i UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcohdlico de

Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE:

Cirujano Dentista

AUTORES:
Moscoso Paz, Allyson Mercedes (ORCID: 0000-0003-0969-7329)

Osnayo Cafiihua, Ronald Sergio (ORCID: 0000-0002-8172-9690)

ASESORA:

Ms. Donayre Escriba, Julieta Emperatriz (ORCID: 0000-0001-6876-7804)

LINEA DE INVESTIGACION:

Enfermedades infecciosas y transmisibles

PIURA — PERU

2021



Dedicatoria

A Dios por permitirme llegar hasta este punto de mi crecimiento profesional.

Con todo mi coraz6n a mi padre, Edward que desde que inicie la carrera siempre
estuvo apoyandome incondicionalmente en todo momento. A mi madre, Shiomara

por su gran carifio y sus palabras de amor y aliento.
A mi hermano Edward por sus buenos consejos.

A mi mama grande Sara Lozada por su continuo aliento y ejemplo de superacion,

por saberme guiar por el camino del bien.

A mi Bisabuelo Juan Lozada que partio con Dios, pero siempre estuvo orgulloso

por terminar mi carrera.

A mis abuelos Ezequiel Moscoso y Mercedes Postigo por estar conmigo cuando

mas los necesité.
A todos mis familiares que siempre me impulsaron a cumplir mis suefios.

Allyson Moscoso

A Dios por permitirme compartir este momento con mis seres queridos.

A mis abuelos Francisca Lupo y Efrain Cafihua, un claro ejemplo de esfuerzo,

perseverancia y en reconocimiento a su anhelo de verme profesional.

A mis padres Mery Cafihua y Celio Osnayo, que siempre fueron un ejemplo de

honradez, lealtad y responsabilidad y por guiarme en los momentos mas dificiles.

A mi hermano Yuri, por alegrar mi vida con sus ocurrencias, por su constante

apoyo y por impulsarme a cumplir mis suefios.

A mis primos Cesar y Paul por ser las estrellas que ahora me alumbran y guian

desde el cielo.

Ronald Osnayo



Agradecimiento

A Dios, a mis padres y familiares.

A nuestra asesora metodoldgica Dra. Julieta
Donayre por la asesoria brindada en la

realizacion de esta tesis.

Al la Dra. Veronica Portillo Valdivia, Dra.
Romina Rondon Chambi, Dr. Carlos
Manrique Palo y Dr. Miguel Angel Ruiz
Barrueto y a todos aquellos que
contribuyeron en la ejecucion de la presente

investigacion.

Allyson Moscoso

A Dios y a la Virgen por guiarme en el
camino correcto, por darme salud vy
bendecirme para alcanzar mis metas como

persona.

A mis abuelos, padres y a mi hermano por
brindarme su apoyo emocional a lo largo de

mi vida.

Ronald Osnayo



indice de contenidos

(D To [ o= 1 (o] 1 - N USRPPPRPRPRR i
AQGrA0ECIMIEITO ...ttt iii
INICE A& CONLENIAOS .....oceviieeeeee ettt ettt te e et eereeeeene s iv
Yo [1er=Ne (38 v=T o = TP Vi
ST U 01T o TSP Vil
Y 0151 - Vo USRS viii
l. INTRODUCCION ..ottt 1
1. MARCO TEORICO ....iiiiiieiiieieiesiee ettt 4
II. METODOLOGIA ..ottt 12
3.1. Tipoy disefio de iNvestigacion............ccoooveiiiiiiiii 12

3.2. Variables y operacionalizacCion .............cccccvvevviiiiiiiii e 12

3.3. Poblaciéon (criterios de seleccion), muestra, muestreo, unidad de

AN SIS . et 12

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datoS ........ccovovveveneennn.n. 13

3.5, ProCeaiMiENTOS .. ...cee e 13

3.6. Método de analiSiS de datOS ......oeueeee e, 15

T A N~ o = Tox (0 = 1[0 1 16

V. RESULTADOS ..o e 17
V. DISCUSION . ...ttt et e et e e et e reene e, 20
VI. CONCLUSIONES ... e 24
VII. RECOMENDACIONES . ... oo, 25
REFEREN CIAS ..o 26
AN X O S .o e, 35
ANEXO L oo 35
AN E X O 2 o e 36
AN E X O B oo 37



ANEXO 4 e 38

ANEXO 5 e 39
ANEXO B .ot 40
ANEXO 7 et 44



Tabla 1

Tabla 2

indice de tablas

Vi



Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antifangico in vitro de
diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Psidium guajava
(guayaba) y de un control Nistatina sobre Candida albicans ATCC 90028. Fue una
investigacion bésica de disefio experimental. El extracto hidroalcohdlico fue
obtenido a partir de hojas de P. guajava y mediante el sistema Soxhlet. A partir
del extracto total se prepararon 5 concentraciones desde 600 a 1000 pug/mL. Se
utilizé Nistatina 100000 Ul como control positivo y el control negativo fue DMSO
1%. El efecto antifungico se determindé mediante el método de difusion en disco y
el método de microdilucion para establecer la CMI y la CMF. Se reportd efecto
antifingico en todas las concentraciones evaluadas sin embargo las
concentraciones de 800, 900 y 1000 pug/mL superaron el efecto del control positivo
(13,26 = 0,573 mm) con halos de inhibicion de 15,94 + 0,316 mm; 17,94 + 0,309
mmy 19,25 + 0,529 mm respectivamente. La CMI se determin6 en 600 pg/mL y
la CMF en 700 pg/mL. Se concluye que el extracto hidroetanolico de P. guajava
(guayaba) tiene efecto antifungico sobre C. albicans ATCC 90028 en todas las

concentraciones evaluadas.

Palabras clave: Antifungico, Candida albicans, Psidium, Extractos vegetales.
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Abstract

The objective of the present investigation was to evaluate the antifungal effect in
vitro of different concentrations of the hydroalcoholic extract of Psidium guajava
(guava) and of a control Nystatin on Candida albicans ATCC 90028. It was a basic
investigation of experimental design. The hydroalcoholic extract was obtained from
P. guajava leaves and using the Soxhlet system. From the total extract, 5
concentrations were prepared from 600 to 1000 pg / mL. Nystatin 100,000 IU was
used as a positive control and the negative control was 1% DMSO. The antifungal
effect was determined using the disk diffusion method and the microdilution
method to establish MIC and CMF. Antifungal effect was reported in all the
concentrations evaluated, however the concentrations of 800, 900 and 1000 ug /
mL exceeded the effect of the positive control (13.26 + 0.573 mm) with inhibition
halos of 15.94 £ 0.316 mm; 17.94 + 0.309 mm and 19.25 + 0.529 mm respectively.
The MIC was determined at 600 pg / mL and the CMF at 700 pug / mL. It is
concluded that the hydroethanolic extract of P. guajava (guava) has an antifungal

effect on C. albicans ATCC 90028 in all the concentrations evaluated.

Keywords: Antifungal, Candida albicans, Psidium, Plant extracts.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se ha reportado un notable incremento en la incidencia
de enfermedades flngicas.! La incidencia de estas patologias se relacionan con
el incremento de pacientes inmunocomprometidos, tratamientos quimioterapicos,
nutricibn  parenteral, procedimientos quirdrgicos por trasplante, uso
indiscriminado y no prescrito de agentes antimicrobianos de amplio espectro,
entre otros.? En ese sentido, las infecciones sistémicas por hongos contribuyen a
la morbimortalidad en pacientes inmunocomprometidos y generan altos costos
de atencion médica en todo el mundo.3* Uno de los ejemplos mas relevantes en
la actualidad son los altos indices de dermatomicosis candidiasica altamente

virulenta en nifios, asociados a un sistema sanitario deficiente.>

Candida albicans es un hongo oportunista clasico que reside inofensivamente
como comensal en aproximadamente entre el 35% y 80% de las personas, pero
un patogeno de los inmunodeprimidos y de los pacientes en los que se han roto
las barreras que impiden la diseminacion.”® Se le considera el hongo patégeno
grave mas comun de los seres humanos, y se ha informado de diversas formas
como causantes de entre 250 000 y 400 000 muertes al afio en todo el mundo.®
La evolucién de este microorganismo le ha permitido establecer diferentes tipos
de relaciones con el ser humano pudiendo regular su potencial patégeno para

dafiar el tejido del huésped, evadir y trastornar la vigilancia inmunitaria.”°

Actualmente, esta especie fungica es considerada un patdogeno emergente
resistente a multiples farmacos que representa una fuente importante de
enfermedades invasivas en los seres humanos y genera altos costos de
atencion médica en todo el mundo.'® El diagnéstico clinico de la candidiasis es
complicado debido a la ausencia de sintomas y signos clinicos especificos.!!1?
Por su parte la candidiasis oral no es una infeccidén Unica. Se han escrito cuatro
formas distintas de esta patologia basadas en la manifestacion clinica, pero
todas generalmente son causadas por una especie extremadamente
heterogénea como Candida albicans.'®!* Es probable que una combinacién de
factores del huésped y factores microbianos determine en dltima instancia la

