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Resumen

El estudio de las plantas y sus propiedades medicinales han sido de interés desde los inicios
de la ciencia, debido a sus multiples aplicaciones en la medicina y en el tratamiento de
enfermedades y que debido al avance de las tecnologia, de los instrumentos de medicién y
andlisis, se ha empoderado sus campos de investigacion de tal manera que los organismo
rectores de la salud del mundo (OMS y OPS) han desarrollado programas para su
expansion y desarrollo como politicas aplicada a la salud publica. En este contexto el
estudio de hierbas aromaticas y malezas han sido priorizadas en los estudios fitoquimicos
en busca del desarrollo de fitofarmacos. Verbena litoralis kunth es una especie regional
muy arraigada en el uso medicinal debido a sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias
y particularmente antibacteriana y antifingica. Verbena litoralis kunth proveniente de la
provincia de Viques, Distrito de Huancayo, departamento de Junin. Fue empleada en el
estudio con el fin de realizar ensayos de actividad antifingica frente a Candida albicans
ATCC 10231, para lo cual se obtuvieron extractos hidroalcohdlico a partir del cual se
analizaron sus principales metabolitos, encontrandose taninos, aminoacidos, flavonoides,
esteroides, triterpenos entre otros. La concentracion del extracto hidroalcoholico foliar de
V. litoralis con mayor actividad frente a C. albicans es al 100% (31.2 £ 2.77 mm) con un
porcentaje de inhibicion de 164.4%. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico foliar de
Verbena litoralis kunth presenta metabolitos importantes que participan en la actividad

antifingica frente a C. albicans 10231.

Palabra claves: Verbena litoralis kunth, antifdngico, Candida albicans, Screening

fitoquimico y evaluacion.



Abstract

The study of plants and their medicinal properties have been of interest since the beginning
of science, due to their multiple applications in medicine and in the treatment of diseases
and that due to the advancement of technology, measuring and analysis instruments, its
research fields have been empowered in such a way that the governing bodies of the world's
health (WHO and PAHO) have developed programs for their expansion and development
as policies applied to public health. In this context, the study of herbs and weeds have been
prioritized in phytochemical studies in search of the development of phytopharmaceuticals.
Verbena litoralis kunth is a regional species deeply rooted in medicinal use due to its
analgesic, anti-inflammatory and particularly antibacterial and antifungal properties.
Verbena litoralis kunth from the province of Viques, District of Huancayo, department of
Junin. It was used in the study in order to perform tests of antifungal activity against
Candida albicans ATCC 10231, for which hydroalcoholic extracts were obtained from
which its main metabolites were analyzed, being tannins, amino acids, flavonoids, steroids,
triterpene among others. The concentration of the foliar hydroalcoholic extract of V.
litoralis with greater activity against C. albicans is 100% (31.2 £ 2.77 mm) with a
percentage of inhibition of 164.4%. It is concluded that Verbena litoralis kunth foliar
hydroalcoholic extract has important metabolites that participate in antifungal activity
against C. albicans 10231.

Keywords: Verbena litoralis kunth, anti-fungal, Candida albicans, Phytochemical

screening and evaluation.
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Introduccion

Las plantas son realmente importantes para el planeta y para todos los seres vivos.
Absorben diéxido de carbono y liberan oxigeno de sus hojas, que los humanos y otros
animales necesitan respirar. Los seres vivos necesitan plantas para vivir, se alimentan de
ellas y muchos las asumen como habitat. Ademas, las plantas oxigenan el agua. Coates
(2010)

Un gran grupo de estas plantas son medicinales, convirtiéndose en la fuente mas rica de
medicamentos de los sistemas de medicina tradicional, medicinas modernas, nutracéuticos,
suplementos alimenticios, medicinas populares, intermedios farmacéuticos y entidades

quimicas para drogas sintéticas. Jamshidi-Kia (2018).

En el reino de los hongos, los patdgenos suelen ser levaduras capaces de establecer
infecciones micoticas del sistema nervioso central, potencialmente mortales:
coccidioidomicosis, histoplasmosis, blastomicosis, esporotricosis y paracoccidioidomicosis,
entre ellas. Enyiukwu (2018).

Candida albicans, un patégeno microbiano adaptado al huésped humano, cominmente
coloniza varios sitios anatomicos sin causar dafios notables. Sin embargo, dependiendo de
las condiciones ambientales, puede ocurrir una variedad diversa de enfermedades, que van
desde infecciones sistémicas mucosas hasta invasivas que resultan en dafios favorecidos por

otros microorganismos y/o por condiciones fisioldgicas del huésped. Jabra-Rizk (2016).

Estos antecedentes invitan a la reflexion en la basqueda de nuevas alternativas terapéuticas,
tomando en consideracion la extensa variedad de plantas medicinales que ofrece nuestro

pais.



CAPITULO |

Planteamiento del problema

1.1 Descripcion de la realidad problematica:

Verbena litoralis kunth (verbena) es una planta fanerégama, que pertenece a la
familia de las verbendceas. Esta especie es de distribucién regional en américa y es
conocida como una planta nociva en algunos lugares, donde fue usada desde la
antigiiedad en tratamientos de heridas y golpes gracias a que es una planta con
muchas propiedades terapéuticas tales como cicatrizante, analgésicas,
antimicrobianos, antirreumatico, antinflamatorio, ayudando también a combatir la

ansiedad y el insomnio. Chévez (2019).

La incidencia de infecciones fungicas ha incrementado en los ultimos afios tanto en
frecuencia como en importancia, teniendo una tasa de mortalidad muy alta en
pacientes HIV. En Perd, en estudios realizados en pacientes con VIH/SIDA, se
encontrd un total de 581 174 casos de enfermedades fungicas, de los cuales 1557
casos son causados por el hongo Candida. El género Candida es uno de los mas
importantes responsables de las infecciones fungicas atacando tanto a la piel, ufas,
mucosas vaginales, mucosas gastricas y 6rganos en general, presentando un 80% de
probabilidad de contagio dentro de un hospital o en pacientes con el sistema

inmunologia bajo (inmunosupresivos y pacientes con VIH). Macalupu (2018).

El porcentaje de resistencia a los diferentes farmacos que sirven para tratar
enfermedades ocasionadas por bacterias y hongos ha incrementado a diferencia de
épocas pasadas en el Perl, esto se debe a que evolucionan y crean barreras
resistentes por el uso constante de antibacterianos, antifungicos por los pacientes e
incluso a veces usadas sin supervision médica. Por ejemplo, los medicamentos que
son utilizados para tratar la tuberculosis (TBC) cada vez son mas resistentes a las
bacterias por lo cual estos tienden a ser cambiados por medicamentos de mayor
eficacia con el consiguiente efecto dafino o tdxico para la salud del paciente por los
efectos adversos que pueden presentar o por la concentracion que se les administra

que en ciertos casos suelen ser muy elevados con el fin de curar la enfermedad.

También se puede observar resistencia a algunos farmacos anti fangicos el cual se
debe al tipo de huésped o tipo de microorganismo causante de la enfermedad lo que

complica y hace mas dificil su tratamiento, siendo necesario realizar pruebas de



sensibilidad con el fin de conocer el tipo de anti fungicos que hace sensible al hongo

y asi instaurar un nuevo tratamiento. Macalupu (2018).

En el Per( existen antecedentes que demuestran que la Verbena litoralis kunth tiene
una gran cantidad de beneficios que ayudan a tratar afecciones causadas por
microorganismos del mismo ambiente peruano. Esta planta a veces es usada como
un antifangico natural para tratar infecciones micoticas y dérmicas de la piel siendo
asi una alternativa no farmacologica en el tratamiento de este tipo de enfermedades.
Garcia (2017).

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
e (EIl extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth “verbena”

tendra actividad antifangica in vitro frente a C. albicans ATCC 102317

1.2.2 Problema especifico

e Cual seré la actividad antifungica a diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth frente a Candida albicans
ATCC102317?

e ;Tendra mejor actividad antifingica el extracto foliar hidroalcoholico
Verbena litoralis kunth que el fluconazol frente a Candida albicans ATCC
102317

1.2.3 Objetivo general
e Screening fitoquimico del extracto hidroalcoholico de las hojas de Verbena

litoralis kunth “verbena” y evaluar la actividad antifungica in vitro frente a
C. albicans ATCC 10231.

1.2.4 Objetivos especificos

e Identificar la actividad antifngica de las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcoholico de Verbena litoralis kunth frente a Candida
albicans ATCC 10231,

e Evaluar si el extracto hidroalcohdlico de Verbena litoralis kunth presenta
mayor actividad antifungica que el fluconazol frente a Candida albicans
ATCC 10231.



1.3 Justificacion de la investigacion:

Segun Rodriguez (2017) el estudio realizado en un hospital nacional de Lima-
Callao en el 2015, reportd la presencia de la especie Candida albicans en un 28.1%
como responsable de las infecciones fungicas tanto dentro de un hospital como
fuera de él, siendo un 71.9% de las especies Candida no albicans los causantes de
las infecciones flngicas. En este estudio también se conocid cuatro casos de
resistencia a fluconazol, cuatro al posaconazol y uno al voriconazol. A la fecha estos
porcentajes se han ido incrementado y aumentado en la resistencia a los azoles.
Rodriguez (2017).

Siendo Verbena litoralis kunth una planta silvestre que crece de forma natural en
diversas regiones de nuestro pais y conocido su uso como planta medicinal por la
poblacion andina, para calmar sus diferentes dolencias, ayudar a cicatrizar lesiones
cutaneas de la piel y tratar infecciones como las micosis. Garcia (2017) Resulta
imprescindible realizar el screening fitoquimico con el fin de evaluar el contenido
de alcaloides, flavonoides, terpenoides, polifenoles, etc., lo que contribuird al uso

adecuado de este recurso y la mejora de los procesos relacionados a la candidiasis.



CAPITULO 11

Fundamentos tedricos
2.1 Antecedentes de investigacion

2.1.1 Nacionales
El Pert es rico en flora y fauna, con variedades de plantas con potencial para el
desarrollo de diferentes estudios cientificos en busca de sus componentes o

principios activos, que pudieran ser empleados con fines medicinales.

Sanchez y Frank (2010) Tingo Maria-Per( estudiaron: la accién anti fangica del
extracto de las hojas de dos hierbas medicinales verbena (Verbena officinalis),
matico (Piper angustifolium) y las hojas de los frutos de gayaba, los hongos
patdgenos evaluados fueron Trichophyton sp. Y Microsporum sp. El resultado
mostré una alta efectividad de los extractos al 1%. De verbena y matico frente a

Trichophyton sp. y Microsporum sp.

Milla (2018) Ancash—Peru, evalud: la accion del extracto de Uncaria tomentosa
(uiia de gato) frente a Candida albicans. Los resultados fueron negativos.

Benavides y Castro (2007) Trujillo-Peru, evaluaron: la actividad anti fungica de los
extractos del fruto maduro de Solanum mammosum tintona ante a C. albicans,
Trichophyton rubrum, Microsporum canis empleando 9 extractos segin el método

de kirby Bauer. Encontrando que el extracto presenta actividad anti fangica.

Véasquez (2018) Trujillo-Peru, realizo: ensayos con el aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla) en cultivos de C. albicans en agar Saboraud utilizando al
fluconazol a 150 mg como control positivo. Se demostré que la concentracion de

manzanilla al 10% present6 mayor poder de inhibicidn.

Jara (2019) Chimbote-Per, realizaron un estudio empleando un shampoo elaborado
con el extracto de Schinus molle (molle), frente c. albicans. Los resultados
mostraron que el champu al 20 % tiene mayor actividad de inhibicion con un halo
de 13mm sensible a las cepas de Candida albicans, mientras que el shampoo al 10%

solo obtuvo un 11 mm, a comparacion con el patrén con un halo de 15mm.



2.1.2 Internacionales

Cafiar y Paraguay (2017) Cuenta-Ecuador, aplicaron: técnica de micro dilucion en
placa sembrada con Candida albicans ATCC 90028, empleando extractos

hidrofilicos y lipofilicos de diferentes plantas siendo los resultados negativos.

