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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicético in vitro
del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC
10231, Ayacucho-2025. El estudio fue de tipo basico y disefio experimental. El
extracto hidroalcohdlico de hojas y frutos se obtuvo mediante maceracion y se
realizé un tamizaje fitoquimico cualitativo. Se evaluaron concentraciones de 25 %,
50 %, 75 % y 100 %, ademas de controles positivo y negativo, mediante difusion
en agar. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
fungicida (CMF) se determinaron mediante macrodilucion y subcultivo en agar
Sabouraud dextrosa. El tamizaje fitoquimico evidencié flavonoides, fenoles,
saponinas y terpenoides en hojas y frutos. Los halos promedio de inhibiciéon en
hojas fueron de 10,56; 15,71; 19,35y 23,72 mm y en frutos de 11,95; 16,12; 19,94
y 25,52 mm para las concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %,
respectivamente. El control positivo con fluconazol 25 ug presenté halos de 30,72
+ 0,50 mm vy 30,82 + 0,82 mm en los ensayos correspondientes a hojas y frutos,
respectivamente; mientras que el control negativo con DMSO al 2 % no presento
efecto antimicético. La CMI fue de 147,5 mg/mL y la CMF de 295 mg/mL para
ambos extractos. Se concluyé que el extracto hidroalcohdlico de S. molle L.
presentd efecto antimicético frente a C. albicans ATCC 10231, con incremento de
los halos de inhibicién conforme aumento la concentracion y valores ligeramente

superiores en los extractos de frutos.

Palabras clave: Schinus molle L., Candida albicans, efecto antimicético, extracto
hidroalcoholico, CMI, CMF.



B INTRODUCCION

Las infecciones fungicas representan actualmente una situacion de relevancia
sanitaria para la poblacion debido al incremento de su prevalencia, mortalidad y
resistencia a los tratamientos antifungicos habituales. La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) ha estipulado que las infecciones provocadas por hongos
patdgenos afectan principalmente a personas inmunocomprometidas, pacientes
hospitalizados y grupos vulnerables, generando complicaciones clinicas severas
y elevadas tasas de mortalidad (OMS, 2022). Entre los hongos de mayor
importancia clinica destacan las especies del género Candida, particularmente
Candida albicans, considerada el factor primordial de la candidiasis invasiva y

mucocutanea en humanos.

La candidiasis representa una de las micosis oportunistas mas frecuentes a nivel
global. La candidiasis vulvovaginal se encuentra entre las infecciones micoéticas
de mayor frecuencia en la poblacién femenina. Se calcula que aproximadamente
tres de cada cuatro mujeres experimentaran, por lo menos, un episodio a lo largo
de su vida, siendo Candida albicans el agente etiolégico mas frecuente (Phillips et
al., 2023).

Asimismo, la OMS incluy6 recientemente a Candida albicans dentro del grupo
critico de patégenos fungicos prioritarios debido a su elevada resistencia
antifungica, capacidad invasiva y relevancia clinica (OMS, 2022). En el Perd,
diversos estudios han reportado una elevada prevalencia de candidiasis en
diferentes grupos poblacionales. Sayago Alabrin et al. (2023) encontraron que
Candida albicans estuvo presente en el 31,7 % de las mujeres de entre 15 y 49
anos evaluadas en el Centro de Salud Morro Solar de Jaén. Asimismo, observaron
que la infeccion se relacioné significativamente con factores como el lugar de
procedencia, el consumo de antibidticos y la ausencia de uso de preservativo,
mientras que Moreno-Loaiza & Moreno-Loaiza (2018) reportaron prevalencias de
46,48% en el Hospital Nacional de Arequipa. El incremento de la resistencia
antifungica y las limitaciones terapéuticas actuales han impulsado la busqueda de
nuevos métodos terapéuticos derivadas de insumos naturales. En este ambito, las
plantas terapéuticas constituyen una importante fuente de moléculas bioactivas
con capacidad antimicrobiana y antifungica. La medicina tradicional continta

siendo ampliamente utilizada en mdltiples regiones del globo, especificamente en



paises en desarrollo, debido a su accesibilidad y menor costo econémico (Pereda,
2020).

Schinus molle L., conocido comunmente como “molle”, es una especie de arbol
ampliamente distribuida en Sudamérica y utilizada tradicionalmente con fines

medicinales.

Diversos estudios han demostrado que esta planta posee compuestos bioactivos
como flavonoides, fenoles, saponinas y terpenoides, los cuales presentan
capacidades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes. Turchetti et al.
(2020) e ilgin et al. (2023) reportaron actividad antifungica de extractos
hidroalcohdlicos y aceites esenciales de Schinus molle frente a especies del
género Candida, atribuyendo esta actividad a la presencia de metabolitos
secundarios capaces de alterar la membrana celular fungica y afectar la sintesis

de ergosterol.

A pesar de las evidencias existentes sobre la actividad biolégica de Schinus molle
L., aun son limitados los estudios orientados a comparar el efecto antimicético
entre diferentes 6rganos vegetales, como hojas y frutos, utilizando extractos
hidroalcohdlicos frente a cepas de Candida albicans. Ademas, existen variaciones
metodoldgicas relacionadas con los métodos de extraccion, concentraciones
empleadas y técnicas de evaluacién microbioldgica, lo que dificulta la comparacion

directa de resultados entre investigaciones (Vieille et al., 2024).

Por ello, la presente investigacion evalué el efecto antimicético in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas y frutos de Schinus molle L. frente a una sola cepa de
Candida albicans, mediante la determinacion de halos de inhibicion, CMI, CMF y

la caracterizacion fitoquimica preliminar.

Los resultados obtenidos aportan evidencia cientifica sobre el potencial
antimicético de esta especie vegetal como posible alternativa terapéutica natural

frente a infecciones ocasionadas por Candida albicans.



Objetivo general

Evaluar el efecto antimicotico de diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Schinus molle L. (EHSM) frente a la cepa de referencia Candida
albicans ATCC 10231.

Objetivos especificos

* Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de hojas y frutos de Schinus molle L. mediante tamizaje fitoquimico

cualitativo.

» Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohélico
de Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC 10231.

» Determinar la concentracion minima fungicida (CMF) del extracto hidroalcohélico
de Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC 10231.

» Comparar el efecto antimicético del extracto hidroalcohdlico de hojas y frutos de
Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC 10231 mediante los halos de

inhibicion obtenidos a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %.



Il MARCO TEORICO

21. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Turchetti et al. (2020), evaluaron extractos hidroalcohdlicos de hojas de Schinus
molle L. obtenidos de arboles masculinos y femeninos. La actividad ante a la cepa
de referencia C. albicans ATCC 10231 se determin6 mediante ensayos de difusion
en agar y microdiluciéon en caldo para CMI. Posteriormente, las fracciones
bioactivas se separaron por cromatografia y se caracterizaron por GC-MS,
identificandose principalmente sesquiterpenos. Las fracciones enriquecidas
mantuvieron la actividad y mostraron CMI menores que el extracto crudo, lo que
indica un efecto conjunto de compuestos sesquiterpénicos en la inhibicién de C.

albicans.

En el ambito odontolégico, Viegas et al. (2020), ensayaron un extracto glicolico de
Schinus terebinthifolius (especie afin a S. molle) frente a cuatro especies de
Candida, incluida C. albicans ATCC 18804. Emplearon microdilucién en caldo
segun normas CLSI para determinar CMI y CMF, ademas de ensayos sobre
biofilms. Para C. albicans obtuvieron una CMI de 1,56 mg/mL y una CMF de 3,13
mg/mL; el extracto redujo de forma significativa las UFC en biofilms tanto en
exposiciones cortas (5 min) como prolongadas (24 h), evidenciando una actividad

antifungica y anti-biofilm con posible aplicacién en estomatitis protésica.

iglin et al. (2023), estudiaron extractos fendlicos hidroalcohdlicos de hojas y frutos
de S. molle L. Tras caracterizar el perfil quimico por técnicas cromatograficas,
evaluaron la actividad antimicrobiana frente las bacterias S. aureus, E. coli y la
levadura C. albicans mediante microdilucion para CMI. Frente a C. albicans, los
extractos mostraronactividad fungicida moderada sobre formas plancténicas, pero
sin efecto relevante sobre el biofilm. Los autores concluyen que la fraccion fendlica
de S. molle L. afecta principalmente la viabilidad de células libres, lo que sugiere
combinar estos extractos con agentes dirigidos a la matriz o a factores de

virulencia cuando se busca erradicar biofilms.

En otro trabajo, da Silva et al. (2024), analizaron aceites volatiles obtenidos de
hojas secas de S. molle L. y de mezclas con otras especies. La actividad
anticandidal se cuantifico por medio de microdilucion en caldo y ensayos de

viabilidad (MTT), obteniéndose CMI entre 31,25 y 250 ug/mL segun la composiciéon



del aceite y la especie de Candida estudiada. Las formulaciones con mayor
proporcion de monoterpenos, como a-pineno y limoneno, presentaron una
inhibicion mas intensa del crecimiento, resaltando la influencia del quimiotipo y la
necesidad de estandarizar la composicién de los aceites esenciales de S. molle L.

para uso antifungico.

Finalmente, Man et al. (2022), compararon aceites esenciales de varias plantas
aromaticas (albahaca, canela, clavo, melaleuca, orégano y tomillo) frente a cinco
especies de Candida, incluida C. albicans. Mediante microdilucidon determinaron
CMI y evaluaron crecimiento, formacion de tubos germinativos, expresiéon de
genes de virulencia (ALS3, SAP2, HSP70) y actividad anti-biofilm. Los aceites de
canela y clavo, ricos en monoterpenos fendlicos como eugenol y cinamaldehido,
mostraron la mayor potencia antifingica y redujeron la filamentacion y la expresién
de genes de virulencia. Aunque estos aceites no proceden de Schinus, sus perfiles
terpénicos son comparables a los descritos para S. molle L. y aportan evidencia
mecanistica de cdémo mezclas terpénicas pueden actuar simultaneamente sobre

viabilidad y factores de virulencia de Candida.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Jaramillo-Ordofiez (2020), evalud el extracto etandlico de un liquen del género
Usnea frente a especies de Candida. La autora empled principalmente ensayos
de difusion en agar, midiendo los halos de inhibicion en milimetros, y comparé
diferentes concentraciones del extracto con controles de referencia. Se observé
actividad antifungica discreta pero consistente frente a C. albicans, aunque no se
determinaron CMI/CMF. El estudio concluye que estos resultados apoyan el
potencial de los liquenes como fuente de metabolitos anticandidales y recomienda
avanzar hacia ensayos -cuantitativos de MIC/MFC vy estandarizacion de

concentraciones.