aparicion de una forma particular de candidiasis oral.'>16



El control de Candida albicans y de las otras especias del género responsables
de los diferentes tipos de candidiasis oral es preferentemente quimico.'’ Los
agentes antimicoticos disponibles pertenecen a los grupos polienos, azoles,
alilaminestiocarbamatos y morfolinas; el analogo de ADN 5-fluorocitosina, y otros
agentes como las caspofunginas.!® Los antiflingicos poliénicos se denominan asi
debido a los dobles enlaces conjugados alternados que forman parte de su
estructura de anillo macrolido. Dentro de estos encontramos a la nistatina, la
anfotericina B y la pimaricina.’® Por su parte, los azoles son farmacos
fungistaticos que inhiben la enzima flngica lanosterol desmetilasa responsable
de la sintesis de ergosterol. En este grupo, el mas utilizado para la candidiasis
oral es el fluconazol por su capacidad de alcanzar una mayor concentracion en

la saliva.?°

Sin embargo, C. albicans es un microorganismo muy adaptable que tiene
capacidad de desarrollar resistencia tras una exposicion prolongada a
antifiingicos.?* Su capacidad para formar biopeliculas disminuye la accesibilidad
del antifiingico al sitio de accion??, la seleccién de mutaciones espontaneas que
disminuyen su susceptibilidad, alteraciones cromosémicas anormales??,
sobreexpresion de bombas de flujo de mdultiples farmacos y la capacidad de
escapar de las defensas inmunitarias del huésped son algunos de los factores

gue contribuyen a la tolerancia y resistencia a los antifingicos.?*

Vista la realidad problematica enunciada se plante6 el problema de investigacion
¢,Cudl es el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcohodlico de la Psidium

guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 900287

Como se ha mencionado, el desarrollo de resistencia a los agentes antifungicos
usados clinicamente en la actualidad se ha convertido en un problema creciente
gue requiere ser atendido y genera la necesidad de buscar nuevos agentes
antifangicos que permitan controlar permanente a C. albicans. En ese sentido la
presente investigacion se justifica teGricamente pues esta investigacion pretende
demostrar la capacidad antifungica de la planta Psidium guajava (guayaba) que
crece en todo el territorio nacional. Una vez determinado su potencial antifangico
podria convertirse en una alternativa natural para el tratamiento de la candidiasis

y para el control de su agente causal.



Este estudio también cuenta con justificacion social pues la planta que se
utilizard es de facil acceso para la poblacion, su cultivo no es costoso ni
exigente. Lo que se busca es garantizar no solo su eficacia sino generar el
contexto para que con futuras investigaciones se promueva su uUso seguro por la
poblacion. Tiene justificacion practica porque si se demuestra que Psidium
guajava tiene capacidad antifangica podria ser una alternativa para solucionar el
problema de la candidiasis no solo a nivel oral sino general y contribuir al control
de otras infecciones fangicas. Tiene justificacidn por conveniencia toda vez que
la presente investigacion permitira a los investigadores optar el titulo de

Cirujanos Dentistas.

Para responder el problema de investigacion se propone el siguiente objetivo
general; evaluar el efecto antifungico in vitro de diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de Psidium guajava (guayaba) y de un control Nistatina
sobre Candida albicans ATCC 90028. El cual se fundamenta en los siguientes
objetivos especificos. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028. Determinar la
concentracion minima fungicida (CMF) de Psidium guajava (guayaba) sobre
Candida albicans ATCC 90028.

La Hipotesis propuesta es que el efecto antifiungico del extracto hidroalcohdlico
de Psidium guajava (guayaba) es de tipo fungicida y dependiente de la

concentracion.



MARCO TEORICO

Ferreira, et al*®> (2020) en Brasil, evaluaron la actividad antifingica in vitro de
extractos crudos de Eugenia uniflora, Libidibia ferrea y Psidium guayaba. Fue
una investigacion experimental. La actividad antifangica se investigo frente a
aislados clinicos de Candida spp mediante la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC). El andlisis por cromatografia de capa fina mostré que
todos los extractos presentaron flavonoides y taninos, considerados compuestos
antimicrobianos importantes. Los resultados muestran que la CIM de L. ferrea y
P. guajava se estableci6 en 3,9 a 1000,0 pg/mL frente a C. albicans.
Concluyeron que los extractos crudos de las plantas evaluadas presentan
potencial antifingico y dicha propiedad puede estar relacionada con el contenido

de polifenoles.

Rajan, et al’® (2019) en India, evaluaron la actividad antimicrobiana de dos
extractos etandlico y un extracto acuoso de hoja Psidium Guajava. Fue una
investigacion experimental. La actividad antibacteriana y antifingica fue
determinada por el método de difusion en disco. Comunicaron que el extracto
alcohdlico al 70% mostro mayor actividad antimicrobiana que el extracto
alcohdlico y acuoso al 100%. Se reportaron halos de inhibicion de 13 mm vy 14
mm con los extractos alcohdlico de 100% y 70% respectivamente. El extracto
acuoso no mostré actividad antifungica. Establecieron que a la concentracion de
1024 pg/mL del extracto etandlico se expresa un halo de inhibicion de 17 mm.
Concluyeron que los hallazgos de este estudio muestran las propiedades

antimicrobianas del extracto de hoja de Psidium guajava.

Da Cruz, et al?’ (2019) en Brasil, evaluaron la actividad antioxidante, contenido
de compuestos fendlicos totales y flavonoides, potencial antifungico y
antibacteriano de extractos de hojas de Peumus boldus, Psidium guajava,
Vernonia polysphaera, Persea americana, Eucalyptus citriodora y Jatropha
multifida. Fue una investigacion experimental. La actividad antioxidante se
determiné mediante los ensayos de DPPH, ABTS y fosfomolibdeno y el potencial
antimicrobiano mediante el método de microdilucién y de difusion en disco.
Reportaron que todos los extractos evaluados excepto los de V. polysphaera

fueron efectivos contra Staphylococcus aureus, con halos de inhibicion que



variaron de entre 13 a 20 mm. La CMI de las seis plantas medicinales revel6
actividad inhibitoria de S. aureus a concentraciones que varian de 3.12-12.5
mg/mL. Concluyeron que el extracto crudo de guayaba contenia el mejor
rendimiento de compuestos fendlicos y flavonoides totales, asi como mayor
actividad antioxidante. Demostraron que las plantas evaluadas presentaron

potencial actividad antimicrobiana pero deben ser investigadas méas a fondo.

Abbas, et al® (2018) en Pakistan, evaluaron el potencial antibacteriano y
antifingico de Cymbopogon citratus y Psidium guayaba de origen Sialkot. Fue
una investigacion experimental. Los extractos fueron obtenidos por maceracion.
La capacidad antimicrobiana fue determinada por el método de microdilucién y
dilucion en tubo sobre Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Candida albicans, Trichophyton
longifusis, Aspergillus flavus, Microsporum canis y Fusarium solani. Reportaron
gue el extracto de P. guayaba mostré actividad antibacteriana contra B. subtilis y
S. aureus con un porcentaje de inhibicion del 66,01% y 64,29% respectivamente.
Ademas fue el Unico extracto que mostré potencial antifangico contra Candida
albicans y Microsporum canis con un porcentaje de inhibicion del 40% y 25%
respectivamente. Concluyeron que el extracto de P. guayaba tiene potencial

antimicrobiano relevante sobre bacterias grampositivas y hongos importantes.