El y Zhang (2019) china, realizaron: una investigacion para encontrar una relacion
entre la composicién quimica y la actividad antifingica del aceite esencial de
Clausena lansium frente a Candida spp para esto utilizaron el método de difusion
en placas Petri. Los resultados mostraron que el aceite esencial del pericarpio de C.
lansium tiene mayor actividad antifungica frente a Candida spp. Con un rango de
halo 11 mm vy el aceite esencial de las hojas de C. lansium tiene menor actividad

intifungica con un halo de 6 mm.

Valverde (2017), Quito Ecuador, evalud la afectividad del aceite esencial del
orégano frente a C. albicans utilizando como control positivo a la nistatina. Los
resultados mostraron una diferencia significativa sobre las levaduras en

comparacion con nistatina

Vallejo (2018) Quito-Ecuador, realizo: un estudio con Cassia reticulata para probar
su accion frente a Candida albicans; Empleando como control positivo los
medicamentos nistatina y ketoconazo. Los resultados mostraron actividad
inhibitoria al 75y 100% de las concentraciones de Cassia reticulata no alcanzado la

dosis letal media.

Chamba (2015) Quito-Ecuador, evalud: los aceites esenciales de orégano e hierba
luisa frente a cepas de C. albicans empleado como medicamento control a la
nistatina. Los resultados mostraron que los aceites de O. vulgare y C. citratus tienen
mayor actividad anti fangico comparado con el control positivo del medicamento

nistatina.



2.2 Bases tedricas

Aspecto botanico familia Verbenaceae

Esta familia esta integrada por mas de 100 géneros y mas de 2,600 especies que
estan distribuidas en diferentes regiones tropicales, esta especie crece una cantidad

limitada en regiones templados. Dellacassa (2010).
Entre ellas mencionaremos lo siguiente:
- Género Verbena

Especies: V. bonariensis var. bonariensis, V. cuneifolia, V. hispida var.
Hispida, V. litoralis var. litoralis.

Atributo morfolégico: Hierbas perennes cuyo fruto es un esquizocarpo que
en la madurez se separa en 4 mericarpos.

Atributo funcional: Género de las regiones templado-célidas del mundo, 44
especies en total, pero su nucleo de diversificacion se encuentra en América

del norte.
- Género Rhaphithamnus

Especies: Rhaphithamnus spinosus (“arrayan macho”), R. venustus (“juan
bueno”).

Atributo morfoldgico: Arbusto o arbolito con espinas caulinares y con un
fruto drupéceo. Las flores se ubican en las axilas de las hojas o en la base de
las espinas.

Atributo funcional: Dos especies en Chile, muy polimorfas. R. spinosus
habita en el centro y sur de Chile, mientras que R. venustus solo habita en

Juan Fernandez.

- Género Junellia

Especies: J. aretioides, J. bryoides, J. caespitosa, J. crithmifolia, J. digitata
Atributo morfoldgico: Arbustos de hasta 2 m de altura pero que también
forman cojines o placas. Su fruto es un esquizocarpo que en su madurez se

separa en cuatro mericarpios.



Atributo funcional: 39 especies americanas (Bolivia, Perd, Argentina y

Chile), 24 taxas en Chile. Nanofanerofitas y caméfitas.

- Género Glandularia

Especies: G. araucana, G. atacamensis, G. berteroi, G. corymbosa, G.
gynobasis, G. laciniata, G. landbeckii, G. lipozygoides, G. multiglandulosa,
G. porrigens, G. ribifolia. G. Peruvian

Atributo morfoloégico: Hierbas perennes que tienen por fruto un
esquizocarpo que se separa en cuatro mericarpos en la madurez. Flores con
corola hipocrateriforme de color rojizo, purpura, violaceo, rosado, lilacino,
blanco, blanquecino o amarillo, ademas presenta cuatro estambres
(didinamos) insertos en la mitad superior del tubo corolino, de los cuales, al

menos dos, presentan glandulas apicales porriformes.

- Género Aloysia

Especies: Aloysia deserticola (“rica-rica”), A. gratissima var. gratissima, A.
salviifolia, A. tarapacana, A. trifida (“oreganillo”).

Atributo morfoldgico: Arbustos achaparrados que tienen por fruto un
esquizocarpo que a la madurez se separa en dos mericarpos. Tienen hojas

carnosas. Citriodora (2017).

Caracteristicas de la familia Verbenaceae

Se caracterizan por ser hierbas, arbustos o arboles, de tallos cuadrangulares, hojas
opuestas o verticiladas, simples o compuestas palmadas o pinnadas, estipuladas.
Inflorescencia variable, bracteadas, flores bisexuales o poligamas por aborto;
zigomorfas o raro actinomorfas, periantio pentamero. Céliz de 5 sdpalos a veces
dentados, persistentes; corola con tantos l6bulos como el céliz, salviforme o
campanulado. Estambres 5 pero comunmente 4 didinamos, el quinto representado
por un estaminoide a veces tres. Anteras con dehiscencia longitudinal, introrsas.
Ovario supero, carpelos 2; placentacion axil (a veces parietal) rudimentos solitarios

y anatropos. Montiel (1994).



Distribucion geografica de la familia Verbenaceae
Cordova y Casas (2003) nos dice que se distribuye ampliamente en el continente

americano, desde el sur de Estados Unidos hasta Nordeste de Argentina.

En el PerG se encuentra distribuida en los departamentos de Cajamarca; Amazonas;
San Martin; Ancash, Lima; Huanuco, Junin; Loreto (Yarina. rio Napo, Padre Cocha,
rio Nanay Panguana 1° y 2° zona, rio Amazonas, San José, rio Itaya, Corazon de
Jesus, rio Mazan. Ushpacafio, rio Itaya Indiana Tahuayo, Fernando Lores Carretera
Iquitos-Nauta km 45: Arequipa, Cusco. Tacna. La familia es mas abundante en los
Tropicos. IIAP (2017).

Clasificacion botanica
Esta familia del reino plantae consta de muchos especies y géneros, distribuidas en

diferentes regiones tropicales y templadas. O'Leary y Mulgura (2010)

Se encuentra clasificadas en:

- Reino : Plantae

- Division : Magnoliophyta

- Clase : Magnoliopsida

- Orden : Lamiales

- Familia : Verbenaceae J.St.-Hil.

Género Verbenaceae

Esta familia esta integrada por mas de 100 géneros y mas de 2,600 especies que
estan distribuidas en diferentes regiones tropicales, esta especie crece una cantidad
limitada en regiones templado. Dellacassa (2010).
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Distribucion geografica Verbena litoralis kunth
Pertenece a la rama de las especies de la familia verbenaceas

Es una hierba que crece normalmente en el centro de américa y toda
Sudamérica especificamente en las amazonias y es conocida como una planta
toxica y nociva, puede crecer en cualquier tipo de tierra incluida pedregales.
USDA (2010).

Habitat de la especie Verbena litoralis kunth

Esta especie tiene como habitat los bosques primarios y los bosques
residuales. También crecen en los bosques secundarios y en las terrazas

aluviales laterales a los rios e inundados temporalmente. Perez (2002).

En nuestro pais se puede encontrar esta planta tanto en la costa, en la sierra 'y
en la selva, puede crecer a una altura de 4,000 msnm. Es una planta silvestre
pero se puede cultivar por motivos comerciales, para ello no es necesario un
tipo de clima especifico ya que puede crecer en cualquier estacion del afio y en

cualquier tipo de tierra pero que tenga una buena fuente de agua. Ruiz (2019).
Caracteristicas del género Verbena litoralis kunth

Esta especie herbacea tiene una caracteristica en las hojas ya que son opuestas,
levemente trilobadas y normalmente poco cerradas a la mitad, puede tener
varias formas, pero normalmente son delgadas tiene pelos internos y externos
y un tallo en forma cuadrangular, no tiene pelos o en algunas poco, sus flores
son pequefias y miden 4 mm, son de color lila claro, su espiga puede legar a
medie hasta 6 mm de didmetro, sus bracteas pueden ser tan largas como el
caliz. Vibrans (2010).

Morfologia de la especie Verbena litoralis kunth

Caracteristicas del arbusto

Hierba silvestre que habita en terrenos duros y abiertos a las orillas de los
caminos, rastrojos y cerca de las casas. Su altura aproximada es de 30 a 50 cm.

Tiene tallo delgado y ramoso con hojas opuestas lanceoladas y aserradas, sus
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flores son pequefias de color purpura rosacea, crecen como espigas delgadas.
Jaramillo (2003).

Las hojas

Hojas sésiles, simples, opuestas; limbo linear-lanceolado a ovado-lanceolado
3-10 cm de long. X 0.5-2 cm de ancho, margen cerrada, apice agudo, base
atenuada; lamina diminutamente pubérula, tricomas simples, de menos de 0.05
mm de long. Normalmente aserradas en la mitad superior de la hoja, con el

tubo de las flores con pelos internos y externos. Fuentes (2006).
Las flores

Flores pequefias violaceas, dispuestas en espigas cilindricas terminales de
hasta 8 cm de longitud. De Marco (2011).

Tallo

Tallos cuadrangulares, ramificado en el tercio superior, vastagos fuertemente

ascendentes. Fuentes (2006).

Semilla

Con o sin endosperma, embrion recto.
Uso en la medicina tradicional

Verbena litoralis Kunth utilizada cominmente como medicina tradicional en el
Centro y Sur de América contra diarrea, fiebre, desordenes gastrointestinal y

algunas enfermedades de transmisiones sexuales. Castro (1990).

Esta especie es una hierba popularmente utilizada al Sur de Brasil como
desintoxicante del organismo, en diarreas y desordenes gastrointestinales, y también
por sus propiedades antifebriles. Ademas de eso, recientemente han sido publicados
trabajos sobre actividad antimicrobiana, antioxidante y sobre a actividad activadora
del factor de crecimiento neural presentada por compuestos encontrados en esa
planta. Castro (2004).
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Carrillo y Moreno (2006) reporta el uso tradicional, mediante la metodologia
TRAMIL, a la decoccién de las ramas de Verbena litorales "Verbena"

administradas via oral para gripe, Tos y dolor de cuerpo.

Recientemente se han reportados propiedades analgésicas y antimicrobiana para el
verbascosido y han sido estudiados algunos iridoides como potenciales agentes
antimicrobiales y antitumorales. Estos estudios han demostrado que los iridoides,
como glucosido™, no tiene actividad alguna, sin embargo, bajo hidrolisis enzimatica
potencia la actividad antimicrobiana y antitumoral. También han sido publicados
trabajos sobre la actividad antimicrobiana, antioxidante y también sobre la
Actividad activadora del factor de crecimiento neuronal presentada por compuestos

encontrados de esta planta. Rojas (2013).

Gracias a que tiene abundante contenido de vitaminas A, B y C, la verbena tiene
diversas propiedades medicinales como ya hemos visto se utiliza en infecciones y
colicos estomacales, tifoidea, bronquitis, dermatitis, paludismo, Ulceras y diabetes.
También es un efectivo expectorante, laxante, antitusigeno y purificador de la

sangre.
Composicion quimica

Blair y Madrigal (2005) nos dice que esta especie se reportan monoterpenos como la
verbenalina, aislada de las hojas. A nivel de la familia Verbenaceae se reportan
glicosidos iridoides. Flavonoides, esencias, saponinas, alcaloides, compuestos

fenolicos, diterpenoides, taninos, triterpenoides o esferoides.
La piel humana

La piel es un 6rgano que proporciona una cubierta protectora elastica y autor
regenerativa para el cuerpo. La piel constituye del 7 al 20% del peso corporal. Un
varon adulto de unos 75Kg de peso tiene 5 a 15 kg de piel. Guillamas (2017).
La piel esta formada por tres capas que, desde la mas superficial a la mas profunda,
son las siguientes:

- Epidermis

- Dermis



a)

b)
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Hipodermis o tejido celular subcutaneo. Vasquez (2009)

Epidermis

La epidermis es una estructura que se renueva constantemente, tiene un
espesor de 0.4 a 1.5 mm, mientras que el espesor total de la piel es 1.5 a 4.0
mm. Fitzpatrick (2009).