Saenz Pupuche et al. (2021), examinaron el extracto etandlico de rizomas de
Curcuma spp. frente a levaduras del género Candida. La capacidad antifungica se
cuantifico mediante difusidon en agar y pruebas de dilucion en caldo para estimar
la CMI. El extracto mostré halos de inhibicion moderados y reduccion del
crecimiento en caldo a concentraciones intermedias, con menor efecto a bajas
dosis. Aunque no se realiz6 fraccionamiento, la autora plantea la necesidad de un
fraccionamiento bio-guiado para aislar las fracciones mas activas y definir con

mayor precision el rango de CMI frente a C. albicans.



Mendoza-Ledn et al. (2022), estudiaron el extracto etandlico de hojas de una
especie aromatica nativa con uso tradicional en infecciones cutaneas y orales.
Emplearon difusion en agar y dilucion en caldo frente a C. albicans y otras
levaduras, complementando con pruebas de citotoxicidad en células eucariotas.
El extracto presenté actividad antifungica moderada, con halos y CMI superiores
alos de los antifungicos de referencia, pero con buena selectividad frente a células
hospedero. Los autores recomiendan profundizar mediante fraccionamiento bio-
dirigido para identificar los compuestos responsables y optimizar la potencia del

extracto frente a C. albicans.

Loyola Gil et al. (2022), determinaron el efecto antifuingico de un extracto
hidroalcohdlico de una planta medicinal peruana sobre C. albicans aislada de
cavidad oral. La actividad se midi6 mediante difusion en agar y pruebas
complementarias sobre formacion de tubos germinativos y viabilidad celular, con
el fin de explorar posibles efectos sobre factores de virulencia. El extracto mostro
inhibicion del crecimiento y reduccion parcial de la filamentacién, lo que sugiere
un impacto no solo fungistatico sino también sobre la morfologia de C. albicans.
Los autores sefalan la importancia de esclarecer los mecanismos de accion (p.
€j., permeabilizacion de membrana) y optimizar las concentraciones para un uso

potencial en formulaciones topicas.

Finalmente, Castro Luna et al. (2024), evaluaron el aceite esencial de hojas de
Juglans spp. frente a especies de Candida asociadas a infecciones orales. El
aceite se caracterizd mediante técnicas cromatograficas y luego se probd por
difusion en agar y dilucién en caldo. Frente a C. albicans se observaron halos de
inhibicion y CMI en el rango de concentraciones medias, inferiores en potencia a
los antifungicos convencionales pero superiores a otras especies vegetales
estudiadas. El trabajo concluye que los aceites esenciales de arboles nativos
constituyen una fuente prometedora de compuestos anticandidales, aunque
advierte la necesidad de comparar distintos érganos y métodos de extraccion

antes de plantear aplicaciones clinicas.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Candida albicans: biologia, estructura y factores de virulencia

Es wuna levadura oportunista dimoérfica capaz de alternar entre formas
levaduriformes, seudohifas e hifas verdaderas, lo cual constituye un factor clave

en su patogenicidad. Posee una pared celular compuesta por (-glucanos,



mananos y quitina, organizada en una matriz dinamica que facilita la adhesion,
reconocimiento del hospedero y resistencia a agentes antifungicos (Gow et al.,
2017).

Entre sus principales factores de virulencia destacan:
e Morfogénesis levadura-hifa, que permite invasion tisular.
e Formacion de biofilm, con elevada tolerancia a antiflingicos.

o Hidrolasas secretadas (aspartil-proteasas SAP, fosfolipasas),

relacionadas con degradacion de tejidos.

* Regulacién genética a través de factores como Efg1 y Cph1 que modulan

filamentacion y adaptacion al estrés (Nobile & Johnson, 2016).

La cepa de referencia ATCC 10231 es un modelo estandar ampliamente empleado
para estudios de susceptibilidad y ensayos in vitro por su estabilidad fenotipica,
crecimiento reproducible y perfiles de control de calidad establecidos por
CLSI/EUCAST.

2.2.2. Actividad antifungica en extractos vegetales

Estos contienen mezclas complejas de metabolitos secundarios como terpenos,
fenoles, flavonoides, taninos y saponinas, los cuales pueden ejercer efectos
antifungicos por mecanismos multiples. Entre los mecanismos mas descritos se

incluyen:

Alteracién de la permeabilidad e integridad de la membrana.

e Interferencia con la sintesis de ergosterol.
e Generacién de estrés oxidativo por radicales libres.

e Inhibiciéon de enzimas clave del metabolismo fungico (Silva et al., 2022;
Viegas et al., 2020).

A diferencia de los antifungicos sintéticos de blanco unico (equinocandinas,
azoles), los extractos vegetales suelen actuar mediante mecanismos combinados,

por lo que su potencia depende de la sinergia interna de sus compuestos.

2.2.3. Metabolitos bioactivos en Schinus molle L.

Schinus molle L. contiene una gran diversidad de compuestos:



e Monoterpenos y sesquiterpenos (a-pineno, [-pineno, limoneno,

germacreno, muuroleno).
e Flavonoides y derivados fendlicos (quercetina, rutina).
e Taninos y triterpenos.

Los terpenos son los principales responsables del efecto antimicotico descrita en
diferentes estudios, ya que pueden insertarse en la membrana citoplasmatica de
Candida, aumentar la permeabilidad y alterar el gradiente electroquimico,
provocando inhibicién o muerte celular (da Silva et al., 2024). Los compuestos
fendlicos, por su parte, pueden inducir estrés oxidativo y comprometer la funcién

enzimatica.

El extracto hidroalcohdlico (etanol/agua) permite solubilizar tanto metabolitos
polares como apolares, generando perfiles fitoquimicos mas amplios vy

favoreciendo efectos combinados.

2.2.4. Ensayos bioldgicos: difusion en agar y macrodilucién en caldo

a) Difusién en agar

En la técnica de difusidon en agar, discos impregnados con una concentracion
conocida del extracto se colocan sobre placas con agar Sabouraud dextrosa
(SDA) inoculadas uniformemente con C. albicans. Tras 24 horas de incubacion a

35 °C, se mide el halo de inhibicidn en milimetros.

Es un método cualitativo y semi-cuantitativo util para comparar concentraciones

del extracto y establecer actividad inicial (CLSI, 2022).
b) Macrodilucién en caldo sabouraud

La macrodilucion en caldo Sabouraud es un método estandar para determinar la

CMly la CMF en tubos de ensayo.

Se preparan diluciones seriadas del extracto (por ejemplo, 10% a 0,0195%) y se

inoculan con suspensiones estandarizadas de C. albicans ATCC 10231.
e CMI: menor concentracion sin crecimiento visible.

e CMF: menor concentracion que reduce 299,9% de UFC respecto al inéculo
inicial (CLSI M27-A3).



Este método es adecuado para laboratorios que no disponen de microplacas ni
medio RPMI-1640, permitiendo obtener resultados confiables con insumos

disponibles.

2.2.5. Interpretacion del efecto antimicético

La actividad de un extracto se interpreta combinando:
e Diametros de halos en difusion en agar,
e Valores de CMI/CMF en macrodilucion,

e Comportamiento dosis-respuesta, analizando si la inhibicion aumenta de

forma monotdnica con la concentracion.

Debido a la complejidad quimica y a las dificultades de estandarizacion de los
extractos naturales, su actividad antimicrobiana puede evaluarse mediante
métodos de difusion y dilucion, considerando diferentes concentraciones vy
controles experimentales adecuados. Los métodos de dilucion permiten
determinar cuantitativamente la CMI, mientras que los ensayos de difusion
permiten valorar la actividad mediante los diametros de las areas de inhibicién
(Gonzalez-Pastor et al., 2023).

2.2.6. Justificacion del uso de la cepa ATCC 10231

Se utiliza como cepa de referencia en estudios de sensibilidad por:
o estabilidad genética y fenotipica,

e disponibilidad de rangos de control de calidad para asegurar validez

experimental,
e comparabilidad de resultados con estudios previos,

e ausencia de variabilidad clinica que pueda sesgar resultados en extractos

crudos.

Su uso es especialmente adecuado cuando la investigacion no emplea
aislamientos clinicos, y cuando el objetivo es caracterizar la actividad basica de

un extracto antes de avanzar a estudios en cepas resistentes o biofilms clinicos.

2.2.7. Propiedades fitoquimicas de S. molle L. (“molle”)
S. molle L. concentra una diversidad de metabolitos secundarios de distinta

polaridad. En extractos hidroalcohdlicos (60—80% metanol o etanol), las fracciones



polares suelen enriquecer polifenoles, acidos fendlicos y flavonoides, entre los que
destacan acido clorogénico, acido cafeico e hiperésido (quercetina-3-O-
galactosido), identificados por HPLC en hojas y frutos. En particular, el extracto
metandlico de fruto maduro mostré el mayor contenido de acido clorogénico y
evidencio actividad antimicrobiana moderada frente a C. albicans (por CMI/MIC),
sin traducirse en inhibicion de biofilm bajo las condiciones del estudio in vitro (ilgiin
etal., 2023). Esta firma polifendlica caracteristica de los extractos hidroalcohdlicos
contrasta con el perfil de los aceites esenciales obtenidos por destilacion, en los
que predominan mono- Yy sesquiterpenos (p. e€j., a/B-pineno, limoneno,
espatulenol), compuestos asociados a la fraccion lipofilica y a parte de su
bioactividad (Doleski Muhd et al., 2015).

La composiciéon varia con el 6rgano vegetal, el estado de madurez y la
microestructura del fruto. En bayas de S. molle L. de Sudafrica, la decorticacion
del pericarpio (husk) alter6 de manera marcada el patron polifendlico: el husk
concentré flavonoles y fendlicos de mayor masa, mientras que el endospermo
exhibié otros acidos hidroxicinamicos, confirmando que la matriz condiciona la

selectividad de extracciéon (Bvenura & Kambizi, 2022).

