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Resumen

Objetivo: Demostrar el efecto antimicético “in vitro” del extracto metandlico de Justicia
secunda Vahl (planta de insulina) frente a Candida albicans

Material y método: La planta Justicia secunda Vahl (planta de insulina) fue
recolectada en el distrito de Motupe, departamento de Lambayeque, se obtuvo 300
gramos de hojas pulverizadas y maceré por 10 dias con metanol, se evaporo y
reconstituyo en proporcion 1:1 con metanol (100%), a partir de esta concentracion se
prepararon concentracines al 75% y 50%, la determinacion de la actividad antimicética
se realiz6 mediante la técnica de difusion en pozo con agar Miuller Hinton, se aplicaron
en cada placa 20uL de cada extracto en los pozos y también los controles negativo
(metanol) y positivo (nistatina), se emplearon 30 placas petri para el estudio.
Resultados: Se obtuvo halos de inhibicion de 6.07mm, 9.52mm y 11.06mm para los
extractos metandlicos al 50%, 75% y 100%, el control negativo y positivo presentaron
halos de inhibicion promedios de 6.04mm y 25.14mm. La prueba Chi- cuadrada
aplicada al control negativo y extracto metandlico encontré que estos grupos de datos
estadisticamente similar, sin embargo, el analisis mediante la Prueba de Tukey
encontro diferencias significativas en las medias de los halos de inhibicidn del extracto
metanolico al 75%, 100% y control positivo.

Conclusiones: Se determin¢ actividad antimicotica del extracto metandlico de Justicia
secunda Vahl (planta de insulina) a las concentraciones de 75%, 100% pero estos
resultaron ser significativamente menor al efecto de la nistatina sobre Candida
albicans.

Palabras clave: Justicia secunda, planta de insulina, extracto metandlico, Candida
albicans.
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Abstract

Objective: To demonstrate the antifungal effect "in vitro" of the methanolic extract of

Justicia secunda Vahl (insulin plant) against Candida albicans

Material and method: The Justicia secunda Vahl plant (insulin plant) was collected in
the district of Motupe, department of Lambayeque, 300 grams of powdered leaves were
obtained and macerated for 10 days with methanol, evaporated and reconstituted in a
1: 1 ratio with methanol (100%), from this concentration 75% and 50% concentrations
were prepared, the determination of the antifungal activity was carried out by means of
the well diffusion technique with Miuller Hinton agar, 20uL of each extract in the wells
and also the negative (methanol) and positive (nystatin) controls, 30 petri dishes were

used for the study.

Results: Inhibition halos of 6.07mm, 9.52mm and 11.06mm were obtained for the
methanolic extracts at 50%, 75% and 100%, the negative and positive control
experienced mean inhibition halos of 6.04mm and 25.14mm. The Chi-square test
applied to the negative control and methanolic extract found that these data groups
were statistically similar, however, the analysis by means of the Tukey test found
significant differences in the means of the inhibition halos of the methanolic extract at

75%, 100 % and positive control.

Conclusions: Antifungal activity of the methanolic extract of Justicia secunda Vahl
(insulin plant) was determined at concentrations of 75%, 100%, but these were

significantly lower than the effect of nystatin on Candida albicans.

Key words: Justicia secunda, insulin plant, methanolic extract, Candida albicans.



I. INTRODUCCION

Debido a la ubicuidad que presentan los hongos en el medio ambiente y las
enfermedades que producen, se observa un incremento en la demanda de los

medicamentos antimicéticos .

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce que en el mundo existe una falta
de acceso a los medicamentos esenciales. En el sector publico se cuenta con un
34.9% de los medicamentos genéricos y el costo es del 250% mas que el promedio de
referencia internacional, sin embargo, en el sector privado se cuenta con los mismos
medicamentos en un porcentaje promedio de 63.2% pero el precio se incrementa en
un 650% 2.

En el Perd se observa segun el ultimo reporte de la Direccion General de Insumos
Medicamentos y Drogas (DIGEMID), que existe un 16.2% de establecimientos
farmacéuticos con baja disponibilidad de medicamentos, el 57.2% es regular y el
23.7% tiene un 6ptimo nivel de disponibilidad; realidad que es desigual en todos los

departamentos del Peru?®.

