans es un hongo dimérfico, es decir, crece de
diferente manera en funcion de la T° de crecimiento, como
levadura, habitualmente a 37°C en el huésped, y como hongo

de presencia filamentoso, a 25°C en la naturaleza. Corresponde
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al filo Ascomycota y procrea de modo asexual por gemacion.

(21)

Distribucion oral de Candida segun factores especificos:

Saliva:

La evidencia cientifica refleja que la saliva como tal tiene
efecto reductor en la capacidad de C. albicans lo cual tiene
mayor adherencia a las protesis dentales hechas de acrilico,
mientras que el suero, tiene més posibilidad de entrar a la
cavidad bucal, provoncando una lesién en la cavidad bucal,
esto hace que aumente la adhesion. (22)

Se ha determinado que mientras halla reduccion de humedad
en mucosa oral, favorece la disminucion de bacterias como
Staphylococcus aureus,, ya que esta bacteria necesita niveles

altos de humedad. (22)

pH:
En la mayoria de casos el medio acido del pH favorece la
colonizacion de la mucosa oral, para otras especies de

Candida. (22)
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De igual forma se ha visto que en pacientes con presencia de
placa bacteriana que usan protesis removibles, presenta
valores bajos de pH, por lo cual estos pacientes mantienen

dietas ricas en glucosa y sacarosa. (22).

Adherencia:

Se ha sugerido que dentro de la adherencia esté4 involucrado
las interacciones de Candida, por lo que presentan mayor
adherencia a las células de la mucosa bucal y a las proétesis
hechas de acrilico, los cuales se presentan durante la fase
estacionaria que cuando estan en la fase exponencial de

crecimiento. (23)

Hifas:

Existe un acuerdo entre la mayoria de los investigadores con
respecto a que las hifas de C. albicans estan asociadas con su
capacidad invasiva.?®

Se ha demostrado que existe una estrecha correlacion entre la
formacion del tubo germinal y el incremento de la adherencia
de C. albicans a las células epiteliales bucales, por lo que se ha
sugerido ser uno de los mecanismos relacionados con la

virulencia por parte de las especies de Candida. (24)
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Guanabana : Annona muricata

La guanabana pertenece a la familia pertenece a la familia
Annonaceae Yy es originaria de América. Su etimologia procede
del arawak wanaban (Tierra Americana, 1999). El arbol frutal
crece proyectandose para la industria de la perfumeria, ya que

son utilizadas las hojas y las semillas de la planta. (25)

Es un arbol pequefio de aproximadamente 6 hasta 10 metros de
altura. Presenta un tronco recto, corteza lisa y ramas delgadas.

(25)

Hojas

Las hojas presentan forma ovalada, mayormente elipticas, de
aproximadamente 5 a 15 cm de largo por 2-6 cm de ancho, de
color verde oscuro, mayormente cortas y poco redondeadas en

su base' (26)
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Flores

Las flores, presentan formas de ramitas cortas pegadas al
tronco. Presentan 3 sépalos verdes y 6  pétalos de color

cremoso. Presentan abundantes ovarios. (27)

Frutos y Semillas

La guanabana presenta el fruto mas grande de su género. Mide
aproximadamente de 14 a 40 cm de largo y 12 a 18 cm de
ancho, es asimétrico, elipsoidal u ovoide, esta protegida por
una capa delgada de color verde oscuro, tambien presenta

pequerias espinas sobre la cascara de 0,3a0,5. (28)

La fruta es considerada como tropical que es exdtica,

climatérica, presenta caracteristicas que se utilizan como

potencial de un producto fresco o transformado. (28)

Composicion quimica

Las hojas de guanabana contienen flavonoides, polifenoles y
proteinas.

Asociados a sus efectos terapéuticos encontramos:

- Vitaminas

- Taninos
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- Aceites esenciales

- Alcoholes

Por un lado, se debe recalcar su alto contenido de taninos (tanto
de la familia de los catecoles como de los pirogaloles), en una
proporcion muy elevada que puede llegar a 30% en la corteza
y que en las hojas alcanza a 8-15%, con una concentracion
similar en los frutos verdes, que pierden su tanino al madurar.

(28)

Propiedades medicinales

Esta planta posee cualidades astringentes ayudando a superar
la diarrea y aliviar los cuadros intestinales como la
gastroenteritis, puesto que al gran nimero de flavonoides y
taninos. (28)

La gran cantidad de flavonoides y taninos que presenta ayuda
a tonificar y preservar firme la piel y no grasosa. Siendo
rebosante en vitaminas A, B, C y potasio otorga antioxidantes
y desintoxicantes que sostiene la piel saludable. (28)
Igualmente acorta grados de presién arterial y colesterol en
sangre, previene la diabetes, sostiene grados estables de
glucosa, retarda los modos de absorcion de azucar en el
cuerpo, y previene enfermedades

degenerativas por el contenido de &cido

ascorbico. (28)
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Hipotesis de Investigacion:
[1H:: Existe efecto antifangico in vitro del extracto etandlico
de las hojas de Annona muricata sobre Candida albicans

ATCC 10231.