Sangalli, et al?® (2018) en Brasil, evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de
Psidium cattleianum combinado con hidroxido de calcio contra Enterococcus
faecalis y Candida albicans. Fue un estudio experimental. Las muestras de
dentina obtenidas de incisivos bovinos extraidos se contaminaron durante 14
dias con E. faecalis ATCC 29212 y C. albicans ATCC 10231. Las muestras se
rellenaron con pastas de hidroxido de calcio preparadas con extracto etandlico y
extracto propileno glicélico de Psidium cattleianum, agua destilada y solucion
salina como controles negativos. Los resultados mostraron que los extractos
etandlicos y propilenglicélicos mostraron una actividad antimicrobiana
significativamente mayor contra E. faecalis (p <0.01) en comparacion con los
controles negativos. Ambos extractos fueron efectivos en la reduccion de la UFC

de C. albicans. Concluyeron que el extracto etandlico de P. cattleianum presento



actividad antimicrobiana mas rapida y potente sobre E. faecalis y todos los

extractos mostraron actividad antifungica contra C. albicans.

de Macédo, et al*® (2018) en Brasil, investigaron la influencia de la variabilidad
estacional en la composicion quimica del aceite esencial de Psidium salutare, su
potencial antifiingico y su efecto sobre la morfologia de Candida albicans. Fue
una investigacion experimental. Los aceites esenciales se recolectaron en tres
periodos estacionales diferentes y se aislaron mediante el proceso de
hidrodestilacion. Los ensayos antifUngicos se realizaron contra cepas de
Candida mediante el método de microdilucion en caldo para determinar la
concentracion minima de fungicida (MFC). Reportaron que el perfil quimico de
los aceites esenciales identificd 40 sustancias en los diferentes periodos de
recoleccion, siendo el y-terpineno el constituyente predominante. La actividad
antifungica revel6 que la CFM contra la C. albicans, C. krusei y C. tropicalis fue
mayor a 1,024 g/mL. El efecto del aceite esencial de P. salutare se increment6
sinérgicamente en combinacion con el fluconazol. Los resultados muestran que
el aceite de P. salutare afectd la capacidad de transicion dimorfica, reduciendo
significativamente la formaciéon de hifas y pseudohifas en concentraciones
crecientes ademas exhibid una importante actividad antifingica contra tres
especies de Candida. Concluyeron que los aceites esenciales de P. salutare
tienen potencial antifingico sobre especies de Candida y ese efecto se potencia
con combinacion con fluconazol apoyando la idea de que esta planta puede

tener un uso potencial en productos farmacéuticos y conservantes.

Bezerra, et al®! (2018) en Brasil, evaluaron las fracciones de flavonoides vy
tanicos de Psidium guajava para investigar su composicién quimica y potencial
antifangico in vitro. Fue wuna investigacibn experimental. Los ensayos
antifangicos se realizaron contra Candida albicans, Candida tropicalis y Candida
krusei por microdilucién para determinar el IC 50 y la curva de viabilidad celular,
la concentracion minima fungicida (MFC) y los efectos inhibidores de la
asociacion de las fracciones con Fluconazol. Reportaron que el IC 50 de las
fracciones aisladas y las fracciones asociadas entre si fueron calculadas,
variando de 69.29 a 3444.62 ug/mL y las fracciones asociadas a fluconazol

variaron de 925.56 a 1.57 pg/mL, mostrando que esta asociacion era de tipo



sinérgica potenciandose el efecto antifungico. Concluyeron que las fracciones
afectaron la capacidad de pleomorfismo de Candida, tienen potencial antifungico
y potencian la accion del Fluconazol, reduciendo la virulencia de las diferentes

especies del género.

Morais-Braga, et al®? (2015) en Brasil, evaluaron la composiciéon quimica y el
potencial antifingico del extracto acuoso e hidroetandlico de hojas de Psidium
guajava. Fue una investigacion experimental. Los ensayos microbiolégicos se
realizaron mediante microdilucion en caldo para determinar la concentracién
minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima fungicida (MFC). Se obtuvo
una curva de viabilidad celular para demostrar la inhibicion del crecimiento
fungico de cepas de Candida albicans y Candida tropicalis. Los extractos
analizados por cromatografia liquida de alta resolucion demostraron la presencia
de flavonoides y acidos fendlicos. Los extractos mostraron efecto fungistatico
con una MIC > 8192 ug/mL y MFC por encima de 8192 ug/mL. Concluyeron que
los de P. guajava afectan la capacidad de transicion morfolégica, evitando la
formacion de pseudohifas e hifas en C. albicans ademas tienen el potencial
antifangico para inhibir la multiplicacion fangica y su factor de virulencia, el

dimorfismo celular, evitando la invasion tisular.

Massunari, et al®*®* (2017) en Brasil, evaluaron la actividad antimicrobiana y
biocompatibilidad de extractos acuosos (EAPC) e hidroetandlicos (EHPC) de
hojas de Psidium cattleianum. Fue un estudio experimental. El efecto
antimicrobiano frente a Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Actinomyces israelii y Candida albicans se obtuvo mediante la determinaciéon de
las concentraciones minima inhibitoria (CMI) y minima letal (CLM) por el método
de microdilucién en caldo. Los resultados mostraron que la MIC y CLM variaron
entre 0.25 y 4 mg/mL. Los CLM determinados por el EHPC inhibieron el 100%
del crecimiento de todas las cepas analizadas, excepto Candida albicans. Los
controles positivos inhibieron el crecimiento de todos los microorganismos
probados en los ensayos MIC y CLM. Concluyeron que el extracto hidroetandlico
fue biocompatible y mostr6 un mejor efecto antimicrobiano contra patégenos

importantes asociados con infecciones endoddnticas persistentes.



Visveswaraiah, et al** (2015) en India, evaluaron la actividad antimicrobiana in
vitro de Punica granatum y Psidium guayaba sobre Candida albicans ATCC
2091 y Enterococcus faecalis ATCC 35550. Fue una investigacion experimental.
La actividad antimicrobiana se evalué por el método de difusiébn en pozos de
agar y mediante la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI).
Los resultados indicaron que la CIM para P. guajava y P. granatum fue de 50
pMg/mL y de 100 yg/mL para E. faecalis y de 1,6 ug/mL y 6.25 ug/mL para C.
albicans respectivamente. La mayor inhibicion se observé a 75 ug/mL tanto del
extracto de P. guajava como de P. granatum con halos de 16 mm y 20 mm en
E. faecalis y de 21 mm y 30 mm en C. albicans. Concluyeron que P. guajava 'y P
granatum mostraron actividad antimicrobiana estadisticamente significativa
contra E. faecalis y C. albicans y podrian utilizarse como posibles agentes

antimicrobianos contra estos agentes infecciosos.

Mehta, et al*® (2014) en India, evaluaron la eficacia antimicrobiana in vitro de
Punica Granatum mesocarp, hoja de Nelumbo nucifera, extracto de hoja de
Psidium Guajava y Coffea Canephora sobre sobre microorganismos orales. Fue
una investigacion experimental. Se evalué la efectividad antimicrobiana
mediante el método de difusion en disco de las concentraciones de 1%, 5%,
10%, 15% y 20% de cada uno de los extractos sobre Streptococcus mutans, S.
mitis, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis y Candida albicans.
Reportaron que los cuatro extractos fueron efectivos contra S. mutans y S. mitis.
Mientras que la granada y el café mostraron mayor capacidad antifingica. La
guayaba, el loto y el café fueron efectivos contra P. intermedia, pero solo el café
resulté ser efectivo contra P. gingivalis. Hubo diferencia estadisticamente
significativa en todos los tratamientos realizados. Concluyeron que la granada, la
guayaba, el loto y el café mostraron un efecto anticariogeno significativo,
mientras que se descubrié que el café era mas eficaz contra los patdgenos

periodontales y C. albicans.

La candidiasis es una enfermedad caracterizada hace miles de afos. Se le
conoce como la "enfermedad de los enfermos", denominacién que hace
referencia a la naturaleza oportunista de la patologia y alguna deficiencia

inmunoldégica en el paciente.®® Candida albicans es una levadura encontrada en



un 35% y 80% de frecuencia en la cavidad oral de personas sanas por lo que es

considerado un miembro del microbioma oral normal.3’

La candidiasis oral no es una sola patologia infecciosa. Clinicamente se han
descrito cuatro formas distintas. Sin embargo se ha indicado que es probable
gue todas las formas clinicas de candidiasis oral primaria son causadas por las
mismas especies de hongos.3 Debido a esto, su causalidad se le atribuye a una
combinacién de factores del huésped y factores microbianos de Candida
albicans, que al ser una especie extremadamente heterogénea es la causa mas

frecuente de candidiasis oral. 2

El principio basico del tratamiento de la candidasis es identificar y eliminar
cualquier factor predisponente en el huésped. Sin embargo, en muchos casos,
también es necesaria la terapia antimicética al inicio del tratamiento.*° La
candidalisina se considera el primer factor de virulencia clasico y verdadero de
C. albicans, es una toxina peptidica citolitica secretada por la forma invasiva del
hongo patégeno humano. La candidalisina es fundamental para las infecciones
sistémicas y de las mucosas y es un factor clave de la activacion de la célula

huésped, el reclutamiento de neutréfilos y la inmunidad.**

Se ha postulado que Candida albicans en su forma comensal coloniza de forma
natural la mucosa oral, normalmente es inofensivo en individuos sanos ya que se
mantiene en niveles bajos por mecanismos de defensa especificos e
inespecificos, asi como por inhibicibn competitiva con el resto del microbioma
oral.*? En su forma patolégica se le ha asociado con la debilitacion del sistema
inmunoldgico. La candidiasis oral se caracteriza por la aparicion de placas
blancas en la mucosa inflamada y roja y por dolor al comer o tragar. Candida
albicans a nivel oral puede encontrarse en otros cuadros clinicos como la
candidiasis pseudomembranosa, eritematosa, hiperplasica, queilitis angular,