Es la parte externa de la piel y consta de varias capas celulares. La capa mas
externa es el estrato cérneo (capa cornificada), que, formado por células
escamosas muertas rellenas de queratina y densamente empaquetadas, actla
como principal barrera mecanica para proteger el organismo de las

exposiciones ambientales y los patdgenos, y limita la pérdida de agua.

Las queratinas contenidas en el estrato corneo se sintetizan en las capas
inferiores de la piel, a partir de la capa basal, que contiene también las células
madre que facilitan las propiedades regeneradoras de la piel. Cuando los
queratinocitos maduran, pasan desde la capa basal a través de las capas

granular y espinosa a la cornificada, en un proceso que dura 28 dias.

La gruesa piel de las palmas de las manos y las plantas de los pies contiene
una capa adicional en comparacién con otras partes del cuerpo, llamada
estrato lucido, situada justo debajo del estrato cérneo. Por otra parte, la piel
mucosa carece de estrato cdérneo, lo que facilita la difusién a través de la
superficie cutanea. El estrato basal contiene también melanocitos, las células

que sintetizan melanina, que es la que aporta a la piel su color.
Dermis

La dermis es una capa de tejido conjuntivo, densamente vas-cularizada, que
soporta y separa la epidermis del tejido adipo—so. Las papilas interdigitales
fijan la epidermis a la dermis y proporcionan nutricion a las células
epidérmicas. La elastina, el colageno y las fibras reticulares aportan
resistencia, fuerza y estabilidad. Las fibras nerviosas sensitivas localizadas en

la dermis forman una compleja red que media la percepcion del dolor, el tacto
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y la temperatura. La dermis contiene también nervios motores autbnomos, que
inervan los vasos sanguineos, las glandulas y los muasculos erectores de los
pelos. Ball (2019).

Hipodermis

La dermis se conecta los tejidos subyacentes a través de la hipodermis, una
capa subcutanea constituida por tejido con-juntivo laxo lleno de células
adiposas. Esta capa adiposa genera calor y proporciona aislamiento, absorcion

de los choques y reserva de calorias.
Tipos de piel

El tipo de piel depende de la cantidad de aceite que se produce en los foliculos

de las glandulas sebéceas y la cantidad de lipidos en las células. Scali (2011).
Existen cuatro tipos basicos de piel:

a) La piel seca

b) La piel normal

c) La piel mixta

d) La piel grasosa
Alguna patologia de la piel

Las infecciones cutaneas se deben a diversas causas como, por ejemplo: la
mala higiene personal, diabetes, el sistema inmunologico, terapias con
corticoides sistémicas o topicas. Algunas patologias de la piel se deben a una
infecciébn por bacterias como el Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes. Este tipo de infecciones cutaneas por bacterias se presenta en un

70% en la actualidad
A continuacion, mencionaremos algunas enfermedades de la piel:

e Queratolisis punctata
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Producida por la bacteria Corynebacterium. Se caracteriza por depresiones
pequerias crateriformes de 1 a 7 mm en el estrato corneo de zonas de apoyo de
pies. Confluyen y forman amplios crateres. Generalmente asintomatica, se

asocia a hiperhidrosis y bromhidrosis (mal olor).
e Micosis superficiales

Las micosis superficiales corresponden a infecciones producidas por hongos
filamentosos (dermatofitos) o por levaduras (candida) que invaden tejidos

queratinizados: piel, pelo y ufias. Se le denomina dermatofitosis o tifia.
e Candidiasis

Es una micosis que se produce por hongos enddgenos y oportunistas del
genero Candida, este hongo se encuentra en las microbiotas orofaringeas,

vaginales y gastricas lo cuales se pueden aislar en los pliegues cutaneos.
Entre ellas tenemos:

a) Candidiasis Mucocutanea.
Candidiasis oral: atacan principalmente en la lengua (glositis), pero se
puede expandir a toda la boca (estomatitis). Las sintomatologias se
presentan con placas pseudomembranosas con un fondo eritematico,
algo parecido a restos de leche. Este sintoma se presenta con ardor que
no permite alimentarse, a lo cual se le denomina algorra 0 muguet.

Al desprender estas placas dejan una superficie enrojecida:

Candidiasis genital: Esta enfermedad son manifestaciones con mayor
frecuencia en mujeres, varones. Tiene una caracteristica de color
blanquecina con mucosa bulbar eritematosa y en varones se desarrolla
balanitis superficial, presentado lesiones a nivel genitales como: glande
y surcobalanoprepucial. Teniendo como tratamiento alternativo con
imidazolicos “clotrimazol” uno a dos semanas, presentacién crema,
antimicdticos sistemicos como itraconazol 1g, fluconazol 150mg la

dosis respondiente es 1 semanal luego repetir de una semana.
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b) Candidiasis Cutanea
Intertrigo candidiésico: la sintomatologia aparece con un pliegue como
placa eritematosa brillante con un borde marcado con escamas y
lesiones papulares. El tratamiento consiste en aplicar una crema topica
de clotrimazol por una o dos semanas, también se puede iniciar un
tratamiento con antimicéticos sistematicos como itraconazol o

fluconazol una pastilla o capsula por semana.

Paroniquia: Afecta de preferencia ufias de manos, se presenta como
inflamacién de pliegue periungueal, y cambios de coloracién ungueal.
Tratamiento: drenaje en caso necesario, fluconazol 150 mg /semana por

2 a 4 semanas.

e Acnhé

Es una patologia que se caracteriza por una inflamacién de la unidad
pilosebacea; se presenta a cualquier edad, incluyendo al neonato debido al paso

de testosterona por la barrera placentaria. Zeas y Ordofiez (2016).

La Mucosa
La mucosa es un tejido de recubrimiento que segrega mucosidad, lo que la mantiene
en estado de humedad permanente. Gracias a esa mucosidad, retiene los gérmenes,

actuando como una capa protectora. Schneider (2004).
Tipos de 6rganos mucosas Yy su funcion

Hay membranas mucosas dentro de la nariz, la boca, los pulmones y muchas

otras partes del cuerpo.
e Mucosa bucal

La mucosa bucal esta formados por epitelios y tejidos subyacentes que
tiene la funcion de la proteccion a la cavidad oral o bucal, suele estar

asociada a diversas glandulas secretoras de saliva, moco, enzima y
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anticuerpos, teniendo en cuenta la adaptacion de la normalidad que son el

resultado de muchos cambios evolutario. De la Rosa (2003).
e Mucosa del intestino

La mucosa del intestino se comporta como una barrera fisica que impide la
entrada en el organismo de microorganismos y antigenos existentes en su
luz. En esta funcion de barrera se distinguen en el intestino dos tipos de
mecanismos que actdan de forma coordinada, los no inmunolégicos y los
inmunoldgicos. Entre los primeros destaca la secrecion clorhidropéptica
gastrica, las células epiteliales, con su membrana basal y los sistemas de

unién intercelular, y la motilidad gastrointestinal. Arias (1999).
e Mucosa en los genitales

El aparato genital o reproductor femenino es el sistema sexual femenino.
Junto con el masculino, es uno de los encargados de garantizar la

reproduccion humana.

La mucosa vaginal es la secrecion procedente del cuello del Gtero y las
paredes de la vagina cuya finalidad es la de lubricar la zona para facilitar

las relaciones sexuales. Alanso (2019).

Unas
Las ufias son laminas queratinizadas que en encuentran en la zona distal de los

dedos de los pies y manos en la region dorsal. Pefia (2007).
Patologia de la ufa

Aunque son estructuras queratinizadas, pueden padecer infecciones de
diferente etiologia. Estas alteraciones que se producen pueden ser a veces

dolorosas donde se requerira tratamiento quirudigico. Vidal (2012).

« La oniquia es una inflamacion de la matriz con formacién de pus,
enrojecimiento y desprendimiento de la ufia. Las causas de la oniquia
son a menudo una inadecuada higienizacion de los implementos y

una infeccion bacteriana.
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La onicocriptosis, comun llamado ufia encarnada o ungis incarnatus,
es una afeccion comdn, principalmente se origina en los dedos de los
pies, en la que la ufia crece excesivamente en el pliegue ungueal
lateral, provocando un cuadro inflamatorio con dolor e infeccion.
Pefia (2007).

La onicomadesis es la separacién, caida de la ufia o perdida de la
lamina ungueal. En la mayoria de los casos se debe a una infeccion
localizada o a lesiones menores del lecho de la matriz. Si no hay una
infeccion activa presente, se puede realizar una manicura basica.
Novel y De Planell (2005).

La paroniquia es una inflamacion bacteriana del tejido que rodea la
ufia. Los sintomas son enrojecimiento, inflamacion.

La psoriasis ungueal causa pequefios hoyos o0 una aspereza intensa
en la superficie de la ufia. A veces los hoyos aparecen aleatoriamente
y otras veces en filas uniformemente espaciadas. Esta patologia
puede hacer que la ldmina parezca haber sido limada con un abrasivo
aspero, originar un borde libre irregular o presentar todos los
sintomas mencionados. La psoriasis ungueal no es una enfermedad
infecciosa, pero puede afectar el lecho de la ufia al provocar manchas
de color amarillento o rojizo debajo de la superficie de la ufia. Scali
(2011).

Onicomicosis

Viene a ser la presencia de hongos en la ufia. Esta se pone de color
marron o amarillo, engrosandose y volviéndose fragil aumenta. Vidal
(2012).

La onicolisis es el despegamiento de la ufia de forma esponténea,
comenzando por el margen libre, puede estar asociados a
enfermedades como psoriasis, dermatitis o también por causa
medicamentosa como la antipaltdicos, antineoplasicos o el
cloranfenicol. Vidal (2012).
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Candidiasis

Grupo de infecciones causadas por Candida albicans o por otros miembros del
género Candida, dichos microorganismos infectan la piel, ufias, mucosas y el tubo
digestivo, también pueden infectar drganos internos produciendo enfermedad
sistémica. Este género abarca alrededor de 150 especies, la mayoria de las cuales no
afectan al hombre. Vilata (2005).

Tipo de candidiasis

e Candidiasis cutanea
Suele estar causada por un hongo llamado Candida albicans, esta
enfermedad se desarrolla en zonas humedas y marcadas como por
ejemplo en la ingle, cuello, nalgas, en el abdomen de personas obesas,
personas hospitalizadas y personas ancianas y debajo de las mamas,

causando erupciones cutaneas y mucha picazén. Healthwise (2017).

e Candidiasis bucal u oral
Son lesiones que tienen un aspecto cremoso que afecta a los labios,
mejillas, lengua y paladar por ser zonas himedas. Es recurrente en
personas que sufren de un sistema inmunologico bajo o en bebes
lactantes, presentan sintomas como manchas que causan escozor e incluso
dolor a la hora de comer. Se hace el tratamiento con enjuague bucal de
nistatina o con Fluconazol por via oral. Pinheiro (2019).

e Candidiasis esoféagica
Cuando la infeccion pasa de la boca al es6fago, causa esofagitis, dolor y
dificultades para diluir el alimento. Mayormente estos casos se dan en
personas enfermos de SIDA, diabetes, cancer, tratamiento con
antibioticos como el omeprazol, entre otros. El principal sintoma de la
candidiasis esofagica es dolor al momento de la alimentacion oral llamada
odinofagia. Guirao y Arias (2006).

e Candidiasis profunda
Los hongos llegan al torrente sanguineo diseminandose por todo el
cuerpo, lo que produce una septicemia (infeccion grave y generalizada).
Es especialmente frecuente en personas con sistemas inmunol6gicos

débiles o con enfermedades graves, y puede provocar la muerte.
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e Candidiasis vaginal
Existe una probabilidad o una sospecha que se puede producir por el uso
constante de antibidticos, de anticonceptivos o en personas diabéticas y
en mujeres con alteraciones de su pH vaginal. Casi el 75% de las mujeres
pueden sufrir candidiasis vaginal a lo largo de su vida. MedlinePlus
(2019).

Candida albicans

Es un hongo comensal que coloniza en el humano, las mucosas de los tractos
gastrointestinales y genitourinarios. Aunque es el mas frecuentemente aislado en
tejidos, sangre y otros liquidos corporales, no suele haber evidencia clinica de
invasion organica.