Hipotesis Estadisticas
1 Ho: No existe efecto antifingico in vitro del extracto
etanolico de las hojas de Annona muricata sobre Candida

albicans ATCC 10231

1 Ha: Si existe efecto antifingico in vitro del extracto

etanolico de las hojas de Annona muricata sobre Candida

albicans ATCC 10231.
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V.

Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

4.2 Tipo de investigacion

Experimental, el investigador ha registrado los resultados
después de realizar una intervencion que se aplica a uno 0 mas
grupos (30). En este estudio se manipulé las concentraciones
del extracto etandlico de hoja de Annona muricata.
Prospectivo, el investigador registra los eventos a partir de los
hechos ocurridos (30). Este estudio se midieron los resultados
segun los objetivos y se coloco en la ficha de recoleccién de
datos.

Transversal, los datos fueron tomados en un momento en el
tiempo (30). En este estudio los efectos antifungicos fueron
medidos a las 48 horas de ser expuestos a los extractos.
Analitico, se analizaron los resultados para verificar si causa el

efecto.

Nivel de investigacion:
La presente investigacion es de nivel: explicativo.

Explica el comportamiento de las diferentes concentraciones
en una variable; por ser estudios de causa-efecto requieren
control y debe cumplir otros criterios de casualidad. El control

estadistico es multivariado a fin de descartar asociaciones
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aleatorias, casuales o espurias entre la variable independiente

y dependiente”.(30)

Disefio de investigacion:

La investigacion es de disefio experimental: experimento puro
de grupos en paralelo. Se toman grupos, luego a cada grupo se

le miden a cada uno por separado. (30)

4.3 Poblacion y muestra
Poblacion
Estuvo “conformada por el conjunto de placas Petri con
siembra adecuada de Candida albicans con diferentes
concentraciones del extracto etanolico de las hojas de Annona
muricata en el laboratorio de microbiologia de la Universidad

Nacional de Trujillo.

Criterios de inclusion

Placa Petri inoculada con Candida albicans ATCC 10231 en

medio de cultivo.

Criterios de exclusién

Placa Petri con signos de contaminacion.
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Muestra
Tamarfio de Muestra
El tamafio de muestra para el presente estudio se calculd

utilizando la formula de comparacion de medias.

n (Zoz + Zp)? 25°

= (X1-x2)2

Doénde:

Zy/2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un o
=0.05

Zp = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un § =
0.20

S =0.8 (X1 - x2) el cual es un valor asumido por no estar bien
definidos los valores paramétricos en estudios similares. 28

Luego Reemplazando obtenemos:

n =10 placas

Es decir, se necesitaron 10 placas seleccionadas
aleatoriamente para cada grupo de tratamiento. En total fueron
5 grupos: 10 placas para cada concentracion del 5%. 10%, del
15%, 10 placas para el control negativo y 10 placas para el

control positivo.
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4.4 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion Tipo de Escala de Indicador Valores
Conceptual Variable Medicion
Concentracion
El extracto al:
etandlico  es
Independiente ' Concentracio
obtenido 5% (50mg/ml)
mediante del extract
S n del extracto
Extracto destilacion o 10%
etandlico Arrastre a | Cuantitativ Razo6n (%) (100mg/ml)
de las vapor, contiene a
hojas principios 15%
de activos de la (150mg/ml)
Annpna planta,
muricata.
preparado en
tres
concentracione
s diferentes, al
5%, 10%
15%. (31)
1.- Nula ()
; para un
Capacidad didmetro
) para detener inferior a 8
Dependiente la mm.
reproduccion Halosde | 2 Bajo (entre
o reproducir _ . 8 a 14 mm).
Cualitativa Nominal Inhibicién )
Efecto la muerte de 3. M_%(?IO (muy
fainai sensible ++
antifungico un agente segun Escala | para un )
didmetro entre
bacteriano o de 14 220 mm.
flngico en 4. Sumamente
Condiciones Duraffourd | sensible
(diametro
(mm) superior a 20

Experimental
es.(1%)

mm).
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4.5 Técnica e instrumentos
Técnica:
Técnica experimental, se realiz6 la medicion de los halos de
inhibicién generados, con la ayuda de elementos técnicos tales

como instrumentos de recoleccion de datos™.

Instrumento
Ficha “de recoleccion de datos: sirvid para el registro de la
informacion de necesaria para la investigacion; su aplicacion
es de facil uso. (Anexo 02)
Instrumentos utilizados:

- Estufa

- Placas petric

- Mechero

- Pipeta

- Molino

- Frascos ambar

- Rotavapor

- Vernier

- Bomba al vacio

- Papel Whatman N°1

- Filtors Millex 0,22 mm
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Procedimiento:

Recoleccion de la muestra

Se recolectd 1 Kg de hojas de Annona muricata del Jardin
Boténico de la Universidad Nacional de Trujillo., del distrito
de Trujillo, provincia Trujillo, Region La Libertad.
Identificacion y determinacion taxonémica de la especie
Un ejemplar completo de la planta se [llevo al
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de
Trujillo para su identificacion y determinacion taxondémica.