glositis romboidal media, estomatitis protésica y lineal y eritema gingival. 43

Se ha propuesto la importancia de considerar la patogenia de la candidiasis oral
en relacion a la fisiologia de las comunidades microbianas residentes en la boca
y del comportamiento de Candida albicans como comensal o patbégeno. Se

piensa que la microbiota oral podria modular la virulencia de Candida albicans



de forma directa mediante la alteracion de la expresion de sus genes de

virulencia o indirectamente modulando la respuesta del hospedador. 44

Las infecciones micéticas se han convertido en un problema de salud publica a
nivel mundial.*> La resistencia de los patégenos flangicos a los principales
farmacos antimicdticos se ha convertido en la principal barrera para los
pacientes que padecen estas infecciones en el mundo.*® Debido al incremento
de cepas resistentes de Candida albicans que ponen en riesgo la salud de las
personas con deficiencias inmunoldgicas es que la Organizacion Mundial de la
Salud recomienda a los estados y a la comunidad cientifica buscar alternativas
de control microbiano seguras y eficientes para contrarrestar a los agentes

infecciosos que han desarrollado resistencia a los farmacos.*’

En ese sentido, Psidium Guajava es un arbol de copa abierta y de apariencia
irregular. Llega a crecer entre 3 a 10 metros de altura, el tallo puede alcanzar un
diametro de 10 a 18 cm y la porcién terminal de sus ramas son cuadrangulares,
la corteza del arbol generalmente es pardo-rojizo oscuro, liso y se puede
desprender facilmente en escamas o costras. Sus hojas son simples, carentes
de estipulas, pueden ser ovadas, elipticas u oblongas con longitudes que oscilan
entre los 3 a los 18 cm y el ancho va entre los 2.5 y 6.5 cm. Presentan en el
envés nervaduras bastante prominentes y ademas son pubescentes. Sus flores
crecen formando racimos axilares y con una a tres pubescencias. El fruto es

globoso o piriforme, amarillo con didmetros variables entre 3 y 6 cm.*849

Esta especie vegetal es considerada una planta nativa de Sudamérica. En el
Pera se cultiva desde la época pre-inca en zonas calidas de 0 a 1500 metros
sobre el nivel del mar. Se le encuentra en zonas de Amazonas, Cusco, Huanuco,
Junin, Lima, Arequipa, Loreto, San Martin, Ucayali y en algunas regiones de la
costa.®® Entre los componentes fitoquimicos de las hojas se encuentran los
taninos, aceite esencial, triterpenos, esteroides, compuestos fendlicos, Lactonas,

Cumarinas, Saponinas, Resinas, Antraguinonas.>:

Dentro de las propiedades medicinales de Psidium guajava se ha destacado su
efecto sedante o calmante en el dolor de dientes, se le ha otorgado potencial
emenagogo y se le emplea en lavados vaginales en presencia de leucorrea.

También se han demostrado sus propiedades antiinflamatorias cuando se utiliza
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como enjuagatorios en boca y garganta. Se le ha destacado propiedades
hipoglucémicas y gracias a la gran cantidad de metabolitos secundarios como
flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides y otros se ha corroborado su potencial
antimicrobiano sobre diversos tipos de microorganismos interés clinico vy

estomatolégico.>?

El potencial farmacologico del material vegetal depende de su origen, las
variaciones en la técnica de extraccion, el tiempo, la temperatura de extraccion,
la concentracion y polaridad del disolvente, la cantidad y la composicién del
fitoquimico de un extracto. Los fitoquimicos son sustancias quimicas producidas
por las plantas para su propia proteccién, pero se ha descubierto que su uso
controlado tiene efectos beneficiosos para la salud de las personas. Los
cientificos han identificado miles de metabolitos secundarios, sin embargo, solo
se han estudiado pequefas fracciones de ellos observandose que cada uno

presenta un funcionamiento distinto.5354

También se ha comunicado el mecanismo de inhibicion antimicrobiana de los
fitoquimicos provenientes de diversas partes de la planta Psidium guajava. Se
ha mencionado que los extractos y aceites esenciales tienen la capacidad de
atravesar la membrana celular del agente microbiano incrementando su
permeabilidad y ocasionando la fuga de contenidos celulares vitales que

conllevan a la inhibicién temporal o permanente de los microorganismos.>®
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METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

Investigacion de tipo bésica. También llamada investigacion pura, viene a
ser aquel tipo de investigacion que busca extender el conocimiento
cientifico sobre una realidad, sin embargo dicho conocimiento no tiene

aplicacion practica inmediata.>®

Esta investigacion tiene disefio experimental puro. Se denominan
investigaciones experimentales a aquellas en las que el investigador
interviene de manera consiente sobre el objeto o realidad de estudio.
Busca conocer los efectos de la manipulacion del investigador de una de
las variables denominada independiente sobre otra variable denominada

dependiente con la finalidad de probar su hipétesis.>’
Variables y operacionalizaciéon

Variable dependiente: Efecto antifungico in vitro sobre Candida albicans
ATCC 90028. Es una variable de tipo cuantitativa. Su definicion conceptual
incluye que es la capacidad de un agente de inhibir la propagacion de
Candida albicans al matar o destruir sus células o impedir su crecimiento.

Puede ser de tipo fungicida o fungistatico®® (Anexo 1).

Variable Independiente: Extracto hidroetandlico de Psidium guajava
(guayaba). Es una variable de tipo cuantitativa. Su definicion conceptual
hace referencia a que es un producto soélido obtenido por extraccion de los
principios activos vegetales de Psidium guajava (guayaba) solubles en

etanol y agua seguido de evaporacion del solvente®® (Anexo 1).

Poblacién (criterios de seleccidon), muestra, muestreo, unidad de
analisis

La poblacién estuvo conformada por la cepa fungica de Candida albicans

ATCC 90028. La muestra fue la concentracion del in6culo de Candida
albicans ATCC 90028 equivalente a 1-5x10% UFC/mL.%°

El muestreo correspondié a la determinacién del total de unidades de

experimentacion o de muestra (Anexo 2). Para ello se desarrollé la férmula
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3.4.

3.5.

para la determinacion de las repeticiones estableciéndose que las unidades
de muestra por cada experimento deberian ser 9, pero se decidi6 trabajar
con 10 unidades de ensayo (Anexo 2).5?

Los experimentos estuvieron conformados por las concentraciones del
extracto y los dos grupos controles, lo que hacen un total de 7
experimentos de la siguiente manera: control negativo (Dimetilsulfoxido
1%); control positivo (Nistatina 100.000 Ul); concentracion 1 (600 pg/mL);
concentracion 2 (700 pg/mL); concentracion 3 (800 pg/mL); concentracion
4 (900 pg/mL) y concentracién 5 (1000 pg/mL). Lo que hizo un total de 70

unidades de muestra.
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizaron métodos y técnicas estandarizados por el Clinical and
Laboratory standard institute (CLSI).%° El indéculo flingico de Candida
albicans ATCC 90028 fue estandarizado espectrofotométricamente. La
inoculacidon microbiana se realizé por el método estandarizado de dispersion
en superficie. El extracto fue obtenido por el método de maceracion
hidroetandlica. El efecto antifingico se establecié por el método de difusion
en disco. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima fungicida (CMF) se determinaron por el método estandarizado de
microdilucion. La evaluacion microbiologica fue efectuada por un

microbiologo especialista (Anexo 3-4).
Procedimientos
Obtencidn del material vegetal y certificacion de planta

El material vegetal utilizado consisti6 en hojas de Psidium guajava L.
(guayaba) el cual fue colectado a una elevacion de 2160 msnm en el distrito
de Omate, provincia de General Sanchez Cerro, departamento de
Moquegua. La especie vegetal fue identificada taxondmicamente como
Psidium guajava L. en las instalaciones del Herbario del Instituto Cientifico
Michael Owen Dillon, “Herbario Sur Peruano” (HSP) (Anexo 5).
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Obtencion de extracto hidroetandlico y preparacion de concentraciones

El extracto hidroetandlico fue obtenido a partir de hojas de Psidium guajava
L. (guayaba) las cuales fueron trituradas y pulverizadas en mortero con pilén.
La cantidad de 30 g de material pulverizado se empaquet6 en papel de filtro
y fue colocado el sistema Soxhlet con 200 mL de etanol a 80%. Una vez
obtenido el extracto hidroetandlico total fue llevado a evaporacion en estufa
microbiolégica a 40 °C. Obtenido el extracto seco, se prepararon
concentraciones de 600 pg/mL, 700 pg/mL, 800 pg/mL, 900 pg/mL y 1000
pug/mL utilizando como solvente DMSO 1%. Las concentraciones fueron

preparadas el mismo dia de la experimentacion.
Obtencién de Candida albicans ATCC 90028

La cepa fungica liofilizada y certificada de Candida albicans ATCC 90028,
fue adquirida de la empresa de GenLab del Pert S.A.C (Anexo 6).