Por ejemplo, aunque el 50 6 75% de las autopsias demuestran la invasion hepatica,
las concentraciones plasmaticas premorten de ALT (alanina aminotransferasa), AST
(aspartato amino-transfcnisa) y fosfatasa alcalina no son patoldgicas. Arias (1999)
Antifungicos azoles

Sanchez (2014) nos dice que los azoles son agentes fungistaticos de amplio

espectro.

Son compuestos aromaticos derivados del pirrol, furano y tiofeno, en el que se ha

sustituido uno o varios grupos —CH — por un atomo de nitrégeno. Garcia (2001).
Los compuestos méas recomendados en las diferentes guias de tratamiento son:

e |traconazol
e Fluconazol

e Posaconazol.

Los dos primeros son farmacos de primera linea y el Gltimo esta indicado en casos
refractarios o recaidas. Estas sustancias tienen la caracteristica de poder
administrarse por via oral o parenteral, por tiempos prolongados y con excelente
tolerancia y efectividad. Gonzélez (2016).

Clasificacién de los azoles

En funcion del nimero de nitrégenos que posee el anillo se dividen en
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e Imidazol: miconazol, clotrimazol, ketoconazol.
e Triazoles: fluconazol, itraconazol, (ketoconazol).
e Triazoles de segunda generacion: voriconazol, ravuconazol,

posaconazo

Son antimicéticos que cumplen la funcion de inhibir la demetilacion del
lanosterol en la membrana del hongo, para evitar que se produzca el esterol
esencial que da integridad a la membrana citoplasmatica del hongo. Allevato
(2007).

Fluconazol
El fluconazol es un triazol hidrosoluble, usado en el tratamiento y prevencion de
infecciones fungicas superficiales y sistémicas puede usarse por via oral y por

intravenosa. Tripathi (2008).

Es una toxina en forma de polvo a granel, se presenta como un polvo cristalino
blanco o casi blanco, presenta polimorfismo. Facilmente soluble en metanol, soluble
en alcohol y acetona; poco soluble en 2-propanol y cloroformo; ligeramente soluble

en agua; muy ligeramente soluble en tolueno.

Estructura quimica

Figura 1: Estructura quimica del fluconazol, la
estructura contiene Cy3H;,NgF,O fuente:
Chemsketch.
Mecanismo de accion
Ruiz y Moreno (2006) nos dice que el fluconazol es un bistrazol que inhibe la
sintesis de ergosterol mediante la inhibicion de la enzima 14o-lanosterol-

desmetilasa.
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Entonces podemos decir que su mecanismo de accion fundamental consiste en
la inhibicién del citocromo P-450 fungico mediado por la desmetilacion del
14-alfa-lanosterol, etapa fundamental en la biosintesis del ergosterol flngico.
La acumulacién de 14-alfa-metil esteroles se relaciona con la consiguiente
pérdida de ergosterol en la membrana de la célula fungica y puede ser

responsable de la actividad antifngica de fluconazol.

Accion farmacoldgica y efectos adversos
Es un inhibidor potente y especifico de la sintesis de esteroides en los hongos.
Actua sobre las enzimas fungicas dependientes del citocromo P450.

Tripathi (2005) comenta que tiene pocos efectos colaterales, entre ellos son:
nauseas y vomitos, diarrea dolor abdominal externa y cefalea. La selectividad
por el citocromo P450 flngico es mas alta; a diferencia del KTZ, no inhibe la
sintesis de esteroides en el hombre, es asi que no llega a causar efectos
colaterales, anti androgénicos ni endocrinicos. No es recomendable en mujeres

embarazadas ni las que dan de lactar.

Farmacocinéticas

El fluconazol se administra por via oral e intravenosa. La farmacocinética de
ambos fluconazol IV y oral son similares. La absorcion gastrointestinal es
rapida y casi completa. La biodisponibilidad oral es superior al 90% en ayunas
en los adultos, y las concentraciones séricas maximas se alcanzan en 1-2 horas
después de la administracion oral. La comida no afecta ni a la velocidad ni el
grado de absorcion. A diferencia de ketoconazol, el pH gastrico no tiene
ningun efecto sobre la biodisponibilidad del fluconazol. Las concentraciones
séricas maximas y el AUC aumentan en proporcion a la dosis. Las
concentraciones plasmaticas de fluconazol en el estado estacionario se
alcanzan dentro de 5-10 dias a dosis en el rango de 50-400 mg / dia, y el plazo
de 2 dias cuando se administra por primera vez una dosis de carga de doble de
la dosis diaria habitual. Fernandez (2009).
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2.3 Marco conceptual

Candidiasis o Candidosis: Es una patologia con mas frecuencia en estaciones
climaticas de temperaturas altas recurrente con intensidad en mujeres, causada por
levaduras del género Candida, presenta manifestaciones clinicas extremadamente
variables de evolucién aguda, subaguda, crénica, este hongo puede causar lesiones
cuténeas, a nivel muco cutaneas, profundas o diseminadas. Biasoli (2018).
Morfologia: Es la rama de la ciencia que nos reporta con una disciplina que nos
manifieste al nombre de Morfologia. De hecho, el término morfologia designa
comunmente el estudio de la forma o formas que reporta los objetos que estudia
diversas ciencias y las variantes que estas formas pueden que presentarse. La cual, si
el profano se asoma a nuestra disciplina con este criterio, probablemente se
equivocara al tratar de deslindar el objeto de la Morfologia del lenguaje. La
terminologia morfologia no designa, como se podria deducir de su etimologia, el
estudio de las formas linguisticas. El significado morfologia designa Gnicamente un
subconjunto de esta manera: aquellas que se dan dentro de la palabra entre las
unidades menores que ella. Bosques (1983).

Antifungica y resistencia: la definicion de este concepto se refiere al crecimiento
de los microorganismos patdgeno es inhibido por la concentracion del agente
antimicrobiano los pardmetros mas altos recomendados para estas cepas silvestres.
Resistencia clinica: los microorganismos patogeno infectante es inhibido por la
cantidad de dosis de agente antimicrobiano que se relaciona con una alta seguridad
de falla terapéutica (no responde la inhibicion con las concentraciones dadas con
dosis correspondientes de los antifungicos. Pfaller (2012).

Farmacocinética: es una ciencia o rama que parte de la farmacologia humana, con
fundamentos matematicos muy extensos, pero representado con definiciones
bésicas, esto se refiere a que, si bien los procesos para que una droga sea absorbida,
distribuida, metabolizada y finalmente excretada pueden ser sumamente compleja,
la cinética el “estudio matematicos” de tal manera que los procesos en su conjunto
tiende a momificarse procesos de primer paso que son sumamente sencillos
“cinética de primer orden”; donde mayormente existen alguna proporcionalidad
entre concentracion recibida de un medicamentos y la dosis administrada, donde se
reconoce como cinética lineal. Si la densidad recibida a partir de la dosis de un

medicamento no es proporcional a dicha dosis y/o eliminacién de la droga no es
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proporcional a esa densidad, se define que la droga no tiene una cinética lineal.
Pascuzzo (2008).
Farmacologia: ciencia que se encarga a estudiar la composicion, propiedades y la
accion terapéutica de los medicamentos, de manera general (estudia todas las
facetas de la interaccion de las sustancias quimicas con los sistemas bioldgicos).
Pascuzzo (2008).

2.4 Hipdtesis
2.4.1 Hipotesis general
e EI extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth (verbena)

presenta actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC 10231.

2.4.2 Hipotesis especifico

e EI extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth presenta
actividad antifangica a diferentes concentraciones frente a Candida
albicans ATCC 10231.

e El extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth presenta mejor

actividad antifangica el fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231

2.5 Operacionalizacion de variables e indicadores
Tabla 1.

Variables e indicadores del proyecto de investigacion

VARIABLE DEFINICION ,
DIMENSION INDICADORES
INDEPENDIENTE OPERACIONAL
Concentracion masa/volumen expresado en
Hierba silvestre que habita g/ml
en todo el Perl, crece en . . leve = (+)
. Extracto de hojas secas molidas
terrenos duros y abiertos a moderado= (++)
) . las orillas del camino, o abundante o intenso = (+++)
Verbena litoralis kunth Marcha fitoquimica
cerca de las casas, su altura ausentes= (-)
es aprox.30 a 50 cm, tallo . insoluble
Solubilidad
delgado, flores pequefias poco soluble
color purpura. medianamente soluble
totalmente soluble
VARIABLE DEFINICION ,
DIMENSION INDICADORES
DEPENDIENTE OPERACIONAL
Prueba anti fungica Cultivar  mediante  la Discos de inhibicién.

técnica por diseminacion
Cepa Candida albicans ATCC
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la cepa Candida albicans 10231
ATCC 10231 en placas
. Tamafio de halo de inhibicién
Petri con agar Sabouraud
glucosado y observar el

tamafio de inhibicién.

Tabla: Donde se observa las variables e indicadores del trabajo investigado Fuente: propio
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CAPITULO III
Metodologia

3.1 Tipoy nivel de investigacion

La investigacion realizada es:

Experimental: Debido a que se utiliza equipos analiticos y metodologias véalidas para

obtener resultados confiables.

Aplicativo: Porque se busca aplicar los resultados de la investigacion en la elaboracion de

Fitofarmacos en beneficio de la poblacion especial mente de zonas rurales y de bajos

recursos econémicos

Correlacional: Debido a que se busca una relacion entre las variables dependientes.

3.2 Descripcién del método y disefio

La ubicacion de la especie vegetal Verbena litoralis kunth “verbena” se encuentra ubicado

por la provincia de Viques, Distrito de Huancayo, departamento de Junin a una altitud de
3.271 m.s.n.m. con un clima (12°C LS).

a)

b)

Recoleccion: se recolectaron plantas y hojas intactas cuidadosamente sin maltarlas
mucho a las 8 a.m. en dicho distrito de Viques, provincia de Huancayo, departamento de
Junin la cual fue enviados a Lima, se recolectaron la cantidad de 5 %2 Kg. Previo al envio
se tuvo limpiar cuidadosamente la planta con alcohol de 70°, para retirar asi todo las
impurezas o presencias de tierra o barro que pueda perjudicar o alterar los resultados de
la experimentacion a realizar , luego se coloco en papel periddico con la finalidad del
secado a temperatura ambiente , teniendo en cuenta que no debe estar mucho tiempo al
sol por lo que puede alterar sus principios activos; finalmente, las hojas fueron colocadas
en la estufa bajo una temperatura de 40 °C; con el fin de no alterar compuestos o
metabolitos durante 48 horas con el propdsito llegar a obtener una muestra muy seca y
facil de triturar. Finalmente se pulverizo obteniendo 2509 polvo fino.

Preparacion del extracto: 10 g del material vegetal pulverizados fueron colocados en
una botella de vidrio de boca ancha de color oscuro o &mbar. Las muestras se procesaron
en 100 ml de solucidn hidroalcoholico al 70%. dejandose en maceracion durante 07 dias

en un ambiente oscuro, con control de temperatura y humedad. Cumplido el tiempo, el
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extracto fue filtrado con papel Whatman 04, obteniéndose la muestra problema para
realizar los analisis posteriores.