El departamento de Ayacucho es el que presenta el mas bajo nivel de abastecimiento
con un 1.9%, sin embargo, Apurimac presenta los indices mas altos de abastecimiento

con un 23.7% 4.

En el departamento de Lambayeque se observa que solo el 15% de la poblacién tiene
acceso al seguro integral de salud y a través de este tienen acceso a los medicamentos
esenciales. Lamentablemente los servicios de farmacia de los centros de salud
presentan deficiente abastecimiento de medicamentos esenciales, esto evita que los

pacientes completen su tratamiento o lo que es peor nunca lo inicien.

Esta probleméatica es mas acentuada en las zonas lejanas como Inkahuasi, Oyotun,
Safia, Patapo donde el acceso a medicamentos esenciales de bajo costo es casi
imposible, por lo que las enfermedades se prolongan y llegan a presentarse casos

graves que complican el tratamiento®.



Ante esta situacion es necesario obtener alternativas de solucién a las enfermedades
mas comunes para evitar complicaciones futuras. El uso de plantas medicinales para
tratar enfermedades ha sido empleado por nuestros ancestros desde la antigiiedad,
pero ha disminuido con la aparicién de los medicamentos, perdiéndose costumbres y

conocimientos transmitidos de generacidén en generacion.

El presente proyecto pretende encontrar propiedades medicinales en Justicia secunda
Vahl (planta de insulina) que nos permitan demostrar su eficacia en el tratamiento de
micosis comunes como las producidas por Candida albicans.

El género Justicia abarca un promedio de 420 especies de plantas, que pertenecen a
la familia Acanthaceae. Justicia secunda Vahl, es un arbusto pequefio que puede
alcanzar hasta 1 metro de altura. Su origen se remonta en lugares tropicales y
templados, como América del sur, y se conoce con varios nombres comunes tales
como: singamochilla, insulina, sanguinaria, curatodo, canilla de pollo, la hoja de la vida,

etc’.

Los estudios fitoquimicos de esta planta muestran la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, quininas, antocianinas, luteolina, acetato de aurantamida,

auranamida, quindolina y derivados de pirrolidona®.

En la medicina herbolaria se utilizan las hojas y ramas para aliviar y contrarrestar
ciertas molestias como inflamaciones, se usa en la artritis, presenta efectos sedantes,
alucinégenos, somniferos, antiepiléptico, presenta efecto abortivo, anticancerigeno,
antioxidante, como cicatrizante y hemostatico, combate los calculos renales y
enfermedades prostaticas, analgésica, disminuye la cantidad de &cido durico,

antibacteriano, antianémico, antiseptico®

Por otro lado, Candida albicans, es el hongo que mas micosis produce en las personas.
Forma parte de la flora comensal de la vagina, tracto gastrointestinal y mucosa bucal.
Las manifestaciones clinicas por esta especie incluyen el muguet, vaginitis,
endocarditis, infecciones cutaneas, afectacion pulmonar, meningitis, queratomicosis,

cistitis, absceso cerebral, entre otras .



Segun las investigaciones realizadas por Oldea D. (2016), manifiesta que los
principales factores de virulencia de Candida albicans que contribuyen al aumento en
su capacidad de infectar son la germinacion rapida en los tejidos después de
diseminarse por el torrente circulatorio; la produccion de proteasas, las adhesinas para
las proteinas de la matriz extracelular, los receptores de unién al complemento y los

cambios fenotipicos?.

Bustamante, S. (2018) determiné la actividad antimicética que presenta Tagetes
filifolia (anisillo) frente a Candida albicans ATCC 10231 la técnica empleada para la
obtencion del aceite fue de destilacion por arrastre con vapor de agua y el extracto
etandlico se realizé mediante la técnica de maceracion con etanol al 70°, la actividad
antimicética se determind mediante el método de difusién en placa, segun Kirby —
Bauer, los resultados mostraron que el aceite esencial tuvo un halo de inhibicion de
11.55 mmy 13.28 mm para el extracto etandlico, en el estudio fitoquimico demostro la
presencia de carbohidratos, azucares reductores, taninos, flavonoides, compuestos

fendlicos, antraquinonoas y trazas de alcaloides **.