De forma concordante, una comparacion entre especies del género mostré que
los frutos de S. molle L. contienen 16 compuestos mayoritarios por HPLC-ESI-
QTOF-MS/MS (frente a 30 en S. terebinthifolius), con derivados de quercetina y
acidos hidroxicinamicos como sefiales quimicas asociadas a actividad
antioxidante y antiinflamatoria in vitro e in vivo, reforzando a los polifenoles como

marcadores quimicos de la especie (Tlili et al., 2018).

Desde la perspectiva antimicrobiana, también las fracciones menos polares
aportan al efecto. En hojas de S. molle L., una fraccion dietétera (LPCC)
enriquecida en sesquiterpenoides (p. €j., acido hexadecanoico) produjo halos de
inhibicion frente a C. albicans y mejoro la potencia, reduciendo la CMI/MIC de 400
a 64 ug/mL, lo que sugiere sinergia entre acidos grasos y terpenoides en matrices
semipolares. En conjunto, la evidencia indica que los extractos hidroalcohdlicos
concentran la fracciéon fendlica (con potencial antifungico y capacidad
antioxidante), mientras que fracciones menos polares fortalecen el aporte de
terpenoides bioactivos; ambas contribuyen al efecto anticandida segun método de

extraccién y organo utilizado (ilgiin et al., 2023; Turchetti et al., 2020).
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En la figura 1 se observan los constituyentes mayoritarios del aceite esencial de
S. molle L. (semillas)—a-phellandreno, B-myrceno, limoneno, B-phellandreno, a-
pineno, sabineno, p-cimeno y cariofileno—que muestre mapas de potencial
electrostatico molecular (MEP) y superficies de reactividad (indices de Fukui: f*,
fo, f7); estos perfiles permiten identificar sitios nucleofilicos/electrofilicos
coherentes con su actividad antioxidante y antiproliferativa. La composicién
representativa (a-phellandreno =34%, B-myrceno =23%, limoneno =13%, B-
phellandreno =7%) y la alta nucleofilicidad de a/B-phellandreno y p-myrceno se
documentan en un estudio chileno que caracterizé el extracto por GC-MS e integré

evaluacion in vitro e in silico (Oses et al., 2025).
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Figura 1. Estructura de los compuestos mas comunes en S. molle L.
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2.2.8. Patogenicidad y resistencia de C. albicans

Es un hongo oportunista con notable plasticidad morfoldgica, alternando entre
levadura e hifa. Esta transicién, sumada a adhesinas (familia Als) y proteasas
secretadas, favorece adhesion, invasion tisular y formacion de biofilms. Los
biofilms, frecuentes en C. albicans, presentan arquitectura estratificada y una
matriz extracelular (rica en B-glucanos) que, junto con gradientes de oxigeno y la
induccion de rutas de estrés, confiere tolerancia a multiples farmacos y dificulta su
erradicacion clinica (Atriwal et al., 2021; Cavalheiro & Teixeira, 2018). Los biofilms,
muy frecuentes en C. albicans, presentan arquitectura estratificada y se asocian

con tolerancia a multiples farmacos por secuestro en la matriz (B-glucanos),
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gradientes de oxigeno y la induccion de respuestas de estrés, dificultando la

erradicacion clinica (Cavalheiro & Teixeira, 2018).

Los mecanismos de resistencia adquirida se observan especialmente frente a
azoles y equinocandinas. En azoles, destacan mutaciones en ERG11 (lanosterol-
14a-desmetilasa) en zonas hot-spot (aa 105-165, 266-287 y 405-488) y la
sobreexpresion mediada por Upc2; adicionalmente, bombas de eflujo de la
superfamilia ABC (CDR1/CDR2, reguladas por Tac1) y MFS (MDR1, regulada por
Mrr1) disminuyen la concentracion intracelular del farmaco. Para equinocandinas,
las sustituciones en FKS1 (hot-spots aa 637-654 y 1345-1365) reducen la
afinidad por la B-1,3-glucano-sintasa y condicionan resistencia clinica (Czajka et
al., 2023). Revisiones recientes subrayan, ademas, la distincion entre resistencia
intrinseca y adquirida, el papel de la aneuploidia y la variabilidad geografica de la
sensibilidad, elementos cruciales para interpretar MIC/CMI y guiar el tratamiento
(Czajka et al., 2023). Los biofilms interactian con estos mecanismos: la matriz y
la sefalizacion de estrés (p. ej., Hsp90) potencian tolerancia y favorecen
subpoblaciones persistentes, explicando fracasos clinicos pese a MIC bajas en

poblaciones plancténicas (Atriwal et al., 2021; Czajka et al., 2023).

2.2.9. Principios de las pruebas in vitro de sensibilidad antimicética

La estandarizacion internacional de la susceptibilidad antifungica se sustenta en
microdilucién en caldo, conforme a CLSI y EUCAST. Con CLSI para levaduras, el
inéculo se ajusta a 0.5-2.5 x 10° cel/mL en RPMI-1640, con incubacion a 35 °C
por 24 h. EI MIC/CMI para azoles, equinocandinas y 5-FC corresponde a la menor
concentracion con = 50% de reduccion del crecimiento respecto al control; para
anfotericina B se requiere 100% de inhibicion (primer pozo claro) (Berkow et al.,
2020). Se recomienda, segun EUCAST, 2% de glucosa, inéculos de 10° cel/mL y
lectura espectrofotométrica (530 nm); el MIC/CMI para azoles/5-FC se define
como = 50% de reduccion y, para anfotericina B, = 90%. Ambas guias reconocen
fendmenos interpretativos, trailing con azoles; efecto paraddjico con
equinocandinas, que pueden simular resistencia si no se interpretan con cautela
(Berkow et al., 2020).

Ademas de la microdilucion, se emplea la difusién en disco sobre agar Mueller-
Hinton suplementado (glucosa 2% y azul de metileno). Las zonas de inhibicion
pueden correlacionarse con MIC/CMI y traducirse en categorias interpretativas

cuando existen puntos de corte clinicos (p. e€j., fluconazol, voriconazol,
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caspofungina en Candida) (Arendrup et al., 2012). En entornos asistenciales, se
recomienda integrar breakpoints CLSI/EUCAST y ECOFF/ECV para discriminar
no-wild-type alli donde falten puntos de corte clinicos, asi como reconocer los
limites y utilidades de métodos comerciales (Etest/MIC Test Strip, Sensititre
YeastOne, VITEK 2), cuyos ECV dependientes del método pueden mejorar la
concordancia categorica frente a las técnicas de referencia (Espinel-Ingroff et al.,
2015). En todo caso, la lectura de MIC/CMI debe vincularse a
farmacocinética/farmacodinamica y a puntos de corte por especie para estimar la

probabilidad de éxito terapéutico (Berkow et al., 2020; Espinel-Ingroff et al., 2015).

2.2.10. Aspectos conceptuales

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Parametro que define la menor concentracién de un agente antifiingico que impide
visiblemente el crecimiento del microorganismo bajo condiciones estandarizadas.
Es el indicador central en pruebas de susceptibilidad in vitro y se interpreta frente

a puntos de corte clinicos para orientar la terapia (Turnidge & Paterson, 2007).
Concentracion minima fungicida (CMF)

Corresponde a la menor concentracidon que elimina = 99,9% del inéculo inicial,
determinada por subcultivo tras la exposicion. Permite discriminar agentes con

efecto fungistatico de aquellos con actividad fungicida (Aller et al., 2000).
Extracto hidroalcohélico

Es aquel destilado a partir de la maceracion o percolacion de material vegetal con
una mezcla agua-alcohol, que permite la extraccion de moléculas tanto polares
como semipolares. Este tipo de extracto es ampliamente empleado en
farmacognosia por su capacidad de concentrar metabolitos fendlicos y

terpenoides bioactivos (Dhanani et al., 2017).
Fito compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos presentes en las plantas constituyen metabolitos
secundarios cuya estructura se distingue por contener al menos un anillo
aromatico con grupos hidroxilo. Incluyen acidos fendlicos, flavonoides y taninos, y
poseen reconocida actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana
(Panche et al., 2016).
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Terpenoides

Son metabolitos derivados del isopreno que incluyen monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos, presentes en aceites esenciales y resinas. Exhiben
actividades bioldgicas diversas, destacando propiedades antimicrobianas,

antiinflamatorias y citotoxicas (Thoppil, 2011).

La evidencia disponible indica que S. molle L. posee actividad antimicrobiana,
incluida actividad frente a C. albicans, aunque la magnitud del efecto puede variar
segun el érgano vegetal, el método de extraccion y la composicion fitoquimica del
producto evaluado (Turchetti et al., 2020; iigin et al., 2023). Asimismo, la
resistencia antifiungica de C. albicans, asociada con mecanismos como la
sobreexpresion de bombas de eflujo, alteraciones de la via del ergosterol y
cambios en las dianas de los antifiingicos, constituye una dificultad para el manejo
profilactico de infecciones causadas por esta especie (Czajka et al., 2023). En este
contexto, la evaluaciéon estandarizada del extracto hidroalcohdlico de S. molle L.
frente a C. albicans ATCC 10231, mediante ensayos de difusion y macrodilucion y
el empleo de controles experimentales, permite generar evidencia reproducible
sobre su actividad antimicética y contribuir al conocimiento de su potencial como

fuente de compuestos bioactivos.

2.2.11. Aspectos juridicos
En el Peru, la investigacion biomédica con agentes bioldgicos y productos
naturales esta regulada por multiples normas juridicas y técnicas que aseguran la

calidad, la bioseguridad y el respeto a principios éticos fundamentales.

En el Perd, la investigacibn con productos naturales debe desarrollarse
respetando las normas nacionales sobre investigacion cientifica, bioseguridad y
ética. Asimismo, la identificacion botanica, la recoleccion y el procesamiento del
material vegetal deben realizarse siguiendo procedimientos estandarizados que
garanticen la trazabilidad, la calidad del material de estudio y la replicabilidad de
los resultados. En esta investigacion también se aplicaron las normas de
bioseguridad para el manejo de microorganismos en laboratorio y los lineamientos
éticos contemplados en la Declaracion de Helsinki y en las directrices
internacionales del CIOMS para investigaciones vinculadas con la salud humana,
considerando unicamente aquellos criterios pertinentes para estudios de

naturaleza experimental (OMS, 2020).
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Por otro lado, el Instituto Nacional de Salud (INS), a través del Reglamento de
Ensayos Clinicos (D.S. N.° 021-2017-SA) y de la Guia Nacional de Etica en
Investigacion (INS, 2019), establece que todo proyecto de investigacion que
involucre agentes biologicos debe contar con la venia de un Comité Institucional
de Etica en Investigacion (CIEI). Aunque los estudios in vitro no involucran
directamente a seres humanos, si requieren cumplir normas de bioseguridad en
laboratorios de microbiologia, en concordancia con el Manual de Bioseguridad del
INS (2016).