Marcha fitoquimica: En la marcha fitoquimica se extrajeron cinco fracciones (A, B, C,
D, E). En la fraccion A se realiz6 un anélisis para la identificacion de taninos usando 2
ml del extracto diluido y 1 ml los reactivos Gelatina y Tricloruro férrico, un anélisis para
la amino acidos usando el reactivo de Ninhidrina, un analisis para la identificaciéon de
flavonoides usando el reactivo de Shinoda. En la fraccion B se realizaron los analisis
para identificar esteroides usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml de reactivo de
Liebermann, para identificar quinolonas usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml del
reactivo de Borntrager. Para la fraccion C se realiz6 un analisis para la identificacion de
esteroides usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml del reactivo de Liebermann, un
analisis para la identificacion de cardenolidos usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml el
reactivo de Kedde, un analisis para la identificacion de alcaloides usando 2 ml del
extracto diluido y 1 ml de los reactivos de Mayer y Wagner. Para la fraccion D se realizé
un andlisis para la identificacién de flavonoides usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml
del reactivo de Shinoda, un analisis para la identificacion de Leocoantocianidinas
usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml del reactivo de Rosenheim, un analisis para la
identificacion de esteroides usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml del reactivo de
Lieberman, un analisis para la identificacién de Cardendlidos usando 2 ml del extracto
diluido y 1 ml el reactivo de Kedde, un analisis para la identificacion de alcaloides
usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml de los reactivos de Mayer y Wagner. Para la
fraccion E se realiz6 un andlisis para la identificacion de flavonoides usando 2 ml del
extracto diluido y 1 ml del reactivo de Shinoda, un andlisis para la identificacion de
Leocoantocianidinas usando 2 ml del extracto diluido y 1 ml del reactivo de Rosenheim.
Los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica se usaran como un estudio preliminar
del presente trabajo de investigacion

Prueba de solubilidad: Se llevé a la estufa a secar el extracto en una placa, una vez que
la muestra esta seca y pegada en las paredes de la placa se procede a raspar con una
espatula y separar en seis tubos de ensayo para las respectivas pruebas agregando los
solventes y agitando el tubo de ensayo. Se realizd seis pruebas de solubilidad, en el
primer tuvo se agrego la muestra seca con 5 ml del solvente Hexano y se agito dando
como resultado insoluble, en segundo tubo se agregd la muestra seca con 5 ml del

solvente Cloroformo dando como resultado poco soluble, en el tercer tubo se agregé la
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muestra seca con 5 ml del solvente Diclorometano dando como resultado poco soluble,
en el cuarto tubo se agreg6 la muestra seca con 5 ml del solvente Etanol dando como
resultado soluble, en el quinto tubo se agregd la muestra seca con 5 ml del solvente
Metanol dando como resultado medianamente soluble, en el sexto tubo se agrego la
muestra seca con 5 ml del solvente agua dando como resultado medianamente soluble.
Los resultados obtenidos en la prueba de solubilidad se usaran como un estudio
preliminar del presente trabajo de investigacion.

Activacion de la cepa y esterilizacion de los materiales: Se llevo a la estufa a secar el
extracto en una placa, una vez que la muestra esta seca y pegada en las paredes de la
placa se procede a raspar con una espatula y separar en seis tubos de ensayo para las
respectivas pruebas agregando los solventes y agitando el tubo de ensayo. Se realizo seis
pruebas de solubilidad, en el primer tuvo se agrego la muestra seca con 5 ml del solvente
Hexano y se agito dando como resultado insoluble, en segundo tubo se agregoé la
muestra seca con 5 ml del solvente Cloroformo dando como resultado poco soluble, en
el tercer tubo se agregd la muestra seca con 5 ml del solvente Diclorometano dando
como resultado poco soluble, en el cuarto tubo se agregd la muestra seca con 5 ml del
solvente Etanol dando como resultado soluble, en el quinto tubo se agrego la muestra
seca con 5 ml del solvente Metanol dando como resultado medianamente soluble, en el
sexto tubo se agregd la muestra seca con 5 ml del solvente agua dando como resultado

medianamente soluble.

Prueba antifangica: se inicia realizando una esterilizacion de los materiales en una
estufa a 180°C durante una hora, los materiales esterilizados fueron, hisopos, placa
escava, pinza, discos. Luego desarrollo la preparacion de medio de cultivo en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. se preparé un caldo de cultivo triptona de soya para la
activacion inicial de cepas y placa con Sabouraud glucosado.

La cepa Candida albicans ATCC 10231, se cultivo en el caldo triptona de soya a 20°C
por un tiempo de 24 horas con la finalidad de preparar el inoculo de los posteriores
cultivos.

Seguidamente desarrollamos la formacion de concentraciones del extracto y del
medicamento para evaluar el efecto antifungico del extracto hidroalcoholico de la plata
Verbena litoralis kunth, preparamos seis diluciones utilizando etanol de 70° como
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solvente ademaés utilizamos etanol de 70° como control y el medicamento fluconazol

como control positivo. Las concentraciones son las siguientes:

Tabla 2.
Concentraciones utilizadas en la prueba de sensibilidad de extracto hidroalcohélico de la
planta Verbena litoralis kunth frente a Candida albicans ATCC 10231.

Denominacion Concentracion

Control Etanol

Control positivo Fluconazol

Concentracion 100% Extracto hidroalcoholico + etanol (200 um)
Concentracion 80% Extracto hidroalcoholico +etanol (160-40 um)
Concentracion 60% Extracto hidroalcohdlico + etanol (120-80 um)
Concentracion 40% Extracto hidroalcohdlico + etanol (80-120 um)
concentracion 20% Extracto hidroalcohdlico + etanol (40-160 um)
Concentracion 10% Extracto hidroalcohdlico + etanol( 20 — 180 um

Tabla: donde se observa las concentraciones utilizadas en la prueba de sensibilidad frente a Candida albicans Fuente: propio

Finalmente realizo la prueba de sensibilidad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico
de la planta Verbena litoralis kunth mediante el método de Kirby-Bauer lo cual consistio
en cultivar mediante la técnica por diseminacion la cepa Candida albicans ATCC 10231
en placas Petri con agar Sabouraud glucosado. Para ello se utilizé un hisopo estéril el
cual se sumergidé en el cultivo con el hongo y se ejecutd la diseminacion, de forma
homogénea en toda la superficie de la placa. Posteriormente con la ayuda de una pinza
estéril se colocd los discos de papel filtro estéril nimero cinco con la concentracion
detallado anteriormente en la tabla uno en la superficie del agar, se presiond levemente.
Todo este proceso se realizo en una campana de flujo horizontal.

Las placas se incubaron a una temperatura de 37°C por un tiempo de 24 horas, pasada
las 24 horas se realizo la lectura de los resultados se midio todos los halos de inhibicion

con un vernier.
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3.3. Poblacion y muestra

La poblacion: Esta constituida por 5 %2 Kg las hojas de Verbena litoralis kunth los cuales
fueron recolectados a tempranas horas precisamente a las 8 a.m. en una chacra que se
encuentra en el jirdn Miguel Grau, en el distrito de Viques, provincia de Huancayo,
departamento de Junin.

La muestra: Se recolectd 5 % Kg de las hojas de la planta verbena el cual sirvié para la
preparacion del extracto hidroalcohdlico al 10% de las hojas de Verbena litoralis kunth, el
extracto hidroalcohdlico esta constituido por 10 g de hoja seca de verbena en 100 ml de
alcohol al 70%.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas usadas fueron observacionales y el instrumento utilizado fueron fichas
debidamente rotuladas con los items correspondientes al disefio de investigacion en los
cuales se registro todos los datos obtenidos. Para realizare la marcha fitoquimica se siguid

el proceso propuesto por Olga Lock.

3.5 Técnicas de procesamientos y analisis de datos

Se uso el paquete estadistico t3 Dunnet, el test de Shapiro-Wilk, test de Levene, prueba de
H de kruskal-Wallis para los andlisis estadisticos de los resultados obtenidos en la prueba
de sensibilidad.
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CAPITULO IV

Presentacion y Analisis de resultados

4.1 Presentacion de resultados

4.1.1 Prueba de solubilidad

Estudio preliminar 1

Los resultados de la Prueba de solubilidad realizado al extracto hidroalcohdlico foliar de

Verbena litoralis kunth (verbena) se muestran a detalle en la siguiente tabla.

Tabla 3.
Resultados de la prueba de solubilidad
ENSAYOS DISOLVENTE RESULTADOS

TUBO 1 Hexano -
TUBO 2 Cloroformo +
TUBO 3 Diclorometano +
TUBO 4 Etanol +++
TUBO 5 Metanol ++
TUBO 6 Agua ++

Tabla: donde se observa los resultados de la prueba de solubilidad al extracto hidroalcoholico de las hojas de la Verbena litoralis kunth
el cual sirve como un estudio preliminar. Se tiene como indicadores (+++): Muy soluble; (++): Parcialmente soluble; (+): Poco soluble y

(-): Insoluble. Fuente: propio

La tabla 3 muestra que el extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth
(verbena) es soluble en disolventes de alta y mediana polaridad. Siendo el etanol el

disolvente que mejor resultado evidencid y para metanol y agua medianamente solubles.

4.1.2 Tamizaje fitoquimico
Estudio preliminar 2
Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto hidroalcoholico foliar de

Verbena litoralis kunth (verbena) se muestran a detalle en la siguiente tabla.



FRACCION REACTIVOS METABOLITOS PRECIPITADO Y/O COLOR RESULTADOS

Rvo. Nihidrina Amino &cidos Azul +++
Rvo. Gelatina Taninos Precipitado +++
A gelatinoso
Rvo. Tricloruro férrico Taninos Marrén +++
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo ++
Naranja
Violeta
Rvo. Libermann burchard Esteroides Azul verdoso +++
B
Triterpenos Rosada a purpura +++
Rvo. borntrager Quinolinas Rojo +++
Rvo. Kedde Cardendlidos Purpura o violeta +++
Rvo. Libermann burchard Esteroides Azul verdoso -
Cc
Triterpenos Rosado a purpura ++
Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado blanco o crema -
Rvo. Wagner Alcaloides Marrén +
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo 0 naranja -
Rvo. Rosenhelm Leocoantocianidinas Carmesi o rasa palido -
Rvo. Kedde Cardendlidos Purpura o violeta +++
D
Rvo. Libermann burchard Esteroides Azul verdoso -
Triterpenos Rosado a purpura +
Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado blanco o crema -
Rvo. Wagner Alcaloides Marrén -
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo o naranja -
E
Rvo. Rosenhelm Leocoantocianidinas Carmesi o rosa palido -
Tabla 4.

Resultado de la marcha fitoquimica e identificacion de metabolitos secundarios de acuerdo a la

precipitacion y color del extracto hidroalcoholico foliar Verbena litoralis Kunth

Tabla: donde se observa los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica realizado al extracto hidroalcoholico de las hojas de la

Verbena litoralis kunth. Se tiene como indicadores a (-): ausente, (+): poco, (++): regular, (+++): abundante. Fuente: propio
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La tabla 4 muestra que el tamizaje fitoquimico realizado al extracto hidroalcohélico foliar
de Verbena litoralis kunth (verbena) y evidencia la presencia de compuestos fendlicos,

taninos, flavonoides, esteroides, quinonas, cardendlidos y aminoacidos.

4.1.3 Ensayo microbioldgico

Los resultados del ensayo antifungico realizado al extracto hidroalcohdlico foliar de
Verbena litoralis kunth (verbena) frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231, se

muestran a detalle en la siguiente tabla

Tabla 5.

Resultados del ensayo microbioldgico

Placa N° Control Extractos Fluconazol

100% 80% 60%  40%  20% 10%

1 11 34 25 17 14 13 12 46
2 14 28 16 15 12 12 8 45
3 12 29 17 14 12 12 11 45
4 8 31 25 17 14 11 11 44
5 14 34 17 15 13 13 11 43

Promedio 11.8+ 312+ 20+ 156+ 130+ 122+ 106+ 446+
+DE 249 2.77 458 134 1.0 0.84 1.52 1.14

Tabla: donde se observa los resultados obtenidos en el ensayo antifiingico. DE: Desviacion estandar.

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 5 muestra que extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth (verbena)
evidencid un halo de inhibicion de 31.2 £ 2.77 mm a la concentracion de 100 % frente a la
cepa de Candida albicans ATCC 10231. Pero el control positivo (fluconazol) mostr6 un
halo de 44.6 + 1.14. El extracto también mostré halos de 10.6 + 1.52, 12.2 + 0.84, 13.0 +
1.0, 15.6 + 1.34 y 20 £ 4.58 a las concentraciones de 10, 20, 40, 60 y 80 %.

Prueba de normalidad
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Para poder determinar la prueba estadistica necesaria para la contrastacion de la hipdtesis se
requiere saber si los resultados del ensayo microbioldgico presentan una distribucién

normal. Por tal motivo, en la siguiente tabla se muestra a detalle el test de Shapiro-Wilk.