(Anexo 3)

Preparacion de la muestra vegetal

Para este estudio se conto con la colaboracion de Marila Soto
Véasquez docente encargada del laboratorio de farmacognosia
quien me guio en el proceso de elaboracion del extracto
etanolico. (Anexo 4)

Seleccion: Se seleccionaron las hojas que estuvieron en
buenas condiciones, que no tuvieron ataque de hongos, ni
estuvieron marchitadas o decoloradas.

Lavado: Se procedid a lavar la muestra vegetal con agua
destilada, seguido de una desinfeccion, utilizando hipoclorito
de sodio al 0.5 %. Posteriormente se realiz6 un enjuague con
agua destilada estéril, esto es para retirar los residuos de

hipoclorito (31).
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Secado: Las hojas fueron colocadas en papeles Kraft, y se
llevaron a secar a una estufa de circulacion de aire por
conveccion forzada (40 °C) por 48 horas (31).

Pulverizacién: Las hojas una vez secadas fueron pulverizadas
con ayuda de un molino.

Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a
traves del tamiz N° 0.75.

Almacenamiento: El polvo de las hojas de Annona muricata
se guardo en frascos de vidrio de color &mbar de boca ancha

(31).

Preparacion de los extractos etanodlicos de las hojas

Annona muricata.

Se pesaron por separado 200 g de polvo de hojas se colocaron
en sus respectivos recipientes de vidrio de boca ancha color
ambar. Se afadio etanol-agua (7:3) 2 litros. Se mezcld bien,
teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como méaximo
las % partes del recipiente. Se taparon los recipientes y se
maceraron por 7 dias, agitandose 15 minutos, dos veces al dia.
Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtré los macerados
usando una bomba de vacio, con papel de filtro Whatman N°
1. Al liquido filtrado se le denomind extracto etandlico (31).

A continuacion, cada extracto etandlico se concentrd en un

rotavapor hasta obtener una masa siruposa. Esta se llevo a secar
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a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se le denominé
extracto seco. De estos, se prepararon las concentraciones de
5%(50mg/mL), 10%(100mg/mL) y 15%(150mg/mL) disueltas
en etanol-agua (7:3). Finalmente, los extractos fueron filtrados
con filtros Millex (Millipore) de 0,22 mm para esterilizar el
extracto y fueron guardados en frascos de vidrio de color &mbar

estéril y se guardaron en refrigeracion a 4 °C (31,32).

Obtencion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231
Para este estudio se utilizo la cepa de Candida albicans ATCC
10231 obtenida a través de la compra en GenLab del Per(

S.A.C. (Anexo 6)

. Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Se conté con la colaboracion de Manuela Lujan Velasquez que
me guio en el procedimiento de reactivacion de la cepa de
Candida albicans y enfrentamiento microbioldgico. (Anexo 6)
Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de
Candida albicans ATCC 10231. La reactivacion se realizo
sembrando el cultivo liofilizado en balén de 50 mL con 25 mL
de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon
Infusion, luego se incubaron a 37 °C por 48 horas en

condiciones de microaerofilia y con el método de la vela (32).
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Para evaluar pureza se sembrd por estriaen Agar TSYB e incub6
a 37 °C por 48 horas en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se eligié una colonia compatible con Camdida
albicans para realizar coloracion gram (32).

A partir de una colonia se sembraron en caldo BHI y en Agar
Tripticasa Soya (TSA), y se conservaron hasta su posterior

empleo (32).

4.- Medicion del efecto antifungico:

Luego de sembrar la cepa de Candida albicans en las placas
Petri se realizé la técnica de susceptibilidad utilizando el método
de difusion de discos o método de kirby-bauer ,se prepararon
discos de papel filtro estériles y se les sumergié dentro de las
concentraciones del extracto etandlico de Annona muricata al
5% (50 mg/ml), 10% (100 mg/ml), 15% (150 mg/ml) después
con una aguja estéril fueron colocados los discos sobre los
cultivos de bacterias en las placas Petri preparadas previamente
, Se colocaron 4 discos por cada placa de agar posteriormente las
placas de incubaron a 37 grados durante 24 horas . Finalmente,
la lectura de los resultados se lleva a cabo a las 24 horas se miden
los halos de inhibicién incluyendo el area de los discos de papel
filtro con una regla milimetrada. Las lecturas de los halos de
inhibicion se miden en milimetros teniendo en cuenta la escala

de Duraffourd 20 16 (33).
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A. Para medir efecto anti fungico:

Se coloco los discos de papel filtro Wattman impregnados con
cada concentracion y combinacién preparada de los aceites
esenciales, con la ayuda de una aguja estéril, las placas se
mantuvieron en la misma posicién por un periodo de 5 minutos
luego de este tiempo las placas se voltearon de posicién y se
incubaron a 37 grados centigrados por 48 horas. Todo el
procedimiento se llevo a cabo dentro del didmetro de 10cm de

la llama de un mechero (33).