Asimismo, la manipulacién de cepas de C. albicans debe regirse bajo los
estandares de la OMS y de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), que
recomiendan aplicar practicas de nivel de bioseguridad 2 (BSL-2) para hongos
oportunistas, asegurando el uso de cabinas de bioseguridad, equipos de

proteccion personal y protocolos de eliminacion de desechos contaminados.

Finalmente, desde el punto de vista ético, el proyecto debe alinearse con los
principios de la Declaracion de Helsinki (2013) y con las Pautas Internacionales
de Etica en Investigacién Biomédica del CIOMS (2016), que enfatizan la obligacion
de proteger la integridad cientifica, la trazabilidad de resultados y la seguridad del

personal involucrado en el manejo de agentes bioldgicos.

En este marco juridico y ético, la investigacion propuesta asegura el acatamiento
de las disposiciones nacionales e internacionales, garantizando que el trabajo
experimental con extractos hidroalcohélicos de S. molle L. y cepas de C. albicans

se realice con responsabilidad, seguridad y rigor cientifico.
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la zona de estudio

La investigacion se desarrollé en dos sedes. La recoleccidon del material vegetal,
la preparacion del extracto hidroalcohdlico, el control de calidad del extracto, el
tamizaje fitoquimico y las demas actividades relacionadas con la obtencién y
caracterizacion del extracto se realizaron en los Laboratorios de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga
(UNSCH), Ayacucho. Por otra parte, todos los procedimientos microbiolédgicos,
incluyendo el cultivo de C. albicans ATCC 10231, la preparacion del inéculo, los
ensayos de difusion en agar, la determinacion de la CMI, la CMF vy la lectura de
los resultados, se realizaron en el Centro Médico Sefial de Vida, bajo condiciones
controladas de bioseguridad.

3.2. Operacionalizacion de variables
Variable independiente
Nombre: Extracto hidroalcohélico de S.molle L.

Definicion operativa: Preparado hidroalcohdlico (etanol-agua) obtenido de
hojas/frutos de S. molle L., filtrado y concentrado, que se diluy6 para ensayos in
vitro.

Dimensién: Concentracion del extracto.

Indicador: porcentaje volumen/volumen (% v/v) o mg/mL del extracto en el pozo
de ensayo.

Categorias/Gradientes: 25%, 50%, 75%, 100% (y diluciones seriadas para
CMI/CMF: p.ej., 10—0,0195% en diluciones seriadas para CMI/CMF en tubos con
caldo Sabouraud dextrosa.

Escala: Cuantitativa continua (intervalo/razén).

Unidad: porcentaje volumen/volumen (% v/v) y/o mg/mL.
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Instrumento/técnica: Micropipetas automaticas, tubos de ensayo estériles con
caldo Sabouraud dextrosa, placas Petri.

Procedimiento de medicién: Preparacién de soluciones madre y diluciones
seriadas; verificacion volumétrica y uso inmediato en ensayos.

Variable dependiente:
Nombre: Efecto antimicdtico frente a C. albicans.

Definicion operativa: Respuesta bioldgica observado en cultivos de C. albicans
(ATCC 10231) tras la exposicion al EHSM, cuantificada mediante la inhibicién del
crecimiento fungico en pruebas in vitro.

Dimension: Inhibicidn del crecimiento micético.

Indicador: Diametro del halo de inhibicion (mm) en el método de difusién y/o
valores de CMI (mg/mL o %) y CMF (mg/mL o %) determinados mediante
macrodilucién en caldo.

Categorias/Gradientes:

e Halo de inhibicion (mm): valor contindo obtenido mediante el método de
difusiéon en agar.

e Concentracion minima inhibitoria (CMI): menor concentracion del extracto
(mg/mL) que inhibe el crecimiento visible de Candida albicans.

e Concentracion minima fungicida (CMF): menor concentracion del extracto
(mg/mL) que produce efecto fungicida, confirmada mediante subcultivo.

Los diametros de los halos de inhibicion se analizaron como valores cuantitativos
expresados en milimetros. Debido a que no existen puntos de corte clinicos
estandarizados para interpretar la actividad de extractos vegetales frente a C.
albicans, los halos de inhibicion se compararon entre las concentraciones
experimentales y los controles incluidos en el estudio. La CMI y la CMF se
expresaron en mg/mL y correspondieron a las menores concentraciones del
extracto en las que se evidencid inhibicion del crecimiento y efecto fungicida,
respectivamente. En consecuencia, estos resultados se interpretaron
experimentalmente y no mediante categorias clinicas de sensibilidad o resistencia
(CLSI, 2017; Gonzalez-Pastor et al., 2023).

Escala: Cuantitativa continua (intervalo/razén).

Unidad: Milimetros (mm) y/o miligramos por mililitro (mg/mL).
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Instrumentos y equipos:

o Tubos de ensayo estériles para macrodilucion en caldo Sabouraud
dextrosa.

e Placas Petri con agar Sabouraud dextrosa (SDA).

e Micropipetas automaticas calibradas (con puntas estériles).

o Espectrofotémetro UV-Vis y regla/vernier para medir halos.
Técnicas:

e Ensayo de difusion en agar (método de pozos) en SDA para medir halos
de inhibicion.

e Ensayo de macrodilucion en caldo Sabouraud dextrosa en tubos de
ensayo para determinar la CMI/CMF, siguiendo las recomendaciones

generales del CLSI M27 adaptadas a extractos vegetales.
Procedimiento de medicion:

Difusion: Se aplico el extracto en pozos hecho en el agar Sabouraud con inéculo
estandarizado de C. albicans (0,5 McFarland); las placas se incubaron a 35 °C

durante 24 h; Se midio el halo con calibrador digital.

Los diametros de los halos de inhibicion fueron cuantificados utilizando un
calibrador digital con precision de 0,01 mm. Cada medicion se realiz6 por
duplicado y para el procesamiento estadistico se tomo6 en cuenta el promedio de
ambas lecturas, con el fin de reducir el error de medicioén y mejorar la precision de

los resultados.

Macrodilucion en caldo: Las suspensiones fungicas fueron expuestas a
diluciones seriadas del extracto en tubos con caldo Sabouraud dextrosa; se realiz
la lectura visual o espectrofotométrica del crecimiento; se determinaron la CMI
(minima concentracién sin turbidez visible) y CMF (minima concentracién sin

crecimiento en subcultivo).
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Tabla 1. Variables de estudio

Variable

Dimensioén

Indicador

Definicion operativa

Escala de
medicion

Unidad de medida

Variable independiente:

Concentracion del

Concentracion del

Concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de hojas y

Cuantitativa de

Extracto hidroalcohdlico de extracto EHSM frutos de Schinus molle L. razén %, mg/mL
Schinus molle L. (EHSM) preparadas para los ensayos
antimicoticos.
Diametro de la zona libre de
L crecimiento alrededor del pozo Cuantitativa de
Halo de inhibicion . mm
con extracto en agar razon
Sabouraud dextrosa.
Inhibicién del
crecimiento .
Menor concentracion del
. . . Concentracion extracto que inhibe el o
Van_at;let erendlente. Efe_cto minima inhibitoria crecimiento visible de Candida Cuantlta’tlva de mg/mL
antimicotico frente a Candida (CMI) albicans mediante razon
albicans ATCC 10231 macrodilucion en caldo.
Menor concentracién del
Concentracion extracto que produce efecto Cuantitativa de
Efecto fungicida minima fungicida fungicida, confirmada mediante razoén mg/mL
(CMF) subcultivo en agar Sabouraud

dextrosa.
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3.3. Disefo experimental

Para evaluar el efecto antimicético mediante difusion en agar, se evaluaron el
extracto hidroalcohdlico de S. molle en cuatro niveles de concentracion (25 %, 50
%, 75 % y 100 %), ademas de un control positivo y un negativo. Cada condicion
experimental se evalud por triplicado. El ensayo completo se realizé en tres
ocasiones independientes, en dias distintos y utilizando subcultivos frescos de C.
albicans ATCC 10231. De esta manera, se consiguieron nueve observaciones por
cada condicién experimental. El empleo de réplicas y la repeticion independiente
de los ensayos permitié evaluar la consistencia de los hallazgos y disminuir la

influencia de la variabilidad experimental (CLSI, 2017).

Para la cuantificacion de la CMI y la CMF, se empleé el método de macrodilucion.
Cada concentracién evaluada se proceso por triplicado y el ensayo completo se
realizé en tres ocasiones independientes, en dias distintos y utilizando subcultivos
frescos de C. albicans ATCC 10231. Por consiguiente, se obtuvieron nueve
observaciones por cada condicion experimental. La CMI correspondié a la menor
concentracién en la que no se evidencié crecimiento visible, mientras que la CMF
se establecid mediante el subcultivo de las concentraciones sin crecimiento, de

acuerdo con el procedimiento experimental establecido.

Debido al numero limitado de repeticiones experimentales y al empleo de una
Unica cepa de referencia, los resultados fueron interpretados como evidencia
experimental especifica para Candida albicans ATCC 10231, sin extrapolacién

directa a otras cepas clinicas de Candida albicans.

3.3.1. Tipo de investigacioén

Fue de tipo basico, ya que estuvo orientado a generar conocimiento cientifico
sobre la capacidad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico de S. molle L.
contra C. albicans ATCC 10231, sin perseguir de manera inmediata una aplicacién
clinica o tecnolégica. La investigacion buscé ampliar la evidencia acerca de las
capacidades biolégicas de esta especie vegetal por medio de condiciones
experimentales controladas, contribuyendo a la obtencién de conocimiento en el

ambito de la microbiologia y la farmacognosia.