Tabla 6.
Test de normalidad por Shapiro-Wilk
Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl p-valor
Halo_inhibicion Control 895 5 ,384

Ext 100 % 876 5 ,292
Ext 80 % (45 5 ,027
Ext 60 % 852 5 ,201
Ext 40 % 821 5 ;119
Ext 20 % 881 5 314
Ext 10 % , /68 5 ,044
Fluconazol 961 5 814

Tabla: donde se puede observar el test de normalidad por Shapiro-Wilk realizado a los resultados obtenidos en el ensayo antifingico

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 6 muestra que los grupos con extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis
kunth (verbena) a la concentracion 10 y 80 % evidencian p-valores menores a 0.05. Por
ello, se puede deducir que los resultados del ensayo microbioldgico no presentan una
distribucion normal.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Para poder determinar la prueba estadistica necesaria para la contrastacion de la hipétesis se
requiere saber si los resultados del ensayo microbiol6gico presentan varianzas homogéneas.

Por tal motivo, en la siguiente tabla se muestra a detalle el test de Levene.

Tabla 7.

Prueba de homogeneidad de varianzas por el test de Levene

Estadistico de Levene dfl df2 p-valor
8,027 7 32 ,000

Tabla: Donde se muestra el test de Levene Fuente: Elaboracién propia
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La tabla 7 muestra un p-valor menor al 0.05. Por ello, se puede deducir que los resultados
del ensayo microbioldgico realizado con el extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena
litoralis kunth (verbena) frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231 no tienen

varianzas homogéneas.

4.2 Prueba de hipdtesis
4.2.1 Hipdtesis general

Ho: El extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth (verbena) no presenta
actividad antifangica frente a Candida albicans ATCC 10231.
H;: El extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth (verbena) presenta
actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC 10231.

Halo experimental—halo control

Formula: x 100
control

Tabla 8

Porcentajes de inhibicion del crecimiento fungico

Placa N° Control Extractos Fluconazol
100% 80% 60% 40% 20% 10%

Promedio 11.8 31.2 20 15.6 13.0 122 10.6 44.6

Porcentaje de inhibicién - 164.4 69.49 32.2 10.17 3.39 -10.17 277.97

Tabla: donde se puede observar el porcentaje de inhibicion antifangica del control, fluconazol y el extracto hidroalcohélico foliar de
verbena litoralis kunth. Fuente: Elaboracién propia

La tabla 8 muestra el extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth (verbena) a
las concentraciones 20, 40, 60, 80 y 100 % presentan 3.39, 10.17, 32.2, 69.49 y 164.4 % de

inhibicion del crecimiento de Candida albicans.

Los resultados obtenidos del ensayo microbiolégico para determinar la actividad

antiflngica del extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth frente a una cepa

de Candida albicans ATCC 10231 no presenta distribucion normal ni homogeneidad en sus

varianzas. Por lo tanto, la prueba estadistica utilizada para contrastar esta hipotesis fue test

H de Kurskal-Wallis, ya que es una prueba no paramétrica que permite hacer

comparaciones entre las medias de todos los grupos como se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 9.

Prueba H de Kruskal-wallis
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Halo de inhibicion
Kruskal Wallis 35,178
Gl 7
p-valor ,000

Tabla donde se observa la prueba estadistica de H de Kruskal-wallis.
Fuente: Elaboracion propia

La tabla 9 muestra un p-valor menor al 0.05. Por esto, se puede deducir que las medias de
los halos de inhibicion de ensayo microbiolégico extracto hidroalcoholico foliar de
Verbena litoralis kunth frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231 de todos los

grupos presentan diferencias estadisticamente significativas.
Decision: Se rechaza la hipdtesis nula
4.2.2 Hipotesis especifica 1

Ho: El extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth no presenta actividad

antifungica a diferentes concentraciones frente a Candida albicans ATCC 10231

H;: El extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth presenta actividad

antifingica a diferentes concentraciones frente a Candida albicans ATCC 10231

El ensayo antifungico evidencié que extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis
kunth (verbena) evidencio halos de inhibicion de 10.6 + 1.52, 12.2 + 0.84, 13.0 £ 1.0, 15.6
+1.34,20 + 458 y 31.2 £ 2.77 mm a las concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 %
frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231. Pero el grupo control mostré un halo de
11.8+2.49
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Figura 2: Diagrama de barras de los resultados del ensayo microbiolégico, comparacion de la inhibicién

antifingica entre las concentraciones, control y el medicamento Fuente: Elaboracion propia

La figura 2 muestra los resultados del ensayo microbiologico extracto hidroalcohdlico
foliar de Verbena litoralis kunth frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231 en un
diagrama de barras. En este se visualiza una clara diferencia entre el extracto a las
concentraciones 60, 80 y 100 % sobre el grupo control, pero mucho menores que

fluconazol.

Los resultados obtenidos del ensayo microbioldgico para determinar la actividad
antifungica del extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth frente a una cepa
de Candida albicans ATCC 10231 no presenta distribucion normal ni homogeneidad en sus
varianzas. Por lo tanto, la prueba estadistica utilizada para contrastar esta hipotesis fue test
T3 Dunnet. Ya que es una prueba no paramétrica que permite hacer comparacion de las
medias de los grupos experimentales frente a un control como se muestra en la siguiente
tabla.
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Tabla 10.
Comparaciones multiples por el T3 Dunnet

95% de intervalo de
confianza

Q)] Diferencia de medias Error Limite Limite

Grupo | (J) Grupo (1-) estandar Sig. inferior superior

Control |Ext 100 % -19,400 1,667| ,000 -26,49 -12,31
Ext 80 % -8,200 2,332| ,158 -18,99 2,59
Ext 60 % -3,800 1,265| ,274 -9,66 2,06
Ext 40 % -1,200 1,200| ,996 -7,13 4,73
Ext 20 % -,400 1,175|1,000 -6,40 5,60
Ext 10 % 1,200 1,304| ,999 -4,68 7,08
Fluconazol -32,800" 1,225| ,000 -38,69 -26,91

Tabla: Donde se observa una comparacion estadistica en la inhibicion antiftingica de las diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico foliar de verbena con el control etanol Fuente: Elaboracion propia

La tabla 10 muestra que en la comparacion de los halos de inhibicion producidos en el
grupo extracto al 100 % frente al control hay un p-valor menor al 0.05. Por lo tanto, existe
diferencia estadisticamente significativa que favorece al halo de inhibicion mostrado por el
grupo extracto 100 %. También se evidencia que los grupos 10, 20, 40, 60 y 80 %
presentan p-valores mayores al 0.05. Por esto, se puede deducir que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los halos producidos por los grupos 10, 20, 40, 60 y 80
% respecto al control. Es decir, no presentan actividad antifungica.

Decision: Se rechaza la hipétesis nula

4.2.3 Hipdtesis especifica 2

Ho: El extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth no presenta mejor
actividad antifangica que el fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231.

H;: El extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis kunth presenta mejor actividad
antifungica que el fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231.
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95% de intervalo de

confianza
Diferencia de medias Error Limite Limite
() Grupo |(J) Grupo (1-J) estandar | Sig. inferior superior
Fluconazo |Control . ,00
| 32,800 1,225 0 26,91 38,69
Ext 100 . ,00
13,400 1,342 6,80 20,00
% 2
Ext 80 % . ,00
24,600 2,112 ) 13,34 35,86
Ext 60 % . ,00
29,000 787 0 25,64 32,36
Ext 40 % . ,00
31,600 ,678 0 28,71 34,49
Ext 20 % . ,00
32,400 ,632 0 29,65 35,15
Ext 10 % . ,00
34,000 ,849 0 30,32 37,68

Tabla: donde se observa una comparacion estadistica en la inhibicién antifingica de las diferentes concentraciones del extracto

hidroalcohdlico foliar de verbena con el fluconazol. Fuente: Elaboracién propia

La tabla 11 muestra que en la comparacion de los halos de inhibicion producidos en los

grupos extracto al 10, 20, 40, 60, 80 y 100 % frente a fluconazol hay un p-valores menores

al 0.05. Por lo tanto, existe diferencia estadisticamente significativa que favorece al halo de

inhibicién mostrado por el grupo Fluconazol. Es decir, no presentan mejor actividad

antifangica que el fluconazol.

Decision: Se rechaza la hipotesis alternativa

4.3 Discusion de resultados

La préctica tradicional de usar preparaciones de plantas para combatir infecciones flngicas

ha llamado la atencién, y actualmente el enfoque estd en la deteccion de nuevos
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componentes antifungicos de plantas que no tienen un efecto negativo en el medio

ambiente o en los sistemas animales y humanos. Saha (2005).

La marcha fitoquimica realizada al extracto hidroalcoholico foliar de Verbena litoralis
kunth (verbena), evidencia la presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,
esteroides, quinonas y cardenodlidos. Estos hallazgos concuerdan con los resultados
obtenidos en los siguientes trabajos en los cuales se afirma que los compuestos fenolicos
como flavonoides y cinamatos y los iridoides son los compuestos mas frecuentemente
aislados a partir de Verbena litoralis. Castro y Castro (2004); de Lima (2018); Li, Ishibashi,
Chen, y Ohizumi (2003); Li, Ishibashi, Satake, Oshima, y Ohizumi (2003); Umafiana y
Oscar (1990) Li y col. (2003) Aislaron e identificaron iridoides unidos a cinamatos a partir
de las partes aéreas de Verbena litoralis proveniente de Paraguay. Li, Ishibashi, Satake
(2003) Li y col (2003) Aislaron e identificaron flavonoides y chalconas de las partes aéreas
de Verbena litoralis proveniente de Paraguay. Li, Ishibashi, Chen (2003) y De Souza y col.
(2005) Afirma la presencia de flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos y compuestos
cardioténicos mediante cromatogramas revelados provenientes de cromatografia en capa
fina en partes aéreas de Verbena litoralis proveniente de Brasil.De Souza, Manfron,
Zanetti, Hoelzel,y Pagliarin (2005), Garcia y col (1995) evidenciaron la presencia
moderada de terpenos, taninos y flavonoides provenientes de Colombia mediante tamizaje
fitogquimico. Gracia, Correa y Rojas (1995).

En el trabajo realizado por Maisetta (2019) en la marcha fitoquimica se detectaron taninos
(+++) este hallazgo es importante ya que los taninos se consideran que presentan
participacion en la actividad inhibitoria de las plantas frente a microorganismos. Los
taninos son biomoléculas, astringentes, compuestos polifendlicos de plantas amargas que se
unen a proteinas, aminoacidos, alcaloides y los precipitan. Kurhekar (2016) Diversos
mecanismos de como los taninos inhiben la actividad antimicrobiana han sido descritos
tales como inhibicion de las enzimas microbianas extracelulares, la privacion de los
sustratos necesarios para el crecimiento microbiano o la accion directa sobre el
metabolismo microbiano mediante la inhibicion de la fosforilacion oxidativa. Scalbert
(1991).

Morey (2016) detectaron taninos que corresponden a su actividad sobre la inhibicién del

crecimiento de Candida tropicalis y la interferencia en la adhesion de la levadura, lo que
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puede contribuir a la supresion de la infeccion causada por esta, reforzando asi el potencial
de los taninos condensados de Stryphnodendron adstringens para el desarrollo de nuevos
agentes antifungicos. Por otra parte, se ha investigado el efecto de varios extractos de
taninos crudos en diversos solventes con resultados significativos inhibitorios en
importantes agentes fungicos contaminantes de alimentos como Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans y Aspergillus fumigatus.Rajaduray (2013).
Ademas, estudios con taninos hidrolizables indican que estos presentan actividad
antifingica contra levaduras oportunistas tales como Candida albicans, Candida glabrata y
Candida krusei lo que abriria una fuente potencial de agentes antiflingicos prometedores
para el tratamiento de infecciones intestinales ocasionadas por estas levaduras. Latté y
Kolodziej (2000) por lo cual se refuerza nuestra afirmacion al decir que la Verbena litoralis

kunth presenta actividad antifdngica por su gran porcentaje de metabolitos secundarios.