B. Lectura de las placas:

Se realizé a las 48horas. Mediante la supervision de cada placa.
La actividad antifungica fue determinada por la inhibicion del
halo inhibitorio alrededor de los discos, medida mediante una
regla el cual nos determind la cantidad en milimetros de

diametro del halo de inhibicion

a.- Preparacion de los medios de cultivo

El medio de cultivo Dextrosa Sabouraund se preparé siguiendo
las instrucciones e ilustraciones de la casa fabricante,
repartiéndose luego el medio en las 20 placas Petri, hasta llegar
a un volumen aproximado de 5 mm por placa.

Posteriormente se dejo solidificar a temperatura del medio
ambiente durante un corto, periodo de tiempo (15 minutos),

inmediatamente las placas fueron rotuladas con la ayuda de un
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marcador en la parte ulterior con el nombre correspondiente para
identificar la placa.

Ademas, se afiadio al proceso el control de esterilidad, dejando
una preparacion del agar sin el proceso de inoculacién,

incubando a 37°C por 24 horas.

b.- Preparacion del In6culo

Se realizd el ajuste de la turbidez del indculo fungico, con el
estandar de la escala de Mc Farland. Se usé la suspension
estandarizada del agente micético (Candida albicans) a una
concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml, se procedio a tomar 100
pde la suspension bacteriana y con la ayuda de la micro pipeta
se transfirieron a las placas Petri con contenido de agar Dextrosa

Sabouraund (33).
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4.5 Plan de andlisis

Se utilizaron tablas de resumen de una entrada, asi como
graficos adecuados para presentar los resultados de la
investigacion.

Para comparar el efecto antifingico entre las concentraciones
del extracto etanodlico de hoja de Annona muricata sobre
Candida albicans ATCC 10231 se utilizo el anélisis de varianza
(ANOVA) para un disefio completamente al azar y luego se
realizo la prueba de comparaciones multiples de Turkey. Todas
las pruebas estadisticas tuvieron un nivel de significancia del
5%.

Se conto con el apoyo de una hoja de célculo de Microsoft Excel

SPSS.
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4.6 Matriz de consistencia

TITULO | PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS TIPO DE ESTUDIO POBLACION
EFECT Existe Objetivo general Tipo de POBLACION:
ipdtesi i igacio Placas  Petri
0 efecto Hipotesis de investigacion .
Evaluar el efecto | investigacion: El presente trabajo que contienen
ANTIF antiflngi antifungico in | < Hi: Existe de investigacion el
UNGIC co in vitro del extracto | efecto es de tipo microorganism
Ol ifangi i i 0.
o IN vitro del etandlico de las | antifingico in experimental,
hojas de Annona | vitro del prospectivo,
VITRO extracto muricata  sobre | extracto transversal y | MUESTRA:
DEL etandlico Candida albicans | etandlico de las analitico. Conjunto
ATCC 10231. hojas de Annona
EXTR de las J _ formado  por
muricata sobre
ACTO hojas de | pictivos Candida Nivel de 10 repeticiones
ETAN Annona Especificos: albicans ATCC investigacion de placas Petri
6LICO muricata Evaluar el efecto | 10231. Es de nivel con las
antiflngico in explicativo
DE sobre vitro del extracto muestras  de
LAS Candida etandlico de las | Hipotesis Disefio de la concentracion
HOJAS albicans. hojas de Annona | Estadisticas investigacion al 5%, 10% y
muricata al 5 % | » Ho: No existe El disefio del
5
DE ' sobre Candida | efecto presente trabajo 15%
ANNO albicans. antifingico in de investigacién seleccionadas
- Evaluar el efecto | vitro del es experimento
NA de forma
antiflngico in | extracto puro.
MURIC vitro del extracto | etanélico de las aleatoria
ATA etandlico de las | hojas de Annona
SOBR hojas de Annona | muricata sobre
muricata al 10 % | Candida
E sobre  Candida | albicans ATCC
CANDI albicans ATCC | 10231.
DA 10231.
ALBIC - Evaluar el efecto | « Ha: Si existe
ANS antifungico in | efecto
vitro del extracto | antifingico in
etandlico de las | vitro del
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ATCC

10231.

hojas de Annona
muricata

al 15 % sobre
Candida albicans
ATCC 10231.

extracto
etandlico de las
hojas de Annona
muricata sobre
Candida
albicans ATCC
10231.
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4.7 Principios éticos:

Este estudio de investigacion se fundamento en el codigo de ética de la
Universidad Catélica Los Angeles De Chimbote usando el principio de
Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad (34).

Los residuos microbioldgicos fueron eliminados asegurandose su
descontaminacién en autoclave. Esto significa una bolsa primaria de
color negro, llenada solo hasta ¥ partes de su capacidad y anudada y
sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y pre impreso de residuos
especiales, marcada con el tipo de residuos que contiene, el laboratorio o
area de generacion y la fecha. Estas bolsas cerradas anudadas, fueron
almacenadas temporalmente en las areas sucias en contenedores de color

amarillo con logo de Residuo Biologico.
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V. Resultados

TABLA 1:

Efecto antifangico in vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata

sobre Candida albicans.