3.3.2. Diseno de la investigacién
Se aplicé un disefio experimental in vitro, debido a que se manipuld
deliberadamente la concentracién del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. y se

evaluo su efecto sobre C. albicans ATCC 10231 bajo condiciones controladas de
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laboratorio. Se establecieron como grupos experimentales las diferentes
concentraciones del extracto y se incluyeron fluconazol 25 ug (Oxoid®) como
control positivo y DMSO al 2 % como control negativo (vehiculo), manteniéndose
estandarizadas las condiciones de cultivo, inoculacion e incubacion. La asignacion
de las réplicas a las diferentes concentraciones del extracto se realiz6 mediante
una secuencia de numeros aleatorios generada en Microsoft Excel. Con base en
esta secuencia, se estableci6 el orden de preparacién, inoculacién y
procesamiento de las placas y tubos experimentales para cada corrida bioldgica,
con el propdsito de minimizar posibles sesgos derivados del orden de ejecucion
de los ensayos. El investigador encargado de medir los halos de inhibicion
desconocia la concentracion del extracto aplicada en cada placa. Para ello, las
placas fueron codificadas previamente mediante un sistema alfanumérico, de
modo que la lectura de los resultados se efectuo sin conocer la asignacion de los
tratamientos, reduciendo el riesgo de sesgo de observacion. La variable
dependiente fue el efecto antimicético, evaluada mediante el diametro del halo de
inhibicion (mm) y la cuantificacion de la CMI y la CMF, expresadas en mg/mL, por
medio del procedimiento de difusion en agar y macrodilucion en caldo Sabouraud

dextrosa.

3.3.3. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Todos los procesos estadisticos se ejecutaron con un nivel de significancia de a =
0,05. Inicialmente, se evalud la distribucion de los datos por medio del test de
normalidad de Shapiro-Wilk. Debido al bajo niumero muestral por grupo y al
corroborar el comportamiento no paramétrico de la data, se utilizaron

procedimientos no paramétricos para el analisis inferencial.

Los halos de inhibicién se resumieron mediante media + desviacion estandar y
mediana con rango intercuartilico, segun correspondiera. Para evaluar las
diferencias entre las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de S. molle L.y
los controles, se aplico el test de Kruskal-Wallis. Ante la presencia de diferencias
estadisticamente significativas, se utilizo el test de Dunn como procesamiento post
hoc, empleando el ajuste de Holm para las comparaciones multiples. Asimismo,
las disparidades en el efecto antimicético entre los extractos obtenidos de hojas y
frutos fueron evaluadas, para cada concentracion estudiada, mediante el test U
de Mann-Whitney.
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La CMI y la CMF se cuantificaron experimentalmente mediante el método de
macrodiluciéon en <caldo y subcultivo en agar Sabouraud dextrosa,

respectivamente, reportandose las concentraciones correspondientes en mg/mL.

Software. Los analisis se realizaron en Stata 18. Referencia: StataCorp LLC.
(2023). Stata Statistical Software: Release 18. College Station, TX: StataCorp
LLC.

3.4. Poblacion y muestra

Poblaciéon: La cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 (American Type
Culture Collection), certificada por el Area de Microbiologia del Laboratorio de
Analisis Clinico del Hospital de Apoyo Cangallo, cuya constancia de autenticidad

se presenta en el Anexo 7.

Muestra: Estuvo conformada por los cultivos de la cepa de referencia C. albicans
ATCC 10231 utilizados en las diferentes condiciones experimentales. Cada
condicion se evalud por triplicado y el ensayo se realizé en tres ocasiones

independientes, de acuerdo con el disefio experimental establecido.

Unidad de analisis: Estuvo constituida por cada unidad experimental de cultivo
de C. albicans ATCC 10231 expuesta a una condicién especifica del ensayo. En
la prueba de difusion en agar, correspondié a cada placa inoculada y tratada con
una concentracién del extracto o control; mientras que, en los ensayos de
macrodilucién para la determinacién de la CMI y CMF, correspondié a cada tubo

inoculado y sometido a la concentracion experimental correspondiente.
Criterios de inclusién

e Cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 certificada.
e Subcultivos recientes (< 5 pases desde el vial original), conservados

adecuadamente (20 °C o crioviales) y con crecimiento tipico.
Criterios de exclusion

e Cultivos de la cepa C. albicans ATCC 10231 con contaminacién
polimicrobiana.

e Cultivos con crecimiento atipico que impida la estandarizacion del inéculo.

e Viales o subcultivos con registros de conservacién incompletos o

caducados.
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3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.5.1. Identificacion botanica y voucher

El material vegetal (S. molle L.) fue identificado por un botanico calificado; se
depositd un espécimen de referencia (voucher) en el Herbario “Herbarium
Huamanguensis” de la UNSCH (cddigo y acronimo correspondiente), registrando
coordenadas de colecta, fecha, érgano vegetal, estado de madurez y responsable.

El cédigo de voucher consto en el informe final.

3.5.2. Preparacion del EHSM

Las hojas y frutos maduros de S. molle L. se recolectaron, identificaron
botanicamente y se sometieron a secado a temperatura ambiente.
Posteriormente, se pulverizaron y se maceraron en una solucion hidroalcohdlica
(etanol: agua 70:30) durante 7 dias, con agitacion periddica. El filtrado se
concentrd en un rotavapor a <40 °C para eliminar el solvente y obtener el extracto
crudo, que fue almacenado en frascos ambar a 4 °C hasta su uso (Loyola et al.,
2020).

Todo el proceso de obtencién del extracto hidroalcohdlico se realizé en los

laboratorios de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNSCH.

3.5.3. Control de calidad del extracto
Se registré rendimiento de extraccién (% p/p) respecto a la droga seca. Se

determinaron:

e Fendlicos totales (Folin—Ciocalteu), expresados como mg de equivalentes

de acido galico (mg EAG/g extracto).

o Flavonoides totales (método AICI;), como mg de equivalentes de

quercetina (mg EQ/qg).

e Perfil fitoquimico cualitativo (tamizaje: fenoles, flavonoides, taninos,

saponinas, terpenoides).

Estos procedimientos se ejecutaron en el Laboratorio de Bromatologia y
Fitoquimica de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la UNSCH,

siguiendo protocolos estandarizados de espectrofotometria y tamizaje fitoquimico.

e Parametros fisicoquimicos: densidad aparente, pH del stock y
verificacidon de solvente residual (evaporacion completa en rotavapor <40

°C y secado en estufa suave).
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o Estandarizacion de lote: todas las corridas biolégicas usaron el mismo
lote; si hubiera mas de un lote, se documenté su TPT y TFT para comparar
consistencia. El extracto se almaceno en frasco ambar a 4 °C y se uso
dentro de 30 dias.

3.5.4. Tamizaje fitoquimico cualitativo

Se realizé un tamizaje estandar sobre el extracto crudo (y, opcionalmente,
fracciones) para fenoles, flavonoides, taninos, saponinas y terpenoides. Estos
resultados se correlacionaron con el efecto antimicético (halos, CMI/CMF) para

explorar relaciones extracto-perfil quimico-efecto (Ndezo Bisso et al., 2022).

3.5.5. Cultivo e inoculacién de C. albicans

Se utilizd una cepa ATCC 10231 de Candida albicans. Las levaduras se
mantuvieron en agar Sabouraud dextrosa (SDA) e incubadas a 35 £ 2 °C durante
24-48 h. El inéculo se estandarizdé a 0,5 de la escala McFarland (=1-5 x 10¢
UFC/mL) para los ensayos de difusion en agar y a 0,5-2,5 x 102 células/mL para
los ensayos de macrodilucién en caldo, siguiendo las recomendaciones generales
del CLSI M27 adaptadas al uso de caldo Sabouraud dextrosa (Ellepola et al.,
2016).

Previamente al desarrollo de los ensayos experimentales, se verifico el
comportamiento de los controles incluidos en el estudio. El control positivo,
fluconazol 25 ug, presenté halos promedio de inhibicién de 30,72 £ 0,50 mm en
los ensayos correspondientes al extracto de hojas y de 30,82 + 0,82 mm en los
correspondientes al extracto de frutos. Por su parte, el control negativo, DMSO al
2 %, no presentd efecto antimicotico. Estos resultados permitieron verificar el
comportamiento esperado de los controles y respaldaron la adecuada ejecucion

de los ensayos de difusién en agar.

Todos los ensayos se realizaron bajo condiciones ambientales controladas en el
laboratorio, con una temperatura de 24 £ 2 °C. La incubacién de las placas y tubos
se efectudé a una temperatura de 35 * 2 °C durante el tiempo establecido para

cada ensayo, con el fin de mantener uniformes las condiciones experimentales.

Todos los procedimientos microbioldgicos descritos en esta seccidén y en las
secciones posteriores fueron realizados en el Centro Médico Sefal de Vida,
utilizando las instalaciones, equipos y condiciones de bioseguridad disponibles en

dicho establecimiento.
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3.5.6. Evaluacion del efecto antimicético mediante difusiéon en agar

El efecto antimicético del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. se evalué
mediante el método de difusion en agar. Para ello, se inocularon uniformemente
placas con agar Sabouraud dextrosa (SDA) utilizando un hisopo estéril
impregnado con la suspension de C. albicans ATCC 10231 previamente
estandarizada a 0,5 de la escala de McFarland. Posteriormente, se hicieron pozos
donde se agregaron las distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico
(25%, 50%, 75% y 100%), ademas del control positivo (fluconazol 25 ug, Oxoid®)
y del control negativo (DMSO al 2%). Las placas se incubaron a 35 + 2 °C durante
24 horas.

Culminado el tiempo de incubacion, se determiné el efecto antimicético por medio
de la cuantificacion del diametro de los halos de inhibicién, expresado en
milimetros (mm), de acuerdo con los principios metodolédgicos de los ensayos de
difusién en agar (Gonzalez-Pastor et al., 2023). Los diametros de los halos fueron
medidos empleando un calibrador digital con resoluciéon de 0,01 mm. Cada halo
se midio por duplicado y, para el analisis estadistico, se empled el promedio de
ambas mediciones, con el propodsito de reducir la variabilidad asociada a la
medicion. Cada concentracién del extracto y los controles fueron evaluados por
triplicado, y el ensayo completo se realizé en tres ocasiones independientes, en

dias distintos y utilizando subcultivos frescos de Candida albicans ATCC 10231.