El hongo polimérfico Candida albicans es miembro del microbioma humano normal. En la
mayoria de los individuos, reside como un comensal inofensivo de por vida. Sin embargo,
en ciertas circunstancias puede causar infecciones que van desde infecciones superficiales
de la piel hasta infecciones sistémicas potencialmente mortales, Mayer (2013). Nuestra
comprension de cuando y como estos mecanismos y factores contribuyen a la infeccion ha
aumentado significativamente durante los Ultimos afios. Descubriéndose, recientemente,
nuevos mecanismos de virulencia. Kim y Sudbery (2011). Estos aspectos ponen la
relevancia de estudiar la actividad antifingica de plantas, para nuestro caso de Verbena

litoralis Kunth sobre esta levadura.

El ensayo antiflngico evidencié que extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis
kunth (verbena) evidencid halos de inhibicién de 10.6 + 1.52, 12.2 + 0.84, 13.0 £ 1.0, 15.6
+1.34,20 + 458 y 31.2 £ 2.77 mm a las concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 %
frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231. En algunos estudios que otros autores
realizaron sobre el efecto antifungico con extractos alcoholicos de la especie Verbena
litoralis, tampoco evidenciaron efecto antiflngico. Cates y col (2013) publicaron un ensayo
antimicrobiano de extractos metanolicos y acetdnicos de varias plantas, entre ellas las hojas
de Verbena litoralis proveniente de Guatemala, y con ello evidenciaron que no tenia efecto
antimicrobiano contra Candida albicans y otros microorganismos patogenos a 250; 500 y
1000 mg/ml por el método de microdilucién en caldo, Cates y Bradley ( 2013) Garcia y col
(1995) Evaluaron el efecto antimicrobiano de los extractos etandlicos a dos concentraciones
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diferentes de las partes aéreas de Verbena litoralis y otras plantas provenientes de
Colombia contra Candida albicans y otros microorganismos, concluyeron que el extracto
etanolico de las partes aéreas de Verbena litoralis no tienen efecto antifingico contra
Candida albicans pero si contra otras dos especies de hongos por el método de pozos de
difusion en agar. Gracia (1995) Miller y col (2015) evidenciaron la usencia de efecto
antifingico del aceite esencial de las partes aéreas de Verbena litoralis colectada en
Guatemala contra Candida albicans y otros microorganismos por el método de
microdilucion en caldo. Miller (2015) Otra especie del género Verbena tampoco se
evidencia actividad antifungico. Akoudor y col. (2012). Publicaron la ausencia de actividad
antifingico del extracto etandlico de las hojas de Verbena litoralis proveniente de Nigeria
contra Candida albicans y otros microorganismos a 2 mg/ml por el método de

microdilucion en caldo. Akuodor (2012).

Sin embargo, De Lima (2013). Evidencid efecto antiflngico del extracto etanolico y aceite
esencial de las partes aéreas de Verbena litoralis proveniente de Brasil. El extracto
etandlico de las partes aéreas de Verbena litoralis mostré concentraciones minimas
inhibitorias de 256; 64; 128 y 128 ug/ml y > 512 pg/ml con su aceite esencial contra
Candida albicans por el método de microdilucion en caldo. De-Lima (2013).
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CAPITULO V

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth presenta actividad
antiflngica a la concentracion de 100 % frente a Candida albicans ATCC 10231
con un halo de inhibicion de 31.2 mm.

El extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth no presenta mejor
actividad antifangica el fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231.

Las concentraciones al 10, 20, 40, 60 y 80% del extracto hidroalcohdlico foliar de
Verbena litoralis kunth no presenta una diferencia estadisticamente significativa con

el control por lo cual no presentan actividad antifungica.

5.2 Recomendaciones

Evaluar diferentes extractos de las hojas de Verbena litoralis kunth, sean
hidroalcohdlico, etanolicos, acuosos, etc.

Realizar alguna prueba de toxicidad en piel y mucosa para observar con mayor
claridad la efectividad del extracto hidroalcoholico de la Verbena litoralis kunth.
Realizar estudios actividad de estabilidad de formulacion para la posible
elaboracion de una forma farmacéutica.

Valorar la actividad de diferentes extractos de las hojas de Verbena litoralis kunth

frente a otros miembros del género Candida: C. glabrata y C. krusei.
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AUTORES:

Marcatinco Garriazo Elisabeth / Porras Laureano Erick

TEMA: “Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico foliar de Verbena litoralis kunth y evaluacion in vitro frente a Candida albicans ATCC 10231”

Problema general Objetivo general Hipotesis general V1:independiente Dimension Indicadore
Extracto de hojas secas Concentrac
¢El extracto hidroalcohdlico | Screening fitoquimico del | El extracto hidroalcohdlico molidas expresado
foliar de Verbena litoralis | extracto hidroalcohdlico de | foliar de Verbena litoralis leve = (+)
kunth  “verbena”  tendrd | las hojas de Verbena litoralis | kunth  (verbena) presenta moderado-
actividad anti fangica in vitro | kunth “verbena” y evaluar la | actividad antifungica frente a Marcha fitoquimica abundante
frente a C. albicans ATCC | actividad anti flngica in vitro | Candida albicans ATCC | Extracto hidroalcohélico ausentes=
10231? frente a C. albicans ATCC | 10231. foliar Verbena litoralis kunth insoluble
10231. poco solub
Solubilidad medianam
totalmente
Problema especificos Objetivo especificos Hipotesis especificos V2:dependiente Dimension Indicador
¢Cudl serda la actividad | Identificar la actividad | El extracto hidroalcohdlico Discos de inhibicién
antifingica a  diferentes | antifingica de las diferentes | foliar de Verbena litoralis
concentraciones del extracto | concentraciones del extracto | kunth con mayor actividad
hidroalcohélico ~ foliar  de | hidroalcohdlico de Verbena | anti flngica tiene una
Verbena litoralis kunth frente | litoralis kunth frente a | diferencia significativa con el
a Candida albicans | Candida albicans ATCC | efecto del medicamento Tamafio de
ATCC10231? 10231. fluconazol frente a Candida
albicans ATCC 10231. Cepa Candida albicans
ATCC 10231
Las concentraciones al | Prueba antifingica
¢Tendra  mejor  actividad | Evaluar si el extracto | 0%, 80% y 100% del

antifingica el extracto foliar
hidroalcohdlico Verbena
litoralis  kunth  que el
fluconazol frente a Candida
albicans ATCC 10231?

hidroalcohélico de Verbena
litoralis kunth presenta mayor
actividad antifungica que el
fluconazol frente a Candida
albicans ATCC 10231.

extracto hidroalcoholico
foliar de verbena litoralis
kunth no presentan
diferencia  significativa
entre su actividad anti
fungica frente a Candida
albicans ATCC 10231.

Caldo triptona de soya




ANEXOS

Anexo B: Instrumento

Denominacién Concentracion

Rvo. Rosenhelm

Leocoantocianidinas

Carmesi o rosa palido

ENSAYOS DISOLVENTE RESULTADOS
TUBO 1 Hexano
TUBO 2 Cloroformo
TUBO 3 Diclorometano
TUBO 4 Etanol
TUBO 5 Metanol
TUBO 6 Agua
FRACCION REACTIVOS METABOLITOS PRECIPITADO Y/O RESULTADOS
COLOR
Rvo. Nihidrina Amino &cidos Azul
Rvo. Gelatina Taninos Precipitado
gelatinoso
Rvo. Tricloruro Taninos Marrén
férrico
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo
Naranja
Violeta
Rvo. Libermann Esteroides Azul verdoso
burchard
Triterpenos Rosada a purpura
Rvo. borntrager Quinolinas Rojo
Rvo. Kedde Cardenélidos Purpura o violeta
Rvo. Libermann Esteroides Azul verdoso
burchard
Triterpenos Rosado a purpura
Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado blanco o
crema
Rvo. Wagner Alcaloides Marrén
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo o naranja
Rvo. Rosenhelm Leocoantocianidinas Carmesi o rasa palido
Rvo. Kedde Cardendlidos Purpura o violeta
Rvo. Libermann Esteroides Azul verdoso
burchard
Triterpenos Rosado a purpura
Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado blanco o
crema
Rvo. Wagner Alcaloides Marrén
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo o naranja
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Placa N° Control Extractos Fluconazol

100% 80% 60% 40% 20% 10%

1

2

3

4

5

Promedio

+ DE
Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl p-valor
Halo_inhibicion Control 895 5 384

Ext 100 % 876 5 292
Ext 80 % 745 5 027
Ext 60 % 852 5 201
Ext 40 % 821 5 119
Ext 20 % 881 5 314
Ext 10 % 768 5 ,044

Fluconazol 91 5 814




Anexo C: Data de consolidado de resultados
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Descriptivos

Error
Grupo Estadistico estandar
Halo_inhibicién | Control Media 11,80 1,114
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 8,71
media Limite
_ 14,89
superior
Media recortada al 5% 11,89
Mediana 12,00
Varianza 6,200
Desviacion estandar 2,490
Minimo 8
Méximo 14
Rango 6
Rango intercuartil 5
Asimetria -,920 ,913
Curtosis 317 2,000
Ext 100 % | Media 31,20 1,241
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 27,75
media Limite
) 34,65
superior
Media recortada al 5% 31,22
Mediana 31,00
Varianza 7,700
Desviacion estandar 2,775
Minimo 28
Méximo 34
Rango 6
Rango intercuartil 6
Asimetria ,009 913
Curtosis -2,704 2,000
Ext80 % | Media 20,00 2,049
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 14,31
media Limite
] 25,69
superior
Media recortada al 5% 19,94
Mediana 17,00
Varianza 21,000
Desviacion estandar 4,583
Minimo 16
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Méximo 25
Rango 9
Rango intercuartil 9
Asimetria 572 913
Curtosis -3,272 2,000
Ext60 % |Media 15,60 ,600
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 13,93
media Limite
_ 17,27
superior
Media recortada al 5% 15,61
Mediana 15,00
Varianza 1,800
Desviacion estandar 1,342
Minimo 14
Méximo 17
Rango 3
Rango intercuartil 3
Asimetria ,166 913
Curtosis -2,407 2,000
Ext40 % | Media 13,00 447
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 11,76
media Limite
_ 14,24
superior
Media recortada al 5% 13,00
Mediana 13,00
Varianza 1,000
Desviacion estandar 1,000
Minimo 12
Méximo 14
Rango 2
Rango intercuartil 2
Asimetria ,000 ,913
Curtosis -3,000 2,000
Ext20 % | Media 12,20 374
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 11,16
media Limite
. 13,24
superior
Media recortada al 5% 12,22
Mediana 12,00
Varianza ,700
Desviacion estandar 837
Minimo 11
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Méximo 13
Rango 2
Rango intercuartil 2
Asimetria -,512 913
Curtosis -,612 2,000
Ext 10 % |Media 10,60 ,678
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 8,72
media Limite
_ 12,48
superior
Media recortada al 5% 10,67
Mediana 11,00
Varianza 2,300
Desviacion estandar 1,517
Minimo 8
Méximo 12
Rango 4
Rango intercuartil 2
Asimetria -1,749 913
Curtosis 3,724 2,000
Fluconazol | Media 44,60 ,510
95% de intervalo de confianza para la Limite inferior 43,18
media Limite
_ 46,02
superior
Media recortada al 5% 44,61
Mediana 45,00
Varianza 1,300
Desviacion estandar 1,140
Minimo 43
Méximo 46
Rango 3
Rango intercuartil 2
Asimetria -,405 ,913
Curtosis -,178 2,000
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Figura 3: Gréfico de medias, resultados de la media de los halos de inhibicion mostrados en un
gréfico de media. Fuente: propia

Diagrama de cajas y bigotes
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Figura 4: diagrama de cajas y bigotes, resultados de halos de inhibicion antifingica mostrados en un
diagrama de cajas y bigotes. Fuente: propio
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Anexo D: Aspectos administrativos

Cronograma de actividades
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Actividades

Prueba
organolépticas
de la planta
Verbena
litoralis kunth
Elaboracion del
extracto
hidroalcohélico

MESES
setiembre octubre noviembre diciembre enero febrero
semanas
1]2 4012 4 123 12 1 [2 |3

Identificacion
de analitos por
marcha
fitoquimica

Pruebas de
solubilidad de
extracto

Pruebas
antifingicos
del extracto
hidroalcohélico
de las hojas de
la Verbena

Andlisis de
datos

Resultados

Descripcion de
los resultados
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Anexo E: Testimonio fotografico

Fraccion A

Figura 5: Analisis marcha fitoquimica fraccion A, donde se identifica , metabolitos secundarios como los

aminoacidos, taninos. Fuente: propia

Figura 6: Analisis marcha fitoquimica fraccion A, donde se identifica los metabolitos secundarios taninos,

flavonoides. Fuente: propia.