95% del intervalo de

confianza para la media

Concentracion

. . p*
0 Limite Limite
N Media  Desviacién  Error inferior superior  Minimo Méaximo
5% 10 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
10% 10 10,3800 ,67626 ,21385 9,8962 10,8638 9,80 12,00
15% 10 15,3100 48178 ,15235 14,9654 15,6546 14,80 16,10
C* 10 24,2000 1,06145 ,33566 23,4407 24,9593 22,00 25,40 0-000
c 10 6,6000 ,51640 ,16330 6,2306 6,9694 6,00 7,00
Total 50 11,2980 8,26834  1,16932 8,9482 13,6478 ,00 25,40

p*: prueba ANOVA
Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Se compard el efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Annona muricata a las concentraciones de 5%, 10%, 15%, C+, C-, frente
a Candida albicans, se determiné una media de 0,0mm para la concentracion
5%, una media de 10.13mm (actividad antifngica bajo) a la concentracion
10%, una media de 15,31mm (actividad antifanfica media), a la
concentracion 15%, asi mismo una media de 24.20mm (sumamente sensible)
al C+, una media 6,60mm al C-, Se utilizo la prueba ANOVA vy se obtuvo
p=0.000, lo cual indica que si existe diferencia estadistica significativa entre

las tres concentraciones y los controles.
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Tabla 2. Comparacion del efecto antifdngico in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Annona muricata en concentraciones 5%, 10%, 15% sobre Candida
albicans ATCC 10231.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al
95%

Diferencia de Desv. Limite Limite
(I) estracto  (J) estracto medias (I-J) Error Sig. inferior superior
5% 10% -10,38000" ,28864 ,000 -11,2001 -9,5599
15% -15,31000" ,28864 ,000 -16,1301 -14,4899
C* -24,20000" ,28864 ,000 -25,0201 -23,3799
C -6,60000" ,28864 ,000 -7,4201 -5,7799
10% 5% 10,38000" ,28864 ,000 9,5599 11,2001
15% -4,93000" ,28864 ,000 -5,7501 -4,1099
C+ -13,82000" ,28864 ,000 -14,6401 -12,9999
C- 3,78000" ,28864 ,000 2,9599 4,6001
15% 5% 15,31000" ,28864 ,000 14,4899 16,1301
10% 4,93000" ,28864 ,000 4,1099 5,7501
C+ -8,89000" ,28864 ,000 -9,7101 -8,0699
C- 8,71000 ,28864 ,000 7,8899 9,5301
C+ 5% 24,20000" ,28864 ,000 23,3799 25,0201
10% 13,82000" ,28864 ,000 12,9999 14,6401
15% 8,89000" ,28864 ,000 8,0699 9,7101
C- 17,60000" ,28864 ,000 16,7799 18,4201
C- 5% 6,60000" ,28864 ,000 5,7799 7,4201
10% -3,78000" ,28864 ,000 -4,6001 -2,9599
15% -8,71000" ,28864 ,000 -9,5301 -7,8899
C+ -17,60000 ,28864 ,000 -18,4201 -16,7799

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.
Se puede apreciar en la prueba de Turkey que las tres concentraciones y los dos

controles presentan nivel de significancia menor a 0.05, los cuales presentan una
diferencia estadisticamente significativa.
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GRAFICO 1:

Interpretacion: De todas las concentraciones el control + fue el que presento

un mayor promedio en comparacion con las deméas concentraciones.
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Fuente: Datos obtenidos de la tabla 2

En el gréafico 1 observamos que hay diferencia entre las concentraciones
donde a medida que aumenta la concentracion, aumenta el diametro de halo

de inhibicioén.
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente estudio se evalud la actividad antifingica del extracto etandlico a
base Annona muricata frente a la cepa de Candida albicans en primera instancia
se evaluaron de manera individual encontrando que tanto el extracto etandlico de
Annona muricata 15% presentan mayor actividad antifungica frente a la cepa
Candida Albicans, estos resultados concuerdan con los hallazgos de Huaméan E.
(Huancayo, 2018) y Wahyuningsih R. (Indonesia, 2019) quienes a partir de su
estudio lograron encontrar un efecto antifingico de la planta de la misma especie
frente a Candida albicans sin embargo existe diferencias de inhibicidn, por lo que
debemos considerar factores como el método empleado para la realizacion del
extracto, debido a que existen elemento como el tiempo de maceracién, la dosis
de etandl empleado, el peso en gramos considerados de las plantas para disolverlos
en etanol. Otro punto a considerar es la técnica empleada para determinar el efecto
antifangico, como es el caso de Bento E, quien en su estudio utilizo la técnica de
micro dilucion en cultivos de caldos, lo cual también sera representativo para
encontrar los promedios de inhibicién, considerando que al trabajar con discos se
puede tener una medicion exacta del halo de inhibicion y en el caso de los cultivos
en caldos se utiliza los grados de turbidez.