3.5.7. Determinacion de la CMI por el método de macrodilucién en tubos y
siembra en agar

Para realizar las diluciones, se dispusieron 15 tubos de ensayo previamente
esterilizados, cada uno con 1 mL de solucion salina fisiologica al 0,9 %. En el
primer tubo se incorporé 1 mL del extracto hidroalcohdlico concentrado vy, a partir
de esta mezcla, se efectuaron diluciones seriadas en proporcion 1:2. Para ello, se
transfirio sucesivamente 1 mL de cada preparacion al tubo siguiente hasta
alcanzar el tubo N.° 14. Finalmente, se retiré 1 mL del ultimo tubo con la finalidad
de conservar el mismo volumen en todas las diluciones. El tubo N.° 15 se utilizd
como control sin extracto. EI empleo de diluciones seriadas en caldo permite
evaluar concentraciones decrecientes del agente ensayado para determinar la
CMI (CLSI, 2017).

Luego, se adiciono6 0,1 mL del indculo de C. albicans ATCC 10231, ajustado a una

turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland, en cada uno de los tubos.
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Los tubos fueron incubados a 35 + 2 °C durante 24 horas. La CMI se determind
identificando la menor concentracion del extracto hidroalcohdlico en la que no se
observo crecimiento visible o turbidez en el caldo de cultivo, en comparacion con

el control de crecimiento (Rodriguez-Tudela et al., 1996).

3.5.8. Determinacion de la CMF por el método de macrodilucion en tubos y
siembra en agar

Para la determinacion de la CMF, se seleccionaron los tubos que presentaron
ausencia o minima turbidez visible en el ensayo de macrodilucion. Posteriormente,
se tomaron alicuotas de 100 pL de cada tubo y se sembraron en placas con agar
Sabouraud dextrosa (SDA), realizando la extensiéon mediante una espatula de

Drigalski. Las placas se incubaron a 35 + 2 °C durante 24 horas.

La CMF se defini6 como la menor concentracién del extracto hidroalcohdlico de
S. molle L. en la que no se observé crecimiento de C. albicans ATCC 10231
después del subcultivo en agar Sabouraud dextrosa, indicando la ausencia de
células fungicas viables bajo las condiciones experimentales establecidas
(Rodriguez-Tudela et al., 1996).

3.5.9. Comparacién con Fluconazol

El Fluconazol se empleé como control positivo en todas las pruebas
(concentraciones estandarizadas segun CLSI), mientras que DMSO o etanol en la
maxima concentracion empleada fue el control negativo. Los resultados del
extracto se compararon cuantitativamente con los obtenidos con Fluconazol
(Esmaeili et al., 2025).

Se incluyeron en cada corrida: control positivo (Fluconazol de 25 ug (Oxoid®),
concentracion segun CLSI), control negativo de solvente y control de crecimiento
(sin extracto/antifungico). Las placas no conformes (contaminacion, control fuera
de rango) se descartaron y repitieron. Se emplearon hojas de vida de lote (extracto

y medios), checklist pre-ensayo y doble digitacion de datos (Cérdoba et al., 2019).
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Figura 2. Flujograma de trabajo

(l) Colecta e identificacion hut.é.rl.i.ra]

l 2) Secado y pulverizacion

(3-] Maceracion hidroalcohdlica [70:301)

!

[4] Filtrado ¥ concentracicn (mtwapor)]

5) Control de calidad del extracto
(rendimiento, TPT/TFT, tamizaje)

[ﬁ] Conservacion (Ambar, 4 °CJJ

7) Recuperacion y estandarizacion tle cepas
(McFarland 0,5 / inoculo CLS|

(Ba} Enaayo on agar (halos, 24 h}] [sb: Microdilucién (CMI, 24 hlj (Ec]' Subcultive para CMF (= 99.9%)]

T l -
(Q:l Curvas dosis-respuesta (ICm}J

10) Analisis estadistico
(medias, DE, 1C95%, ANOVA/Tukey)

[l 1) Interpretacion y nep-ortsj

Nota: Elaboracién propia.

3.5.10. Aspectos éticos

El protocolo fue presentado para revisiéon y pronunciamiento del CIEI-UNSCH
antes del inicio experimental. Al tratarse de un estudio in vitro realizado
exclusivamente con la cepa de referencia C. albicans ATCC 10231, sin
participacidon de personas ni uso de datos o muestras bioldgicas identificables, se
considerd una investigacion sin riesgo para seres humanos, por lo que no requirié
consentimiento informado. Aun asi, se observaron los principios éticos
internacionales aplicables a la investigacion en salud, tales como los lineamientos
de la Declaracion de Helsinki (“World Medical Association Declaration of Helsinki,”
2013) y las Pautas Internacionales CIOMS (2016) (International Ethical Guidelines
for Health-Related Research Involving Humans, 2016), en lo referido a valor social,
validez cientifica, revision independiente y manejo responsable de materiales

biologicos.
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El trabajo se realizd bajo condiciones de bioseguridad BSL-2, utilizando cabina de
bioseguridad certificada, equipo de proteccion personal y procedimientos
estandarizados de desinfeccion y eliminacion de residuos. Se mantuvo la
trazabilidad de los cultivos, reactivos y actividades mediante registros auditables.
Asimismo, las actividades experimentales se desarrollaron conforme a las buenas
practicas de laboratorio y a las recomendaciones de bioseguridad para
laboratorios microbioldgicos descritas en el Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories (BMBL, 6th ed.) de los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) y los National Institutes of Health (NIH).

Todos los materiales contaminados con Candida albicans, incluidos tubos de
ensayo, placas de cultivo, puntas de micropipeta y demas material descartable,
fueron esterilizados mediante autoclave a 121 °C durante 15 minutos antes de su
eliminacién, siguiendo las normas de bioseguridad para laboratorios de

microbiologia y los procedimientos establecidos por la institucion.

3.5.11.Reproducibilidad del estudio

Todos los procedimientos experimentales, incluyendo la preparacion del extracto
hidroalcohdlico, el cultivo e inoculacién de Candida albicans, los ensayos de
difusion en agar, la determinacién de la CMI y la CMF, asi como el procesamiento
y analisis de los datos, fueron documentados de manera detallada con el propésito
de garantizar la reproducibilidad del estudio y facilitar su replicacién por otros

investigadores bajo condiciones experimentales similares.
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IV. RESULTADOS

Tabla 2.

Rendimiento del extracto hidroalcohdlico de hojas y frutos de Schinus molle L. “molle”.

. Peso fresco Peso seco Extracto - o
Material vegetal (kg) (kg) obtenido (g) Rendimiento (%)
Hojas 2,5 0,56 31,11 5,55
Frutos 2,5 0,85 44,72 5,26
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Tabla 3.

Tamizaje fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L.

Metabolito secundario Hojas Frutos
Flavonoides Positivo (+) Positivo (+)
Fenoles Positivo (+) Positivo (+)
Saponinas Positivo (+) Positivo (+)
Terpenoides Positivo (+) Positivo (+)
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Tabla 4.

Efecto antimicético del extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L.

frente a Candida albicans ATCC 10231

Concentracion Répl(ircr::n1) Répl(irc::HZ) Répl(i:‘?n?; Media(ir'nI')nE)
25% 10,14 11,03 10,52 10,56 £ 0,45

50% 15,21 16,05 15,87 15,71 10,44

75% 19,15 19,98 18,91 19,35+ 0,56

100% 23,26 24,03 23,87 23,72+ 0,41

Control positivo 31,08 30,15 30,92 30,72 +0,50
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Tabla 5.

Efecto antimicotico del extracto hidroalcohdlico de frutos de Schinus molle L.

frente a Candida albicans ATCC 10231

Concentracién Réplica 1 (mm) Réplica 2 (mm) Réplica3(mm)  Media (fn'z]E)
25% 11,24 12,05 1256 11,95+ 0,67

50% 15,62 16,24 1651 16,12+ 0,46

75% 19,53 20,32 19,97 19,94 £ 0,40

100% 24,91 26,03 2561 2552 +0,57

Control positivo 30,01 31,65 30,81 30,82 +0,82
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Tabla 6.

Comparacién del efecto antimicético entre hojas y frutos de Schinus molle L.

‘s Hojas Media * DE Frutos Media + DE
Concentracion

Diferencia a favor

(mm) (mm) de frutos (mm)

25% 10,56 + 0,45 11,95 + 0,67 1,39

50% 15,71 £ 0,44 16,12 £ 0,46 0,41

75% 19,35+ 0,56 19,94 + 0,40 0,59

100% 23,72 £ 0,41 25,52 £ 0,57 1,80

Control positivo 30,72 £ 0,50 30,82 £ 0,82 0,11
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Tabla 7.

Clasificacion del efecto antimicotico segun diametro del halo de inhibicién

Material vegetal

Concentracion

Halo promedio

Clasificacion

(mm)
Hojas 25% 10,56 Inhibicion moderada
Hojas 50% 15,71 Inhibicion marcada
Hojas 75% 19,35 Inhibicién marcada
Hojas 100% 23,72 Inhibicion marcada
Frutos 25% 11,95 Inhibicion moderada
Frutos 50% 16,12 Inhibicién marcada
Frutos 75% 19,94 Inhibiciébn marcada
Frutos 100% 25,52 Inhibiciéon marcada

Nota. La clasificacién del efecto antimicético se realizé segun el diametro promedio del halo de inhibicion: <10

mm, actividad débil; 10-15 mm, actividad moderada; y >15 mm, actividad fuerte (Ali Al-Maqtari et al., 2019).

Los valores corresponden al promedio de los halos de inhibicion obtenidos experimentalmente.
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Figura 3.
Ensayo de difusion en agar para la evaluacion del efecto antimicotico del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. frente a Candida albicans

ATCC 10231.
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Figura 4.
Ensayo de difusion en agar para la evaluacion del efecto antimicotico del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Schinus molle L. frente a Candida albicans

ATCC 10231.
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Tabla 8.