Preparacion de medios de cultivo y condiciones microbiolégicas

La cepa de Candida albicans ATCC 90028 fue reactivada en caldo
glucosado (Merck®) y repicada en agar sabouraud dextrosa (Merck®). Se
incubd en aerobiosis a 37 °C por 24 h. El agar sabouraud dextrosa fue el

medio de cultivo utilizado para la determinacién del efecto antifungico (Anexo
6) 60,62-64

Obtencidn y estandarizacion del inoculo

El in6culo fangico fue preparado a partir del cultivo de C. albicans en agar
sabouraud. Fue estandarizado en espectrofotometro de luz visible marca
Kyntel® modelo KV-1200. La concentracion del indculo se establecié en 5
x10% UFC/mL a una longitud de onda de 530 nm (Anexo 6). 80 62-64

Determinacion del efecto antifungico y obtencion de la CMly CMF
Método Difusiéon en Disco

La inoculacion de Candida albicans ATCC 90028 en placas petri con agar
sabouraud se realizé por el método de dispersién en superficie. Inoculadas
las placas se mantuvieron en reposo por 15 minutos y luego se colocaron los

discos de sensibilidad con las concentraciones del extracto y los controles.
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3.6.

Las placas sembradas fueron incubadas en estufa microbiol6gica marca
Kyntel modelo HHA-12 a 37 °C durante 24 h (Anexo 6). 0. 62-64

Método de Microdiluciéon

Este método fue empleado para la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima fungicida (CMF). Se
emple6 una microplaca de 96 pocillos con tapa. Utilizando una micropipeta
se incorpor6 a cada pocillo 50 pL de las concentraciones de los extractos y
50 pL del in6culo fangico. El volumen final en cada pocillo fue de 100 pL. Las
microplacas se incubaron a 37°C °C por 24 horas. Después del periodo de
incubacion se tomé una alicuota de cada uno de los pocillos donde no se
observo crecimiento fungico y se inocularon placas con Agar Sabouraud

Dextrosa (Merck®) para la corroboracion de la CMI 'y CMF (Anexo 6). 69 62-:64
Lectura de resultados.

El método de difusion en disco permitio obtener los resultados respecto al
efecto antifungico de las diferentes concentraciones de los extractos y los
controles evaluados. Estos datos fueron expresados en mm de diametro de
halo de inhibicion mas desviacion estandar. La medicion de las zonas de
inhibicion se realizé con un vernier mecanico marca Starrett®. La CMI y la
CMF fueron determinadas mediante la presencia o ausencia de UFC de
Candida albicans después de la siembra en agar sabouraud a partir de las
alicuotas en el método de microdilucion en los pocillos donde no se observé
crecimiento fungico. Todos los resultados se registraron en una ficha

disefiada para tal fin (Anexo 6). 60.62:64
Método de analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron tabulados en el programa Excel 2019. El
analisis estadistico se realiz6 en el paquete estadistico SPSS v.26. Se utilizé
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para establecer la
distribucion de los datos. Para comparar las medias de los tratamientos se
aplico ANOVA unidireccional y la significancia estadistica fue establecida por
la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey con un nivel de confianza
del 95% (Anexo 7).5%
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3.7. Aspectos éticos

Los aspectos éticos en este estudio de disefio experimental se garantizaron
mediante el cumplimiento de las normas de bioseguridad, gestidn,
disposiciéon y eliminacién de residuos biocontaminados establecidas en el
Manual de Bioseguridad y Gestion de residuos comunes y biocontaminados
del laboratorio Science Experiment E.L.LR.L.; del Ministerio de Salud
(MINSA)® y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)®% para no poner
en riesgo a todo aquel que entre en contacto con el microorganismo utilizado

en la presente investigacion.
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RESULTADOS

Tabla 1. Evaluacion del efecto antifungico in vitro de diferentes concentraciones
del extracto hidroetandlico hidroalcohdlico de Psidium guajava (guayaba) y de
un control Nistatina sobre Candida albicans ATCC 90028.

Halo de inhibicién en mm

Hongo Concentracion
Media D.E* pr*
600 pug/mL 12,65 0,414
700 pg/mL 13,77 0,380
Candida albicans 800 pg/mL 15,94 0,316
ATCC 90028 0,000
900 pg/mL 17,94 0,309
1000 pg/mL 19,25 0,529
DMSO 1% 0,00 0,000

Nistatina 100000 Ul 13,26 0,573

Fuente: Base de datos

*D. E= Desviacion estandar.
** p = Sig. = Significancia (HSD Tukey?).
DMSO= Dimetilsulféxido

En la tabla 1 se reportan las medias de halos de inhibicion formados por las 5
concentraciones del extracto hidroetandlico de Psidium guajava (guayaba), del
control positivo Nistatina 100000 Ul y del negativo dimetilsulféxido (DMSO) 1%.
La concentracion de 600 pg/mL del extracto form6 un halo de inhibicidn
promedio de 12,65 *+ 0,414 mm; la concentracion de 700 pug/mL formo6 un halo
de 13,77 = 0,380 mm; la concentracion de 800 pg/mL un halo de 15,94 + 0,316
mm; la concentracion de 900 pg/mL un halo de 17,94 += 0,309 mm vy la
concentracion de 1000 pg/mL un halo de inhibicién promedio de 19,25 + 0,529
mm. La nistatina formé un halo de inhibicion promedio de 13,26 + 0,573 mm.
Existe diferencia altamente significativa (p<0,05) entre la mayoria de
tratamientos evaluados a excepcioén de la concentracion de 700 pg/mL que

estadisticamente es igual al control (HSD Tukey?).
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandlico de

Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028.

CONCENTRACION pg/mL / Ul
600 700 800 900 1000 C-* C+*

HONGO

Candida albicans
ATCC 90028

- +++ -

CMI

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Fingico.
(-) = Ausencia de Crecimiento Fungico.
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

La tabla 2 muestra la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
hidroetandlico de Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC
90028. No se observo crecimiento fungico en ninguna de las concentraciones
evaluadas. Estableciendose como CMI la concentracion de 600 pg/mL que
viene a ser la minima concentracion de la sustancia antimicrobiana donde no

se observa crecimiento fungico.
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Tabla 3. Concentracion minima fungicida (CMF) de Psidium guajava (guayaba)

sobre Candida albicans ATCC 90028.

CONCENTRACION pg/mL / Ul
600 700 800 900 1000 C-*

HONGO

Candida albicans
ATCC 90028 - - - - - et

CMF

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Fingico.
(-) = Ausencia de Crecimiento Fungico.
CMF: Concentracién Minima Fungicida.

C+**

En la tabla 3 se muestra la concentracion minima fungicida (CMF) del extracto

hidroetandlico de Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC

90028. No se observo crecimiento fungico en ninguna de las concentraciones

evaluadas. La CMF fue establecida mediante inoculacién de una placa petri

con agar sabouraud dextrosa a partir de una alicuota de cada uno de los

pocillos donde no se observa crecimiento. Después de esta evaluacion no se

observé crecimiento fangico en la concentracion de 700 pg/mL,

estableciéndose esta como la CMF.
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DISCUSION

La evaluacion del efecto antifingico in vitro de cinco concentraciones del
extracto hidroetandlico de Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans
ATCC 90028 dio como resultado halos de inhibicion que fluctuaron desde 12,65
+ 0,414 mm para la menor concentracion evaluada (600 pug/mL) hasta 19,25 +
0,529 mm en la maxima concentracion evaluada (1000 pg/mL). A partir de la
concentracion de 800 pg/mL el efecto antifungico fue superior al del control
positivo Nistatina 100000 Ul (p<0,05). Asi mismo, se estableci6 que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para el presente estudio fue de 600
ug/mL, es decir esta concentracion presenta un efecto fungistatico sobre
Candida albicans y la concentracion minima fungicida (CMF) fue de 700 pg/mL
la cuél es equivalente a un efecto fungicida sobre el hongo evaluado.