Fraccion B

FRACCION-B

Figura 7: Andlisis marcha fitoquimica fraccion B, se identifica metabolitos secundarios como los esteroides y triterpenos.
Fuente: propia



Fraccion C

FRACCION-C

Figura 8: Andlisis marcha fitoquimica fraccion C, se identifica los metabolitos secundarios cardenolidos, esteroides,

triterpenos. Fuente: propia

FRACCION €

Rro. MAveER

FRACCION c
CJHB\\XE;, |

Figura 9: Andlisis marcha fitoquimica fraccion C, se identifica los metabolitos secundarios alcaloides. Fuente:
propia

Fraccion D

Figura 10: Analisis marcha fitoquimica fraccion D, se identifica los metabolitos secundarios flavonoides,

Leocoantocianidinas. Fuente: propia
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Figura 11: Analisis marcha fitoquimica fraccion D, se identifica los metabolitos secundarios cardenolidos,
esteroides. Fuente: propia

Figura 12: Andlisis marcha fitoquimica fraccion D, se identifica los metabolitos secundarios alcaloides. Fuente:
propia

Fraccion E

Aro. ROSENHE\WN

Figura 13: Analisis marcha fitoquimica fraccién E para identificar flavonoides, se puede identificar metabolitos secundarios
como las leocoantocianidinas. Fuente: propia



63

Figura 14: instrumentos y Placa con resultados de la prueba de sensibilidad, se observa la campana de
flujo. Estufa, campana y en la placa dos la inhibicién con mayor halo por parte del extracto con mayor
concentracion (100%). Fuente: propia

Figura 15: diseminacién de Candida albicans ATCC 20321, diseminacién en placas y aplicacion de discos
con extracto, fluconazol y reposo en estufa. Fuente: propia
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Anexo F: Juicio de expertos

| DATOS GENERALES ' . )
11 Apelidosy nombres de CHAVEZ Hene? Jocds Purowid
12 Grado académico:

13 Cargo e lnsttucidn donde labora: ... f oad () ¢ M 0ANA In el
14 Tulo de la Investigacién: m 2GRS0 PO MY [ Y15 D% Vil b
15 Autor del instrumento: s
15 Nombre del IStrumento: ... ORI
CRITERDS Deticerts | Roguer | Boseo | M | Exceleone
INDICADORES CUALITATIVOSCUANTITATVOS o | aen | avao | DR | priom,
Esth  formulads :
!, CLARDAD e, toh: “Negie (Y4
Esid  exprasado  en  condyctas
'“ OBUETIVIOAD e o/
i Adecuado 3l ol de cenacly
). ACTUALIDAD oo cance y ll°° s
4 ORGANZACION
Exisle una onganizacion logcs )03%
5 SUPCENCIA mmmmamuy }&%
Adecundo W vnlorat del
§ WTENconoA0 | per Spactos '[OO?’.
Basados en  aspecios  Tedrcos:
L CONISTENCIA Clentidcos y ol inma de eshdo. ’!N/o
I COMERENCIA Entre h»’:dum ndeacoces, I“V‘
La estratagia respende ol propbste def
'. NETODOLOGIA e ,/w;(
Genern  nuovas poulas on B y
10 CONVENENCA ) Josss
© VALORACION CUANTITATIVA (Totalx020): ... @O

VALORACION CUALITATIVA ; . (Zon €€

QPTRTY 000 0 1o 0oy 1ot Ah L 40t L0000 attatbprdind 4t MAbaIPRIF BOS
OPINION DE APLICABILIDAD: i rofaasn v D ulo GeAEade




FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS
I DATOS GENERALES
1.1 Apellidos y nombres del exg)rté SA“)X ZAJALA S\L\)A’J A
1.2 Grado académico: ............
1.3 Cargo e institucién donde Iabgg' 3 ‘100 . D éx[ £ o i gm[ o
1.4 Titulo de la Investigacio! 30 it be & gg ’ L D€ vl Aty
155 Autor del instrumento: . 2/ c 6665, %E'ﬁ"ﬁ 1‘/}‘?&? SR e e “"’“i..f.t ..... !8 ........ e
1.6 Nombre del instrumento:. L AHAS...08 BERVACUONDLET ..vrrrvessessmmsssessasmeesessssssassssssssse
Muy
CRITERIOS Deficiente | Regular | Bueno Excelente
SRR CUALITATIVOSICUANTITATIVOS |  0-20% | 21-40% | 41-60% | g'orc | 81-100%
Esta formulado con lenguaje % ?O /
1. CLARIDAD ©

apropiado.

2. OBJETIVIDAD

Estéa expresado en conductas
observables.

3. ACTUALIDAD

Adecuado al alcance de ciencia y
tecnologia.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion légica.

Comprende los aspectos de

o

B (BUCIINEIR cantidad y calidad. °
Adecuado para valorar aspectos q o,
6. INTENCIONALIDAD del eatiacho. g A%
74
Basados en aspectos Tedricos- 9 oy
7o CORBISTENCIA Cientificos y del tema de estudio. S%
€
Entre los indices, indicadores, 9 e
sl dimensiones y variables. J%
©
La estrategia responde al propésito 9 g
9. METODOLOGIA del otk /
Genera nuevas pautas en la ? ﬂ p\
10. CONVENIENCIA investigacion y construccion de
teorias.
SUB TOTAL 2l )
TOTAL [C] Q/%,

VALORACION CUANTITATIVA (Total
VALORACION CUALITATIVA : ........
OPINION DE APLICABILIDAD: ... ;.
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EICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

I. DATOS GENERALES ,
LI Apellidos y nombres del experto: %QJE Maeeoooin Nnem Sus;wo

12 Grado  meadémico: .......... Ruimice. CSarmarautice.

13 Cargo e institucion donde lnbora: ..39.95—5' 16 fisior, S ONID v, kuntk » erala. :
AR ; dlico foliar erbera Ltorals kartk v eraluscion axtifirgics o sitro ex

L4 Titulo de la Investigacion: Oz, fragaimin Ad, astracte Fidrasleok e Verh e 4

15 Autor delinsts UNID o sl

16 Nombre del instrumento: ... 3202 {10, EXADTOS UND

Muy
CRITERIOS Deficiente | Regular | Bueno Execlente
BRICADORES CUALITATIVOSICUANTITATIVOS | 0-20% | 21-40% | 4160 | Bocne | gy jogy,
CLARIDAD Esté formulado con lengunje propiad A
OBJETIVIDAD Estd expresado en conductas observables. \/
ACTUALIDAD Adecuado al alcance de ciencia y tecniologia. Y
ORGANIZACION Existe wna organizacion logica, IV
G s ey
SUFICIENCIA o v
INTENCIONALIDAD Adecuado parn valomr aspectos del estudio, \/
Basados en aspectos Tedricos-Cientificos y
CONSISTENCIA i s \/
Entre los indices, indicadores, dimensiones y
COMERENCIA s et /'
La gia respoode al proposite del
METODOLOGIA ol P v
Genera nuevas pautas en ln investigacion y
CONVENIENCIA ey v
SUBTOTAL
TOTAL
VALORACION CUANTITATIVA (Tofal x 0.20)  vvvvvvn.ih, g 9. .
VALORACION CUALITATIVA ; MUY BUEND
OPINION DE APLICABILIDAD: A P\ CA

Lugar y fecha: LlMﬂ.B 02.2020 a v I’mllm- del upe:



Anexo G: Registros y Certificados

Gen Lab del Peru S.A.C |

’/ Jr. Capac Yupangui N° 2434
en ; Lines - Lima - Perd
A Central Telefonica |
(51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501 |

Email : ventas@geniabperu.com
Web Site : www.genilabperu.com
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RUGC N°:20501262260 |

FACTURA

ELECTRONICA
F001-005046

Page 1 of 1

—

Fecha emisién: 0211212019

Fecha Vcto: 02/12/2018
Cliente: UNIVERSIDAD INTERAMERICANA PARA EL DESARROLLO

Direccion: AV. BOLIVIA NRO. 626

BRENA - LIMA- LIMA - Peru
Tipo Movimiento : VENTA LOCAL Anticipo: FO02-0D0666

Lugar de destino: AV. BOLIVIANRO. 628

Orden Compra: 19/ 038654
Guia de Remisién ; 0020034023

N° Pedido : 024058

RUC: 20451481577

Cédigo Descripcion

“Precio
Cant UM Unit. Dscto Sub-Total

T T TR A e .
H03918-A KWIK-STIK Candica albicans derived from ATCC® 10231™

H05550-A KWIK-STIK Salmonella enterica subsp. enterica sanovar 1 UND
Typhimurium derived from ATCC® 14028 ™

HOS584-A KWIK-STIK Staphylococcus auraus subsp. aureus derived
from ATCC® 25823™

MONTO ES IGUAL A CERO. SOLES

TN 255.7600 000 208,76
270.2300 0.00 270.23
1 UND 188.5300 0.00 198.53
Sub-Total 767.52

Anticipo 767.52
Op. Gravada S/ 0.00

IGV 18% 0.00

Importe Total S/ 0.00

Representacion Impresa de la Factura Electronica
Consulte : http://cpe.genlabperu.com

h Observaciones de SUNAT :
|
{

Despuss de Vencido el piazo de cancelacion, 52 recargara el interes legal correspondienta.

Sirvanse Realizar el Deposito Respective a !as Siguientes Ctas Bancarias:
BCP Soles i193-1440607-0-34 BBVA Scles 0011-0139-0100024183-34

Figura 16: Factura electrénica, factura de la compra de cepa Candida albicans atcc 10231 fuente: propia
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0 tda Universidad del Pers, DECANA DE AMERICA
| VICERRECTORADO Df
/

V| e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

2 __'_ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS y> %00
' 4

NVESTIGACION Y POSGRADO

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la i idad”

CONSTANCIA N°175-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama fértil) recibida de Erik Porras Laureano, estudiante de la
Universidad Interamericana para el Desarrollo, Facultad de Farmacia y Bioquimica; ha
sido estudiada y clasificada como: Verbena litoralis Kunth y tiene la siguiente
posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: VERBENACEAE
GENERO: Verbena
ESPECIE: Verbena litoralis Kunth
Nombre vulgar: "Verbena”

Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 03 de junio de 2019

N . CANO ECHEVARRIA

RBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddd

Figura 17: Constancia y taxonomia de la planta Verbena litoralis kunth traida de Huancayo, entregado por el herbario de una
universidad san marcos. Fuente: propia
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Expiration Date: 20214430

Microorganism Name: Cancida albicans Releass Information:
Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Tracy A Blanker
Lot Number: 443-1045** Release Date: 2018/621
Reference Number: ATCCS 10231™"
Purity: Purs

Passage from Reference: 2

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Small 1o madium, white, circular, convax, dull colomes. Nutrient

Microscopic Features: Method:

Gram positve, ovoidal. budding yeast cells, Gram Stain (1)

1D System: MALDLTOF (1)

Other Features/ Challenges: Results
See attached |D System rasuits document. (1) Garm Tube Test positive

(1) Chlamydospore producsion: positive
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Neta for Vaskt: ARhough [he it farst uses many comentional tests. Tie unique emviraament of Ihe CArt. Combined SR e SRan Incubation peried. may
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e and h atety Into
InEWidual pruducts are tracesdle 10 3 recogrized Cultre collection.
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(1) These tess are scorectind tn ISOEC 17024 2008

TESTING CERT #2655.01
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Figura 18: Certificado de seguridad, certificado de la cepa comprada en el laboratorio GENLAB Candida albicans atcc 10231, Fuente:
propia