Los estudios de Mithun B. (India, 2016) , Handayani P. (Indonesia, 2019),
también presentaron resultados similares, ambos realizando un extracto de
Annona muricata combinado con otras plantas. Estos extractos presentan
flavonoides, saponinas y esteroides, los cuales tienen capacidad de causar
filtracion de proteinas y enzimas de las células bacterianas, ademas, de causar

fugas de liposomas. 28
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Hay resultados contradictorios con Fisabilillah M. (Indonesia, 2019) quien en su
estudio obtuvo resultados diferentes en sus halos de inhibicion con un efecto
minimo casi nulo, el cual puede deberse a las variaciones metodoldgicas y los
materiales empleados, también puede deberse a diversos factores como la técnica
de valoracion, medio de crecimiento, microorganismos empleados y la
composicion quimica de los extractos. Esto también se deberia al lugar donde se
desarroll6 la planta, como el suelo, clima, altura generando alteraciones en su

composicion.

El estudio de Huaman E. (Huancayo, 2018), también presenté resultados
contradictorios, indicando que el extracto de Annona muricata tuvo un efecto
antibacteriano nulo sobre cepas de Candida albicans ya que no produjeron halos
de inhibicion, pese a que presentd concentraciones similares a nuestro estudio.
Esto indica que el resultado pudo haber sido alterado debido a la metodologia y
material empleado. Existe diferencias entre las concentraciones del extracto
etandlico de hoja de Annona muricata al 5%, 15% y 30%. Estos valores se
prepararon con el proposito de obtener un efecto antibacteriano diferente por lo
que cuando la concentracion es superior se obtiene mayor efecto antibacteriano
representado en diametros de halos de inhibicion. Esto se debe a las propiedades
antibacterianas que contiene la hoja de Annona muricata la cual es mayor segin

el porcentaje utilizado en la preparacion de los extractos.
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VI.

Conclusiones

1. El extracto etandlico de hoja de Annona muricataa presenta
efecto antifingico en las tres concentraciones frente a Candida
albicans.

2. La concentracion del extracto etandlico de hoja de Annona
muricata al 15% presenté mayor efecto antifingico que las otras
dos concentraciones frente a Candida albicans.

3. La concentracion del extracto etandlico de hoja de Annona
muricata al 10% presentd efecto antifingico frente a Candida
albicans.

4. La concentracion del extracto etandlico de hoja de Annona
muricata al 5% no presentd efecto antifungico frente a Candida

albicans.

Aspectos complementarios

Recomiendo al director de escuela de farmacia y botanica que
permita Realizar estudios para determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) para evaluar convenientemente el uso de los extractos

etanolicos en la candidiasis.
Impulsar a la realizacion de estudios de variadas plantas

medicinales para el conocimiento de su accion sobre bacterias y

distintas enfermedades como la candidiasis.
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RECOLECCION DE DATOS

Anexo 2

extractos

Diametro de los halos de inhibicion segun

Concentracion concentracion del extracto etanolico de C+ C-
guanabana (mm) (mm)
(mm)
Repeticiones 5% 10% 15%
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.

FUENTE: Ruiz J. Determinacion de la actividad antiflngica contra Candida albicans y Aspergillus niger de
10 plantas medicinales de 3 departamentos del Per( [Internet]. Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

[Lima]: Universidad Nacional Mayor de San Marcos; 2005 [citado 16 de abril de 2021].
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ANEXO 3
CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Luego de realizar la Prueba de Normalidad y corroborar que los datos se distribuyen
de manera normal o simétrica, se aplico la prueba estadistica Paramétrica ANOVA.
1.- Planteamiento de hipétesis:
e Hi: Existe efecto antifungico in vitro del extracto etandélico de las
hojas de Annona muricata sobre Candida albicans ATCC 10231.
e HO: No existe efecto antifngico in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Annona muricata sobre Candida albicans ATCC 10231.
e HA: Si existe efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de las

hojas de Annona muricata sobre Candida albicans ATCC 10231.

2.- Nivel de confianza:

Nivel de confianza = 0.95 (95% )

Nivel de significancia: p = 0,05 (5%0)

La significancia es el valor estandar y en base a ello se determin0 si se acepta o se

rechaza la hipotesis de investigacion.

3.- Establecimiento de criterios de decision
La “prueba estadistica se realiza en base a la hipotesis nula”.
e Si “el valor de significancia p > 0,05 se acepta HO; se rechaza Hi.”

e Si “el valor de significancia p < 0,05 se realiza Ho; se acepta Hi.”
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4.- Célculos:

El software SPSS, proyecta los siguientes datos:
Tabla 1: “ANOVA: Efecto antifungico in vitro del extracto etanolico de las hojas

de Annona muricata sobre Candida albicans."