Estos resultados se relacionan con los obtenidos por Ferreira, et al®® quienes,
evaluaron la actividad antifungica in vitro de extractos crudos de Eugenia
uniflora, Libidibia ferrea y Psidium guajava estableciendo que concentracion
minima inhibitoria (CMI) del extracto de guayaba fue cercana a 1000 pg/mL
frente a C. albicans. Se puede observar que en la investigacion realizada la
CMI fue calcula en 700 pg/mL lo que es muy cercano a lo reportado por
Ferreira, et al?>. Como se sabe la planta Psidium guajava presenta diversos
principios activos que se han demostrado tienen capacidad antimicrobiana.
Estos compuestos estan agrupados dentro de los denominados metabolitos
secundarios con naturaleza fendlica como los polifenoles y los terpenos. Estas
sustancias presentes no solo en P. guajava sino también en otras plantas

denominadas medicinales son las responsables de la inhibicion microbiana.

Por su parte Rajan, et al®®, evaluaron la actividad antimicrobiana de dos
extractos etandlico y un extracto acuoso de hoja Psidium Guajava. Ellos
comunicaron que a la concentracion de 1024 pg/m del extracto etandlico se
form6é un halo de inhibicion de 17 mm. Como se puede apreciar, estos
resultados son similares a los reportados en la presente investigacion, pues
con la maxima concentracion evaluada se formaron halos de inhibicidn
promedio de 19,25 + 0,529 mm. Estos hallazgos reafirman el potencial

antifangico del extracto hidroalcohélico de P. guajava sobre C. albicans.
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Similares resultados fueron reportados por Da Cruz, et al?’, quienes evaluaron
la actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales y
flavonoides, potencial antifingico y antibacteriano de extractos de hojas de
varias plantas medicinales incluida Psidium guajava. Ellos reportaron halos de
inhibicion de entre 13 y 20 mm de diametro y la CMI fue establecida en entre
3.12 y 12.5 mg/mL. Se puede observar una similitud respecto a los rangos de
didmetros de halos de inhibicion. Estos resultados permiten comprobar que
muchas especies vegetales independientemente del area geografica donde ha
sido cultivada, puede preservar la concentracion y efectividad de sus principios
activos. Ademas se puede apreciar que los extractos de guayaba tendrian un
efecto antimicrobiano de amplio espectro ya que es efectivo no solo contra
hongos como Candida albicans sino también contra procariotas como

Staphylococcus aureus.

Al respecto, Abbas, et al?®, evaluaron el potencial antibacteriano y antifingico
de Cymbopogon citratus y Psidium guayaba. Ellos establecieron que el extracto
de guayaba ademas de mostrar buena actividad fue el Unico extracto que
mostré potencial antifingico contra Candida albicans y Microsporum canis con
una inhibicion del 40% en el caso del primero. De igual manera, Sangalli, et
al®®, evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de Psidium cattleianum
combinado con hidroxido de calcio contra Enterococcus faecalis y Candida
albicans. Ellos comunicaron que los extractos etandlicos y propilenglicélicos
fueron mas efectivos sobre E. faecalis y redujeron significativamente las UFC
de C. albicans. Diversos investigadores han demostrado que el efecto fungicida
de los extractos organicos derivados de plantas puede diferir segun el solvente
organico utilizado en la extraccion. En ese sentido, se ha establecido que los
extractos obtenidos con solventes polares como el etanol son ricos en
flavonoides glicosilados y saponinas sin embargo, si se usa una mezcla
hidroalcohodlica también se pueden recuperar compuestos no polares como
como los terpenoides y todos estos compuestos mencionados serian los
responsables de manera general de la fuerte actividad antimicrobiana y
especificamente del potencial antifangico de Psidium guajava reportado en las

investigaciones precedentes.
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Del mismo modo, de Macédo, et al*®, investigaron la influencia de la
variabilidad estacional en la composicion quimica del aceite esencial de
Psidium salutare, su potencial antifangico y su efecto sobre la morfologia de
Candida albicans. Ellos reportaron que la actividad antifangica relacionada a la
CMF contra la C. albicans fue superior a 1,024 g/mL. Ademas establecieron
gue el aceite esencial de P. salutare afectdé la capacidad de transicion
dimorfica, reduciendo significativamente la formacion de hifas y pseudohifas en
concentraciones crecientes. Estos resultados son relevantes para la presente
investigacion pues, aun cuando la especie vegetal utilizada por Macédo, et al*®,
no es la misma especie utilizada en la presente investigacién, pertenece al
mismo género botanico y por tanto comparten su naturaleza fitoquimica. Este
estudio, resalta el potencial antifangico de especies del género Psidium no solo
como un antifungico efectivo sino como inhibidor de la virulencia de especies

de Candida y eso es relevante para su aplicacion clinica a corto plazo.

Hemos analizado la importancia que tienen algunos principios activos con
potencial antimicrobiano de Psidium guajava, al respecto, Bezerra, et al®,
evaluaron las fracciones de flavonoides y taninos de Psidium guajava para
investigar su potencial antifingico in vitro. Establecieron que tanto las
fracciones aisladas como las fracciones asociadas presentan efecto antifingico
variable a concentraciones de entre 69.29 a 3444.62 ug/mL. En ese sentido,
comprobado el efecto antifingico de los extractos de Psidium guajava, adn no
existe uniformidad en la informacion reportada por diversos investigadores.
Este es el caso de lo reportado por Morais-Braga, et al®?, quienes evaluaron la
composicion quimica y el potencial antifangico del extracto acuoso e
hidroetandlico de hojas de Psidium guajava. Comunicaron que la CMI y la CMF
fueron superiores a 8192 pg/mL. Resultados que difieren con los reportados en
esta investigacion, pues las concentraciones son muy elevadas y superan en
mas de 8 veces la CMF reportada. Esta variabilidad puede presentarse por
diversos factores que incluyen el método de extraccion y las caracteristicas del
material vegetal utilizado, ademas que las condiciones ambientales donde se

cultivo la planta.
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Por su parte, Massunari, et al®3, evaluaron la actividad antimicrobiana y
biocompatibilidad de extractos acuosos e hidroetandlicos de hojas de Psidium
cattleianum. Establecieron que el extracto hidroetandlico mostré un mejor
efecto antimicrobiano contra patégenos importantes asociados con infecciones
endodonticas persistentes dentro de los que se encontraba Candida albicans.
Similes resultados fueron reportados por Visveswaraiah, et al®*, quienes
evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de Punica granatum y Psidium
guajava sobre Candida albicans ATCC 2091 y Enterococcus faecalis ATCC
35550. Los resultados indicaron que la CIM de P. guajava contra C. albicans
fue de 1,6 uyg/mL pero la mayor inhibicién se observé a 75 pyg/mL con halos de
30 mm en C. albicans. Finalmente, Mehta, et al*®, evaluaron la eficacia
antimicrobiana in vitro de diversas plantas medicinales y del extracto de hoja de
Psidium Guajava sobre sobre microorganismos orales. Reportaron que todos
los extractos analizados fueron efectivos contra microorganismos de interés
estomatolégico. Estos resultados permiten afirmar que los extractos
provenientes de hojas de Psidium guajava concentrarian diversos principios
activos con potencial antifungico de tipo fungistatico y fungicida contra Candida
albicans lo que alienta su potencial en un futuro cercano como adyuvante en

las terapias para el control de microorganismos patégenos orales.
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VI.

CONCLUSIONES

. El extracto hidroetandlico de Psidium guajava (guayaba) presenta efecto

antifuingico sobre Candida albicans ATCC 90028 en todas las
concentraciones evaluadas y es directamente proporcional a la

concentracion.

. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandlico de

Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028 fue 600
pg/mL.

. La concentracion minima fungicida (CMF) del extracto hidroetandlico de

Psidium guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028 fue 700
pg/mL.
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VII.

RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto antifingico de extractos provenientes de otras partes del

planta de Psidium guajava (guayaba).

2. Establecer el grado de toxicidad de las concentraciones del extracto de

Psidium guajava (guayaba) que tuvieron mayor efecto antifungico.

3. Determinar si el efecto antifingico de las diferentes concentraciones del
extracto de Psidium guajava (guayaba) persiste en condiciones recreadas

de la cavidad oral.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicién Definicién Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Extracto Es ugbpt;on(?éjgto OSrOI'dO Cantidad en pg del 600 pg/mL
hidroalcohdlico exnacdénézlos extracto 700 pg/mL
de Ps.'d'um principios activos hldrqe_tanollco_ S€CO | Concentracion 800 pg/ml. De,
guajava vegetales de Psidium Psidium guajava ug /mL 900 pg/mL Razon
(guayaba) guajava (guayaba) (guayaba) diluido 1000 pg/mL
0
solubles en etanol y en de DMSO 1%.
agua seguido de
evaporacion del
solvente.®®
: Formacion o Halos de
Ensiagrz?t%ag:adﬁ%%?r ausencia de halo Inhibicion®°
Efecto i ?O runcion do | de inhibicion y de
antifungico in Car?didpa glbicans al UFC de Candida Sin efecto 0 mm
vitro sobre matar o destruir sus albicans ATCC
Candida . . : 90028 post De
: células o impedir su ! "
albicans ATCC crecimiento. Puede exposicion a 5 Efecto 10-12 mm Razon
90028 ser de tipo fungicida concentraciones Fungistatico
o fungistatico.®® _del Extracto
hidroetanolico de Efecto =15 mm
Psidium guajava Fungicida

(guayaba).
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ANEXO 2

CALCULO DEL TAMARNO DE LA MUESTRA

El total de repeticiones se determiné desarrollando la siguiente formula:

W W2 -Zg +14 - Z2
n= w2

Donde:

n: Numero minimo de repeticiones.
Za: Nivel de confianza.