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para los halos de inhibicion

Grupo evaluado Estadistico W p
Hojas 25% 0,99294 0,839
Hojas 50% 0,90184 0,391
Hojas 75% 0,90798 0,411
Hojas 100% 0,89779 0,378
Hojas control positivo 0,87458 0,309
Frutos 25% 0,98307 0,751
Frutos 50% 0,95098 0,574
Frutos 75% 0,99569 0,875
Frutos 100% 0,97959 0,726
Frutos control positivo 0,9998 0,973
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Tabla 9.
Comparacién de los halos de inhibiciéon del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC 10231 mediante la prueba de

Kruskal-Wallis

Grupo n Mediana (RIQ) Suma de rangos
Control positivo (C+) 3 30,92 (0,93) 42
25% (C1) 3 10,52 (0,89) 6
50% (C2) 3 15,87 (0,84) 15
75% (C3) 3 19,15 (1,07) 24
100% (C4) 3 23,87 (0,77) 33

Estadistico Valor
X 13,5
gl 4
p 0,009
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Tabla 10.
Comparacién de los halos de inhibicion del extracto hidroalcohélico de frutos de
Schinus molle L. frente a Candida albicans ATCC 10231 mediante la prueba de

Kruskal-Wallis

Grupo n Mediana (RIQ) Suma de rangos
Control positivo (C+) 3 30,81 (1,64) 42
25% (C1) 3 12,05 (1,32) 6
50% (C2) 3 16,24 (0,89) 15
75% (C3) 3 19,97 (0,79) 24
100% (C4) 3 25,61 (1,12) 33

Estadistico Valor
X 13,5
gl 4
p 0.009
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Tabla 11.

Comparaciones multiples post hoc de Dunn para los halos de inhibicion del

extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L.

Comparacion

Z p ajustado (Holm)

Significancia

C1vs C2
C1vs C3
C1vs C4
C1vs C+
C2vs C3
C2vs C4
C2vs C+
C3vs C4
C3vs C+
C4 vs C+

-0,822
-1,643
-2,465
-3,286
-0,822
-1,643
-2,465
-0,822
-1,643
-0,822

0,411
0,351
0,055
0,005
0,206
0,251
0,062
0,823
0,301
0,617

No significativa
No significativa
No significativa
Significativa

No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
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Tabla 12.

Comparaciones multiples post hoc de Dunn para los halos de inhibicion del

extracto hidroalcohdlico de frutos de Schinus molle L.

Comparacion

Z p ajustado (Holm)

Significancia

C1vs C2
C1vs C3
C1vs C4
C1vs C+
C2vs C3
C2vs C4
C2vs C+
C3vs C4
C3vs C+
C4 vs C+

-0,822
-1,643
-2,465
-3,286
-0,822
-1,643
-2,465
-0,822
-1,643
-0,822

0,411
0,351
0,055
0,005
0,617
0,301
0,062
0,206
0,251
0,823

No significativa
No significativa
No significativa
Significativa

No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
No significativa
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Tabla 13.

Comparacién de los halos de inhibicion entre hojas y frutos de Schinus molle L.

frente a Candida albicans ATCC 10231 mediante la prueba U de Mann-Whitney

Hojas Mediana

Frutos Mediana

Concentracion (RIQ) (RIQ) p Interpretacion
25% 10,52 (0,89) 12,05 (1,32) 1,964 0,05 Significativa
50% 15,87 (0,84) 16,24 (0,89) 1,091 0,28 No significativa
75% 19,15 (1,07) 19,97 (0,79) 1,091 0,28 No significativa
100% 23,87 (0,77) 25,61 (1,12) 1,964 0,05 Significativa

Control positivo 30,92 (0,93) 30,81 (1,64) -0,22 0,83 No significativa
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Figura 5.

Estimacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
fungicida (CMF) segun el efecto antimicotico del extracto hidroalcohdlico de
Schinus molle L. a diferentes concentraciones, mostrando una tendencia de

inhibicion y crecimiento de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 6.
Determinacién de la concentracion minima fungicida (CMF) del extracto
hidroalcohdlico de frutos de Schinus molle L. mediante macrodilucion y

subcultivo en agar Sabouraud dextrosa frente a Candida albicans ATCC 10231
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Figura 7.
Determinacién de la concentracion minima fungicida (CMF) del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. mediante macrodilucién y subcultivo

en agar Sabouraud dextrosa frente a Candida albicans ATCC 10231

46



Tabla 14.

Concentracion minima inhibitoria del extracto hidroalcohélico de Schinus molle L.

frente a Candida albicans ATCC 10231

Material vegetal Tubo Concentraciéon (mg/mL)
Hojas 3H 147,5
Frutos 3F 147,5
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Tabla 15.
Concentracion minima fungicida del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L.

frente a Candida albicans ATCC 10231

Material vegetal Tubo Concentraciéon (mg/mL)
Hojas 3H 295
Frutos 3F 295
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V. DISCUSION

Los hallazgos de la Tabla 2 evidencian que el rendimiento del extracto
hidroalcohdlico fue de 5,55 % en el caso de las hojas, mientras que los frutos de
S. molle L. alcanzaron un rendimiento de 5,26 %, evidenciandose un rendimiento
ligeramente mayor en las hojas. Estas diferencias pueden estar relacionadas con
las caracteristicas propias de cada 6rgano vegetal, su contenido de humedad y la
proporcion de sustancias solubles recuperadas mediante la extraccion
hidroalcohdlica. EI empleo de una mezcla etanol-agua favorece la extraccion de
metabolitos de diferente polaridad y permite obtener perfiles fitoquimicos amplios,
aunque el rendimiento y la composicion final pueden variar segun las
caracteristicas de la matriz vegetal y las caracteristicas del procedimiento de
extraccion (Dhanani et al., 2017).

En la Tabla 3, el tamizaje fitoquimico cualitativo evidencio la existencia de
flavonoides, fenoles, saponinas y terpenoides tanto en hojas como en frutos de S.
molle. La presencia de estos metabolitos secundarios constituye un hallazgo
relevante debido a su posible relacion con el efecto antimicético observado
posteriormente. Los terpenoides pueden interactuar con componentes lipidicos de
las membranas celulares, mientras que los flavonoides y compuestos fendlicos
presentan diversos mecanismos relacionados con la actividad antimicrobiana.
Estos resultados concuerdan con Tlili et al. (2018) e ilgiin et al. (2023), quienes
identificaron compuestos fendlicos y flavonoides en S. molle relacionados con su
actividad bioldgica.

Los resultados de las Tablas 4 y 5 evidencian un aumento progresivo del didametro
de los halos de inhibicion en relaciéon al aumento la concentracion del extracto. En
las hojas, el halo promedio aumenté de 10,56 £ 0,45 mm al 25 % hasta 23,72 +
0,41 mm al 100 %; mientras que en los frutos pasé de 11,95 + 0,67 mm a 25,52 +
0,57 mm, respectivamente. El control positivo con fluconazol produjo halos de

30,72 + 0,50 mm en el ensayo correspondiente a hojas y 30,82 £ 0,82 mm en
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frutos. Estos resultados muestran un comportamiento dependiente de la
concentraciéon y evidencian que, aunque el extracto presentd actividad
antimicética, los halos obtenidos fueron menores a los producidos por el control
positivo. Los hallazgos son concordantes con Turchetti et al. (2020), los cuales
reportaron efectos de extractos de S. molle frente a C. albicans, y con ilgiin et al.
(2023), quienes describieron actividad antifungica de extractos de hojas y frutos
de esta especie.

La Tabla 6 permite comparar directamente los extractos obtenidos de ambos
organos vegetales. En todas las concentraciones evaluadas, los frutos
presentaron halos promedio ligeramente mayores que las hojas, con diferencias
de 1,39 mm al 25 %, 0,41 mm al 50 %, 0,59 mm al 75 % y 1,80 mm al 100 %. La
mayor diferencia descriptiva se presento, por tanto, a la concentracion de 100 %.
Este comportamiento podria estar relacionado con disparidades en el contenido y
perfil de los metabolitos secundarios presentes entre hojas y frutos. Bvenura y
Kambizi (2022) senalan que la composicién fitoquimica de S. molle puede variar
segun la matriz vegetal y otros factores relacionados con el material estudiado.
Sin embargo, estas diferencias descriptivas deben interpretarse conjuntamente
con las pruebas inferenciales realizadas.

En la Tabla 7 se presenta la clasificacion de la actividad antimicética segun los
diametros de los halos de inhibicidon. Las concentraciones de 25 % de hojas y
frutos mostraron actividad moderada, mientras que las concentraciones de 50 %,
75 % y 100 % fueron clasificadas con mayor actividad de acuerdo con el criterio
adoptado. Este resultado refuerza descriptivamente la tendencia observada en las
Tablas 4 y 5, segun la cual el aumento de la concentracién estuvo acompanado
por un incremento del diametro del halo. Aqui debe citarse expresamente en la
nota y en la discusion la referencia bibliografica definitiva utilizada para establecer
los puntos de corte de esta clasificacion.

Respecto al analisis estadistico, la Tabla 8 muestra que la prueba de Shapiro-Wilk
presentd valores de p > 0,05 en todos los grupos evaluados. No obstante,
considerando el reducido numero de observaciones por grupo, se utilizaron
pruebas no paramétricas para realizar las comparaciones inferenciales. Esta
decisiéon permitid6 evitar una interpretacion de la normalidad sustentada
Unicamente en una prueba con escasa capacidad para detectar desviaciones

cuando el tamafo de los grupos es muy pequefio.
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En las Tablas 9 y 10 se observa que el analisis mediante la prueba de Kruskal-
Wallis evidencio disparidades relevantes entre los grupos estudiados tanto para
hojas como para frutos (x2 = 13,5; p = 0,009). Estos resultados indican que los
halos de inhibicion no presentaron el mismo comportamiento entre las diferentes
condiciones experimentales. Ademas, las medianas muestran un incremento
ordenado conforme aumentd la concentracion, alcanzando los mayores valores
con el control positivo.

Sin embargo, las comparaciones post hoc presentadas en las Tablas 11 y 12
permiten precisar este resultado global. Después del ajuste de Holm, unicamente
la comparacion entre la concentracion de 25 % y el control positivo alcanzé
significancia estadistica (p ajustado = 0,005) tanto para hojas como para frutos.
Las demas comparaciones no fueron estadisticamente significativas. Por
consiguiente, aunque descriptivamente se observé un incremento progresivo de
los halos conforme aumenté la concentracion, debe evitarse afirmar que todas las
concentraciones difirieron significativamente entre si.

La comparacion directa entre hojas y frutos presentada en la Tabla 13 mostré
mayores medianas para los frutos en las cuatro concentraciones evaluadas. Las
diferencias se observaron principalmente en las concentraciones extremas de 25
% y 100 %, mientras que al 50 % y 75 % no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas. En consecuencia, los resultados sugieren una
mayor actividad relativa del extracto de frutos en determinadas concentraciones,
pero no permiten afirmar que los frutos sean significativamente superiores a las
hojas en todas las condiciones evaluadas.