95% del intervalo de

confianza para la media P
Concentracion
n Limite Limite
N Media  Desviacion  Error inferior superior  Minimo Maximo

5% 10 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00

10% 10 10,3800 ,67626 ,21385 9,8962 10,8638 9,80 12,00
0.000

15% 10 15,3100 ,48178 ,15235 14,9654 15,6546 14,80 16,10

c* 10 24,2000 1,06145 ,33566 23,4407 24,9593 22,00 25,40

C 10 6,6000 ,51640 ,16330 6,2306 6,9694 6,00 7,00
Total 50 11,2980 8,26834 1,16932 8,9482 13,6478 ,00 25,40

p*: prueba ANOVA
Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Se compard el efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Annona muricata a las concentraciones de 5%, 10%, 15%, C+, C-, frente
a Candida albicans, se determind una media de 0,0mm para la concentracion
5%, una media de 10.13mm (actividad antifingica bajo) a la concentracion
10%, una media de 15,31mm (actividad antifanfica media), a la
concentracion 15%, asi mismo una media de 24.20mm (sumamente sensible)
al C+, una media 6,60mm al C-, Se utilizé la prueba ANOVA y se obtuvo
p=0.000, lo cual indica que si existe diferencia estadistica significativa entre
las tres concentraciones y los controles.

5. Decision:
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La prueba “ANOVA, arroja una significancia p = 0,000 < 0,05”.
Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna”.
» Ha: Si existe efecto antifungico in vitro del extracto etanolico de las hojas

de Annona muricata sobre Candida albicans ATCC 10231.

Grafico 1: Comparacién de las medias de halo de inhibicién del efecto antifungico
in vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata sobre Candida

albicans."

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

halos de inhibicion (mm)

Media de diametro de los

0.00
ngogn "10%" 150" ne 4 ne n

Concentraciones

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 4

En el grafico 1 observamos que hay diferencia entre las concentraciones
donde a medida que aumenta la concentracion, aumenta el diametro de halo

de inhibicién.
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ANEXO 4:

PRUEBA DE NORMALIDAD

El proceso de toma de decisiones para una prueba de hipotesis se baso en el valor

de probabilidad (valor p) para la prueba especifica.

Si el valor p es menor o igual a un nivel predeterminado de significancia

(nivelo), usted rechaza la hip6tesis nula (Ho) y da crédito a la alternativa (Hy).

Si el valor p es mayor que el niveloo, no se rechaza la hipotesis nula (Ho) y no se

puede dar credito a la hipotesis alterna (Hy).

Tabla 1: Distribucion de los valores obtenidos de los halos de inhibicion de

crecimiento (mm).

Pruebas de normalidad®

Shapiro-wilk
concentraciones Estadistico gl Sig.
Halos de inhibicion concentracion al 5% 10
concentracion al 10% , 749 10 ,053
concentracion al 15% ,861 10 ,079
control positivo ,900 10 ,218
control negativo ,640 10 ,000

Los datos se encuentran distribuidos normalmente.

57



Tabla 2. Efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de las hojas de Annona

muricata al 5%, 10% y al 15% sobre Candida albicans.

Duncan2

Halos de inhibicion

Subconjunto para alfa = 0.05

concentraciones 1 2 3 4 5
concentracion al 5% 10 ,000

control negativo 10 6,600

concentracion al 10% 10 10,380

concentracion al 15% 10 15,310

control positivo 10 24,200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se comparo el efecto antifingico in vitro del extracto etanolico de las hojas

de Annona muricata a las concentraciones de 5%, 10%, 15% y también el

C+, C-, frente a Candida albicans, se determin6 que la concentracion al 5%

y el C- tuvieron un efecto nulo, la concentracion al 10% tuvo una

sensibilidad limite, el 15% tuvo un efecto medio y el C+ tuvo un efecto

sumamente sensible.
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ANEXO 5:

COMNETAMNCIA DE TASONOMIA

[L CIRCCTOR CDEL HERBARIUM TRUMILLENSE [HUT] DC LA
URMIVERSDAD NACICHAL CE TRUMLLO.

Da constanca de |a determinacion taxandmica de un [31] aspécimen

wapetal:

- Ol Mignaliasida,
* Subelaga: Snransin e
* Orden: Magnoliales

+ Familiaz LTyl ee | R

= GEnero Ananna

+ [opecie: B maricaka,
+ MNambre comuon: e Buanabars™

blusstra alcanzada a aste decpacho gor BARRCTS GAVELAN MARY
UM, adentificada com DN YI026796, can damicilio INT. & ASCHT. H.
CORAZON DE JESUS MZ 2 LT 2 = Larada — Trujille. Cétudiants da la

Facultad de ciencias de la Saled, de la Cicpsls Profedanal de
Odontalogia de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbate

AULADEDCH], cuya deter minackin taxonomia servird para la realizacion

del taller de imeastigacitn. Clecta anbfingics, del exfracta phaniling,

de o hojad de Aapaosmpcferigsobre Fondida alhiceas ATCC 10231,
Trujille- 20149,

Sa pupide la presente carstancia a salicitud de la parte interesada par
las fines gue hubiers lugar.
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ANEXO 6:

Constancia de colaboracion de MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ Dra. En
farmacia y bioquimica en la ejecucion del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo, MARTLU ROXANA SOTO VASQUEZ, Docente de la Citedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotécnia de la
Facultad de Farmacia v Bioquimica de la Universidad Nacional de
Tryjillo, con nimero de colegiatura 06932,