Z3: Valor estadistico.

W: Eficiencia minima observable.

W— W2 - Zg +14 22
w?2

n =

08— (0.8)% - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64).(0.842) + 1,4 (3.842)
n= 0.64

n=9

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nimero de repeticiones

necesarias son 9. Entonces cada grupo experimental estuvo conformado por 10

unidades de ensayo (1 ensayo original + 9 repeticiones). Debido a que fueron 7

grupos (5 concentraciones y 2 controles) el total de unidades de ensayo fueron

70.
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ANEXO 3

CONSTANCIA DE EJECUCION MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT

research Laborato Y

CONSTANCIA

El que suscribe, Miguel Angel Ruiz Barrueto, identificado con DNI Ne
42814144, Bidlogo Microbidlogo, Maestro en Microbiologia Clinica y
Doctor en Ciencias Biomédicas, con CBP Ne 8256, Cdodigo Renacyt:
PO015210; hace constar que ha colaborado como microbidlogo
especialista en la ejecucidn de la Investigacion titulada: “Efecto
antifdngico in vitro del exiracto hidroalcohdlico de Psidium guajava
(guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028", de los Sres. Moscoso
Paz Allyson Mercedes, idenfificada con DNI Ne 72310058 y Osnayo
Canihua Ronald Sergio identificado con DNI Ne 70278927, bachilleres en
Estomatologia y estudiantes del Taller de Titulacion para Universidades No
Licenciadas de la Universidad César Vallejo. La ejecucidon de la
investigacion se realizd entre el 20 de julio y el 20 de agosto del 2021 en el
Laboratorio de investigacion Science Experiment E.LR.L, de la Ciudad de

Trujillo.

Se expide la presente a solicitfud de los interesados, para los fines que

estimen conveniente.

Trujillo, 25 de agosto de 2021.

. PHigeet Crungel Sz Kattuets
Biélcgo Microbiélogo
CBP n° 8256

SCIENCE EXPERIMENT

| Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Truijillo. Telf. 983771019
Research Laboratory



ANEXO 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

SCIENCE EXPERIMENT
Research Labomtorg

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Titulo de Tesis: Efecto antifingico in vitro del extracto hidroalcohdlico de Psidium

guajava (guayaba) sobre Candida albicans ATCC 90028.

Autores:

Bach. Moscoso Paz Allyson Mercedes

Bach. Osnayo Cafiihua Ronald Sergio

Microbidlogo Especialista:

Dr. Miguel Angel Ruiz Barrueto

METODO DE DIFUSION EN DISCO

HALOS DE INHIBICION EN mm
REPETICIONES | 00 700 800 900 1000 Nistatina DMSO**
pg/mL | pg/mL | pg/mL Hg/mL pg/mL | 100000 UI* 1%
1 12,9 13,5 15,5 17,7 19 13,5 0,0
2 12,0 14,0 16,0 17,5 19,8 141 0,0
S 13,5 13 15,9 18,1 20,1 12,9 0,0
4 12,5 14,2 16,2 18,5 20,7 13,5 0,0
5 13,0 13,8 16,5 18 19,9 13,5 0,0
6 12,4 13,6 15,9 18 20,5 13,7 0,0
7 12,5 142 15,5 17,9 20,5 125 0,0
8 12,8 13,5 16 18,2 19,5 13,2 0,0
9 12,5 13,8 16,2 17,5 20 12,2 0,0
10 12,4 141 15,7 18 19,5 13,5 0,0
*Ul= Unidades Infernacionales.

** DMSO= Dimetilsulfoxido

Trujillo, 20 de agosto de 2021.

On. 6772"2574464 (Horgel Kecz: $oariucts

Bidlogo Microbidlogo

CBP n.° 8256

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 949388950
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ANEXO 5

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE PLANTA

(—\ INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD)
N Investigacion, Conservacion, Educuclﬁny Transformacion de Recursos

Reconocido por Resolucién de Direccién General Nro. 140-2016-SERFOR/DGGSPFFS

"Ano del Bicentenario del Peru: 200 anos de Independencia”

CONSTANCIA DE DETERMINACION DE MUESTRAS
N°001-2021

El Director del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).
HACE CONSTAR:

Que la muestra presentada por los Sres. Allyson Mercedes Moscoso Paz y Ronald Sergio
Osnayo Caiiihua, proveniente del distrito de Omate, provincia de General Sanchez Cerro,
departamento de Moquegua, recolectada a una elevacion de 2160 m, para la realizacion
de la tesis: “Efecto antifiingico in vitro del extracto hidroalcohdlico de Psidium
guajava sobre Candida albicans ATCC 90028", presentada en la Universidad César
Vallejo sede Piura; fue determinada taxondémicamente en las instalaciones del Herbario
del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon, “Herbario Sur Peruano” (HSP), y corresponde
a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Noviak ex Takht.
Orden: Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Myrtaceae Juss.
Género: Psidium L:
Especie: Psidium guajava L.

La clasificacion se ha realizado segun la propuesta por: Angiesperm Phylogeny
Group (APG) IV en “An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for
the orders and families of flowering plants: APG IV’ (2016).

Se expide la presente, a solicitud de los interesados, para los fines que estimen
convenientes.

Arequipa, 12 de enero del 2021

C.B.P.N°2484
g1 Instituto Cientifico Michael Owen
Herbario Sur Peruano (HSP)
vquipuscoas@hotmail.com
vquipuscoa@imod.org.pe

D‘treccidn: Av. ]nrge Chavez No. 610 Cercudn, Arzqui‘pu - Pera
Pdginu web: httpi’/www,imvd,org,pz/’

Correo: imod,‘per@gmai\.,cam
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ANEXO 6

GALERIA FOTOGRAFICA PROCEDIMIENTO

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

1 | Incubadora microbiolégica 6 | Agua destilada

2 | Espectrofotémetro VIS 7 | Agar sabouraud dextrosa
3 | Autoclave 8 | Hisopos

4 | Micropipeta rango variable 9 | Placas Petri

5

Balanza analitica y vernier mecanico
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OBTENCION DE EXTRACTO

'—\

Extracto total de hojas de guayaba. | 3 | Secado del extracto total.

2 | Filtrado del extracto total. 4 | Pesado de extracto seco.

5 | Preparacion de concentraciones.
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ESTANDARIZACION DEL INOCULO Y EVALUACION

Cultivo de C. albicans.

Colocacioén de discos de sensibilidad.

Preparacion de inéculo.

Concentraciones de extracto.

Estandarizacion del in6culo.

Inoculacién en microplacas.

Inoculacién en placas.

(N[O |01

Halos de inhibicion.
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LECTURA DE RESULTADOS

Halos de inhibicion de crecimiento
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ANEXO 7

ANALISIS ESTADISTICO

Concentracion extracto P. guajava / Control+/-

Resumen de procesamiento de casos
Concentracion extracto Casos
P. guajava / Control+/- Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Diametro 600 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
de halo 700 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
_de o 800 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
|nh|b|p|on 900 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Candida 1000 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
albicans DMSO 1% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Nistatina 100000 Ul 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracion extracto P. guajava / Control+/- Estadistico | Error estandar
Diametro de 600 pg/mL Media 12,6500 ,13102
_hal_o _dt_e 95% de intervalo de confianza Limite inferior 12,3536
e para la media Limite superior 12,9464
Candida _ )
albicans Media recortada al 5% 12,6389
Mediana 12,5000
Varianza 172
Desviacion estandar ,41433
Minimo 12,00
Maximo 13,50
Rango 1,50
Rango intercuartil ,53
Asimetria ,703 ,687
Curtosis 1,062 1,334
700 pg/mL Media 13,7700 ,12023
95% de intervalo de confianza Limite inferior 13,4980
para la media Limite superior 14,0420
Media recortada al 5% 13,7889
Mediana 13,8000
Varianza ,145
Desviacion estandar ,38020
Minimo 13,00
Maximo 14,20
Rango 1,20
Rango intercuartil ,63
Asimetria -, 742 ,687
Curtosis ,319 1,334
800 pg/mL Media 15,9400 ,10022
95% de intervalo de confianza Limite inferior 15,7133
para la media Limite superior 16,1667
Media recortada al 5% 15,9333
Mediana 15,9500
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Varianza ,100