Finalmente, las Tablas 14 y 15 muestran que la CMI fue de 147,5 mg/mL y la CMF
de 295 mg/mL tanto para hojas como para frutos. La coincidencia de estos valores
indica que, mediante el método empleado, ambos extractos requirieron las
mismas concentraciones para alcanzar los criterios experimentales de inhibicion y
efecto fungicida. Estos resultados demuestran actividad frente a C. albicans ATCC
10231 bajo las condiciones experimentales del estudio, aunque las
concentraciones requeridas fueron elevadas. La comparacioén con investigaciones
previas debe realizarse con cautela debido a las diferencias en el tipo de extracto,
solvente, composicion fitoquimica y meétodo utilizado para determinar la CMI y
CMF.

En conjunto, los resultados de las Tablas 2 a 15 evidencian que el extracto

hidroalcohdlico de hojas y frutos de S. molle L. evidencié capacidad antimicética
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in vitro frente a C. albicans ATCC 10231, con un incremento descriptivo de los
halos conforme aumenté la concentracion. Los frutos mostraron halos ligeramente
superiores a los de las hojas, aunque esta superioridad no fue estadisticamente
uniforme en todas las concentraciones. Asimismo, ambos 6rganos presentaron
una CMI de 147,5 mg/mL y una CMF de 295 mg/mL
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VL. CONCLUSIONES
El tamizaje fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico de hojas
y frutos de S. molle L. evidencié la presencia de flavonoides, fenoles,
saponinas y terpenoides en ambos drganos vegetales, confirmando la
presencia de metabolitos secundarios potencialmente relacionados
con la actividad biolégica del extracto.
La CMI del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. frente a C. albicans
ATCC 10231 fue de 147,5 mg/mL, tanto para el extracto de hojas como
para el de frutos, constituyendo la menor concentracién en la que se
evidencié inhibicion del crecimiento bajo las condiciones
experimentales del estudio.
La CMF del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. frente a C. albicans
ATCC 10231 fue de 295 mg/mL tanto para hojas como para frutos,
correspondiente a la menor concentracion en la que no se observé
crecimiento después del subcultivo.
El extracto hidroalcohdlico de hojas y frutos de Schinus molle L.
presentd efecto antimicoético frente a C. albicans ATCC 10231 en las
concentraciones evaluadas, observandose un incremento de los halos
de inhibicién conforme aumenté la concentracién. A la concentracion
de 100 %, se obtuvieron los mayores halos promedio, con 23,72 + 0,41
mm para hojas y 25,52 + 0,57 mm para frutos. Los frutos presentaron
halos ligeramente superiores a los de las hojas; sin embargo, las
diferencias entre ambos 6rganos vegetales no fueron estadisticamente

significativas en todas las concentraciones evaluadas.
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VIl. RECOMENDACIONES
Realizar estudios fitoquimicos complementarios del extracto
hidroalcohdlico de hojas y frutos de S. molle L. mediante técnicas
analiticas como HPLC o GC-MS, con la finalidad de identificar y
cuantificar los principales metabolitos secundarios presentes en cada
érgano vegetal.
Evaluar la CMI del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. frente
a diferentes cepas clinicas de C. albicans y otras especies de Candida,
utilizando métodos estandarizados de dilucién, con la finalidad de
determinar la reproducibilidad de la actividad inhibitoria observada.
Evaluar la CMF mediante subcultivo de las concentraciones inhibitorias
y ampliar los ensayos a cepas clinicas, con el propdsito de caracterizar
con mayor precision el efecto fungicida del extracto y establecer su
comportamiento frente a diferentes aislamientos de Candida.
Ampliar la evaluacion del efecto antimicético del extracto
hidroalcohdlico de hojas y frutos de S. molle L. mediante un mayor
numero de repeticiones experimentales, concentraciones adicionales y
ensayos frente a biofiims de C. albicans, a fin de fortalecer la
reproducibilidad de los resultados y caracterizar con mayor precision

su actividad antifungica.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacion botanica de Schinus molle L. “molle”
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Anexo 2. Proceso de secado de hojas fruto de Schinus molle L. “molle”
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Anexo 3. Proceso de pesado, triturado, maceracién y obtencién del extracto
hidroalcohdlico de hojas y frutos de Schinus molle L. “molle”.
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Anexo 4. Constancia de depdsito en el Herbario San Cristobal de Huamanga







Anexo 5. Visualizacion de las concentraciones empleadas en el ensayo de CMl y

CMF mediante macrodilucion
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Anexo 6. Certificado de autenticidad e identificacion de la cepa de referencia
Candida albicans ATCC 10231
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Anexo 7. Matriz de consistencia

Titulo: Efecto antimicético in vitro del EHSM sobre cepas de C. albicans, Ayacucho -2025

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

PROBLEMATICA DE ESTUDIO

General

General

General

VARIABLES E
INDICADORES

METODOLOGIA

¢, Cual es el efecto
antimicético de
diferentes
concentraciones del
EHSM sobre cepas de C.
albicans, Ayacucho-

Evaluar el efecto
antimicético de
diferentes
concentraciones del
EHSM sobre cepas de
C. albicans, Ayacucho-

El EHSM presenta efecto
antimicético in vitro frente a
cepas de Candida albicans,
evidenciado por la inhibicion

de su crecimiento a
diferentes concentraciones

La candidiasis invasiva y la candidemia
son un problema de salud publica por su

concentracion minima
inhibitoria (CMI) del
EHSM frente a cepas de
C. albicans?

Determinar la CMI
frente a C. albicans
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Especificas Especificos Especificos
¢Cuadl es la El EHSM presenta una

concentracién minima
inhibitoria (CMI) detectable
frente a cepas de Candida
albicans

alta mortalidad y costos hospitalarios, en
un contexto de creciente resistencia
antifingica de Candida albicans,

Schinus molle (“molle”) tiene uso
tradicional y potencial antimicrobiano,

¢Cual es la
concentraciéon minima
fungicida (CMF) del
EHSM frente a cepas de
C. albicans?

Determinar la CMF
frente a C. albicans

El EHSM presenta una
concentracién minima
fungicida (CMF) medible
frente a cepas de Candida
albicans

pero los resultados sobre su actividad
antifungica varian segun el érgano
vegetal, el solvente y el método de
extraccion. La limitada evidencia sobre
extractos hidroalcohdlicos frente a C.
albicans justifica evaluar su efecto

¢ Cual es el efecto
antimicético a diferentes
concentraciones del
EHSM sobre cepas de C.
albicans?

Caracterizar la
respuesta dosis—efecto
(25%, 50%, 75% vy
100%) mediante halo
de inhibicion (mm)y
confirmacién por
CMI/CMF (mg/mL).

El EHSM a concentraciones
de 25%, 50%, 75% y 100%
inhibe el crecimiento de
Candida albicans,
mostrando un efecto
antimicético dependiente de
la dosis

Variable dependiente:

Efecto antimicético

Enfoque:
Cuantitativo Tipo:
béasica Nivel:
Explicativa Disefio:
Experimental
Poblacion: Cepas
de C. albicans

patégeno de prioridad critica para la OMS.

ATCC 10231.
Muestreo: No
Indicadores: probabilistico  por
conveniencia.
Halo de inhibicién en
mm Concentracion Técnica: Difusion

minima inhibitoria en
mg/mL Concentracion
minima fungicida en
mg/mL

con disco en agar
Sabouraud dextrosa
(SDA).

Variable
independiente:

Instrumento:
Fichas
observacion

de

antimicético in vitro en Ayacucho en 2025.

EHSM

Analisis:
Estadistica
descriptiva e
inferencial. Linea de
investigacion:
Microbiologia y
Productos Naturales
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Bach. Roger PALOMINO BENDEZU
RESOLUCION DECANAL N° 149-2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes catorce de agosto del afio
dos mil veintiséis, se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, actuando
como presidente encargado el Dr. Serapio Romero Gavilan con memorando N° 198-2026-
UNSCH-FCB con fecha trece de agosto del ano dos mil veintiséis a su vez miembro de jurado, el
Dr. Victor Luis Céardenas Lépez (mienbro-jurado), Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia (mienbro-
asesor) y actuando como secretaria docente encargado el Mg. Ana Maria Cancho Cuba con
memorando N°199-2026-UNSCH-FCB, para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Efecto
antimicético in vitro del extracto hidroalcohélico de Schinus molle L. ‘molle’ sobre cepas
de Candida albicans ATCC 10231, Ayacucho - 2025, presentado por el Bach. Roger
PALOMINO BENDEZU, el presidente luego de verificar la documentacion presentado indica al
secretaria docente encargado dar lectura de la documentacién que da fe a este acto de
sustentacién académico, se dispuso el inicio del acto de sustentacion, luego el presidente invita
al sustentante para exponer su trabajo de investigacion con tiempo de 40 minutos tal como se
establece el Reglamento General de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia
indicando al sustentanie que contaba con el tiempo establecido para exponer su trabajo de
investigacion, conforme al Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Una vez culminado invita a cada uno
de los miembros del jurado a participar con sus preguntas, observaciones y sugerencias. Luego
invita a cada uno de los asistentes y sustentante abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Bioloégicas para que los miembros del Jurado Evaluador puedan realizar las
deliberaciones correspondientes, los cuales se manifiestan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio

Dr. Victor Luis Cardenas Lopez 16 16 16

Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia 16 16 16
Promedio 16

El sustentante alcanzé el promedio de 16 aprobatorio. Acto seguido, el presidente invitd al
sustentante y al publico asistente ingresar al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, el presidente dio a conocer los resultados
indicado que de este modo ha concluido el presente acto académico, firmando al pie de dicho
documento en sefial de conformidad siendo las cinco y cuarenta de la tarde.
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Presidente (e) Mlembro Jurado
/J_O

Mg. L%I s Uriel Mostoso Garcia Mg. Ana-Marig- neho-Cuba
iembro - asesor Setretaria dbcente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 52-2026-FCB-D

Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto
antimicético in vitro del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. “molle”
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, Ayacucho— 2025, por ROGER
PALOMINO BENDEZU; he constatado por medio del uso de la herramienta
TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 6%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado
con Resolucién del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se
acompanfa el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 07 de septiembre de 2026.

 UNIVERSIDAD NACIONAL DE SA2 CRISTORAL DE
FACULTAD DRCASNT ¢ 10104
E4 e !

DIRECTOR
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