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion de la muestra
vegetal v las concentraciones, de los extractos etandlicos de hojas de
Annona/muricate (puanibana), en el laboratorio de farmacognesia de la
facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional de
Tryjillo delaalumna BARRETO GAVELANMARY LINA identificado
con DINI 73026796, con domicilio legal en la INT. A ASENT. H.
CORAZON DE JESUS MZ 2 LT 2, Laredo — Trujillo, estudiante de la
Facultad de Ciencias de 1a Salud, Escuela Profesional de Odontologia de
la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, en 1a ejecucién de la
teais titulada: EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANQLICO DE LAS HOJAS DE ANNONA MURICATA SOBRE

CANDIDA ALBICANS ATCC 10231 - TRUJILLO, 2015.

Se expide esta constancia, a solicitud de 1a interezada, para los fines que
estitne pertinentes.

04 de octubre 2019

| ﬂ_&fﬁﬁj Rovara Solo Véasguez

= o iy Faculiad de Farmaca y Bioguimics
Cadecra da Farmacognosiy

Univarsidad Macicnal de Trglko
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ANEXO 7:
Constancia de colaboracion de MANUELA NATIVIDAD LUJAN

VELASQUEZ, Bidlogo — Microbi6loga en la ejecucion del proyecto de

investigacion

CONSTANCIA

Yo, MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ, Biologa-
MMicrobidloga Docente de la Escuela de Microbiclogia v Parasitologia, de
1a Facultad de Ciencias Biolégicas de 1a Universidad Nacional de Tryjillo,
con registro de CBP N-= 2132,

Mediante 1a presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna
BARRETO GAVELAN MARY LINA, identificado con DINT 73026796,
con domicilio legal en la INT. A ASENT. H. CORAZON DE JESUS MZ
2LT2, Laredo— Trujillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de 1a Salud,
Escuela Profesional de Odontologia de la Umniversidad Catdlica los
Angeles de Chimbote, en 1a ejecucién de la tesis titulada EFECTO
ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE ANNONA MURICATA SOBRE CANDIDA ALBICANS
ATCC 10231 - TRUIILLO, 2019.

Trujillo. 03 de Qctubre del 2019

e

Manuela Nadvidad Lujan Velisquez
Docente De La Escuela De Microbiologia y Parasitalopia

Universidad Nacional De Trujille

Tra Manota Hitvded e el
hmwﬂmm
REAEAB RACOMAL DE TRUALS
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ANEXO 8:

Resultados

Efecto antifiingico del extracto etandlico de la hoja de Anona muricata
“guanabana” frente a Candida albicans ATCC 10231”, diametro de

los halos de inhibicién del crecimiento (mm), método de Kirby Buer.

extractos etandlicos de hoja de Anona

muricata “guanabana” Control Control
5% 10% 15% + -
0 10.1 15.1 22.0 7
0 11.1 15.3 23.9 7
0 10.0 15.2 24.5 7
0 10.5 16.1 25.0 6
0 09.8 15.8 24.5 6
0 10.0 15.0 25.1 6
0 10.0 14.9 24.8 7
0 12.0 14.8 25.4 7
0 10.1 14.9 23.9 7
0 10.2 16.0 22.9 6

Control + = Nistatina 0.02%
Control - = Etanol 96°
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ANEXO 9:

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-
196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por
estar calibrado y validado con 1SO de calidad 17025
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ANEXO 10:

Boletas de compra de la cepa Candida albicans.
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ANEXO 11:;
PROCESAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Annona muricata
REALIZADO EN LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNT

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de la Planta Annona muricata (GUANABANA) y se

desinfectaron con Hipoclorito de Sodio al 0,5%
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SECADO

Secado a Temperatura Ambiente por 24 horas y en estufa a 40°C de Hojas de la
Planta Annona muricata (Guanabana). Pulverizacion, Tamizaje y se pesd 300 gr.

de Annona muricata (Guanabana).
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE Annona

muricata

Mezcla de Alcohol 96° con Agua Destilada (etanol al 96°) para Annona muricata

Tiempo de maceracién por 7 dias y se agitara dos veces al dia el frasco.

Se filtrararon los macerados usando una bomba de vacio, con papel de filtro
Whatman N° 1. Cada extracto etanélico se concentrd en un rotavapor hasta obtener
una masa siruposa. Esta se llevo a secar a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se
le denomind extracto seco. De estos, se prepararon las concentraciones de

5%(50mg/mL), 10%(100mg/mL) y 15%(150mg/mL)
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INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la placa.

Preparacion de los discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, embebidos

con 50 ul de cada una de las concentraciones de 5% ,10% y 15% del Extracto

etanolico de Annona muricata
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LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los didmetros de los halos de Inhibicién de Annona muricata

Placas Petri con halos de inhibicién al 5, 10 y 15%

Placas Petri del control positivo Nistatina 0.02% y control negativo Etanol 96°

69