Desviacion estandar ,31693

Minimo 15,50

Maximo 16,50

Rango 1,00

Rango intercuartil ,55

Asimetria , 117 ,687

Curtosis -,320 1,334
900 pg/mL Media 17,9400 ,09798

95% de intervalo de confianza Limite inferior 17,7184

para la media Limite superior 18,1616

Media recortada al 5% 17,9333

Mediana 18,0000

Varianza ,096

Desviacion estandar ,30984

Minimo 17,50

Maximo 18,50

Rango 1,00

Rango intercuartil ,48

Asimetria ,064 ,687

Curtosis -,032 1,334
1000 pg/mL | Media 19,9500 ,16750

95% de intervalo de confianza | Limite inferior 19,5711

para la media Limite superior 20,3289

Media recortada al 5% 19,9611

Mediana 19,9500

Varianza ,281

Desviacion estandar ,52967

Minimo 19,00

Maximo 20,70

Rango 1,70

Rango intercuartil 1,00

Asimetria -,266 ,687

Curtosis -,466 1,334
DMSO 1% Media ,0000 ,00000

95% de intervalo de confianza Limite inferior ,0000

para la media Limite superior ,0000

Media recortada al 5% ,0000

Mediana ,0000

Varianza ,000

Desviacion estandar ,00000

Minimo ,00

Maximo ,00

Rango ,00

Rango intercuartil ,00

Asimetria

Curtosis . .
Nistatina Media 13,2600 ,18148
100000 Ul 95% de intervalo de confianza Limite inferior 12,8495

para la media Limite superior 13,6705
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Media recortada al 5% 13,2722
Mediana 13,5000
Varianza ,329
Desviacion estandar ,57388
Minimo 12,20
Maximo 14,10
Rango 1,90
Rango intercuartil 75
Asimetria -,693 ,687
Curtosis ,010 1,334
Pruebas de normalidad
Concentracion Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
extracto P. guajava / Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
Control+/-
Diametro de 600 pg/mL ,241 10 ,102 ,935 10 ,500
halo de 700 pg/mL ,139 10 ,200° ,924 10 ,392
inhibic_:ién 800 pg/mL ,150 10 ,200 ,952 10 ,687
Candida 900 ug/mL 177 10 ,200" 942 | 10 | 572
albicans 1000 pg/mL ,150 10 ,200" ,963 | 10 | 821
DMSO 1% . 10 . . 10 .
Nistatina 100000 UI ,262 10 ,050 ,919 10 ,347
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Diametro de halo de inhibicion Candida albicans

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

Diametro de halo de inhibicién Candida albicans

00

==
=
= T =
600 ug/mL 700 pg/mL 800 pug/mL 900 pg/mL 1000 pg/mL DMSO 1% Mistatina
100000 U

Concentracién extracto P. guajava | Control+/-
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Unidireccional

Descriptivos

Diametro de halo de inhibicién Candida albicans

N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de Minimo Maximo
Desviacion Error confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
600 pg/mL 10 12,6500 ,41433 ,13102 12,3536 12,9464 12,00 13,50
700 pg/mL 10 13,7700 ,38020 ,12023 13,4980 14,0420 13,00 14,20
800 pg/mL 10 15,9400 ,31693 ,10022 15,7133 16,1667 15,50 16,50
900 pg/mL 10 17,9400 ,30984 ,09798 17,7184 18,1616 17,50 18,50
1000 pg/mL 10 19,9500 ,52967 ,16750 19,5711 20,3289 19,00 20,70
DMSO 1% 10 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Nistatina 10 13,2600 ,57388 ,18148 12,8495 13,6705 12,20 14,10
100000 Ul
Total 70 13,3586 6,03424 , 712123 11,9198 14,7974 ,00 20,70
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Diametro de Se basa en la media 3,991 6 63 ,002
halo de Se basa en la mediana 2,416 6 63 ,036
inhibicion Se basa en la mediana y con 2,416 6 37,409 ,045
Candida gl ajustado
albicans Se basa en la media 3,883 6 63 ,002
recortada
ANOVA
Diametro de halo de inhibicién Candida albicans
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 2502,327 6 417,054 2600,656 ,000
Dentro de grupos 10,103 63 ,160
Total 2512,430 69
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicion Candida albicans
HSD Tukey
(I) Concentracién (J) Concentracion Diferencia Desv. Sig. Intervalo de confianza
extracto P. guajava / extracto P. guajava de medias Error al 95%
Control+/- | Control+/- (I-9) Limite Limite
inferior superior
600 pg/mL 700 pg/mL -1,12000 ,17909 ,000 -1,6654 -,5746
800 pg/mL -3,29000" ,17909 ,000 -3,8354 -2,7446
900 pg/mL -5,29000" ,17909 ,000 -5,8354 -4,7446
1000 pg/mL -7,30000 ,17909 ,000 -7,8454 -6,7546
DMSO 1% 12,65000 ,17909 ,000 | 12,1046 13,1954
Nistatina 100000 Ul -,61000" ,17909 ,019 -1,1554 -,0646
700 pg/mL 600 pg/mL 1,12000 ,17909 ,000 ,5746 1,6654
800 pg/mL -2,17000 ,17909 ,000 -2,7154 -1,6246
900 pg/mL -4,17000 ,17909 ,000 -4,7154 -3,6246
1000 pg/mL -6,18000" ,17909 ,000 -6,7254 -5,6346
DMSO 1% 13,77000" ,17909 ,000 | 13,2246 14,3154
Nistatina 100000 Ul ,51000 ,17909 ,082 -,0354 1,0554
800 pg/mL 600 pg/mL 3,29000" ,17909 ,000 2,7446 3,8354

47




700 pg/mL 2,17000" ,17909 ,000 1,6246 2,7154
900 pg/mL -2,00000 ,17909 ,000 -2,5454 -1,4546
1000 pg/mL -4,01000" ,17909 ,000 -4,5554 -3,4646
DMSO 1% 15,94000" ,17909 ,000 | 15,3946 16,4854
Nistatina 100000 UI 2,68000" ,17909 ,000 2,1346 3,2254
900 pg/mL 600 pg/mL 5,29000 ,17909 ,000 4,7446 5,8354
700 pg/mL 4,17000 ,17909 ,000 3,6246 4,7154
800 pg/mL 2,00000 ,17909 ,000 1,4546 2,5454
1000 pg/mL -2,01000" ,17909 ,000 -2,5554 -1,4646
DMSO 1% 17,94000 ,17909 ,000 | 17,3946 18,4854
Nistatina 100000 UI 4,68000 ,17909 ,000 4,1346 5,2254
1000 pg/mL 600 pg/mL 7,30000" ,17909 ,000 6,7546 7,8454
700 pg/mL 6,18000" ,17909 ,000 5,6346 6,7254
800 pg/mL 4,01000° ,17909 ,000 3,4646 4,5554
900 pg/mL 2,01000" ,17909 ,000 1,4646 2,5554
DMSO 1% 19,95000" ,17909 ,000 | 19,4046 20,4954
Nistatina 100000 UI 6,69000° ,17909 ,000 6,1446 7,2354
DMSO 1% 600 pg/mL -12,65000" ,17909 ,000 - -12,1046
13,1954
700 pg/mL -13,77000" ,17909 ,000 - -13,2246
14,3154
800 pg/mL -15,94000" ,17909 ,000 - -15,3946
16,4854
900 pg/mL -17,94000" ,17909 ,000 - -17,3946
18,4854
1000 pg/mL -19,95000" ,17909 ,000 - -19,4046
20,4954
Nistatina 100000 Ul -13,26000" ,17909 ,000 - -12,7146
13,8054
Nistatina 100000 UI 600 pg/mL ,61000° ,17909 ,019 ,0646 1,1554
700 pg/mL -,51000 ,17909 ,082 -1,0554 ,0354
800 pg/mL -2,68000" ,17909 ,000 -3,2254 -2,1346
900 pg/mL -4,68000" ,17909 ,000 -5,2254 -4,1346
1000 pg/mL -6,69000 ,17909 ,000 -7,2354 -6,1446
DMSO 1% 13,26000 ,17909 ,000 | 12,7146 13,8054
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
Diametro de halo de inhibicion Candida albicans
HSD Tukey?
Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.05
extracto P. guajava 1 2 3 4 6
/ Control+/-
DMSO 1% 10 ,0000
600 pg/mL 10 12,6500
Nistatina 100000 UI 10 13,2600
700 pg/mL 10 13,7700
800 pg/mL 10 15,9400
900 pg/mL 10 17,9400
1000 pg/mL 10 19,9500
Sig. 1,000 1,000 ,082 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.
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Graficos de medias
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