Abiodun et al (2020) investigaron los componentes fitoquimicos y la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos de hojas de Justicia secunda Vahl sobre
microrganismos patégenos clinicos seleccionados. Se prepararon extractos acuosos,
etandlico y metandlico de hojas de la planta y se concentraron utilizando un evaporador
rotatorio. El andlisis fitoquimico se llevo a cabo mediante métodos estandar mientras
que la actividad antibacteriana de los extractos frente a los aislados clinicos se
determiné mediante el método de difusién en pozos de agar. La investigacion encontré
saponinas, taninos, flavonoides, glucésidos cardiacos, terpenoides, esteroides,
antraquinonas y alcaloides estaban presentes en el metanol, etanol y extractos
acuosos, mientras que los glucésidos cardiacos y alcaloides estaban ausentes en el
extracto acuoso. Todos los extractos tenian actividad antibacteriana contra las

bacterias de prueba a 150 mg / mL para E. coli *2.

Kitadi J. et al (2019), realizaron una revision sobre la Fitoquimica y Farmacologia de
Justicia secunda Vahl. y especies de Justicia de varias bases de datos electrénicas
(Science Direct, PubMed Central, PubMed y Google Scholar). Los resultados revelaron
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gue esas plantas se utilizan tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades
respiratorias y gastrointestinales, asi como para la inflamacion. Estas plantas también
se utilizan por sus efectos sobre el sistema nervioso central como alucinégenos,
agentes somniferos, sedantes, depresores y tratamientos para la epilepsia y otros
trastornos mentales. Otras especies se utilizan popularmente en el tratamiento del

dolor de cabeza y fiebre, sedantes, propiedades analgésicas, cancer, diabetes y VIH!3.

De Sousa T. et al (2018) identifico la caracterizacion fitoquimica y las actividades
biol6gicas de Justicia pectoralis sobre cepas de A. baumannii y K. pneumoniae. Dicha
es estudio fitoquimico lo realizaron por cromatografia en capa fina (TLC) y por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion) y la evaluacion del efecto antibacteriano
se realizé por el método de micro dilucién, obteniendo la Concentracién Inhibitoria
Minima y la Concentracién Bactericida Minima, los principales compuestos de los
extractos que encontraron fueron cumarinas y acido elagico, ademas el extracto

organico presento actividad bacteriostatica contra A. baumannii y K. pneumoniae 4.

Onoja S. et al (2017) evalu6 las actividades antioxidantes, antinociceptivas y
antiinflamatorias in vitro del extracto metandlico de la hoja de Justicia secunda Vahl.
mediante modelos de edema de pata inducido por carragenina y formalina, y la
actividad antinociceptiva se evalu6 utilizando modelos de prueba de reflejo de
contorsion y movimiento de la cola inducidos por acido acético, mientras que la
actividad antioxidante se evalu¢ utilizando 2,2-difenil-2, estudio sugiere que J. secunda
posee actividades antiinflamatorias, antinociceptivas y antioxidantes y también
proporciona la base farmacolégica para sus usos en la medicina tradicional para estos

fines®.

El presente estudio ve especial interés en las enfermedades producidas por hongos
especialmente del género Candida, que muestran una gran prevalencia en la poblacion
especialmente la de bajos recursos debido a falta de conocimiento y de medicamentos

accesibles.

Las propiedades medicinales de Justicia secunda Vahl (planta de insulina) seran

obtenidas mediante dos métodos de extraccidn reconocidos y muy empleados en



investigacion, lo cual nos permitira demostrar el efecto antimicético de esta planta

mediante un estudio microbioldgico in vitro.

La informacion que nos proporcione el desarrollo del proyecto de investigacion
permitira emplear y plantear el uso de esta planta en el tratamiento alternativo de
enfermedades micéticas de pacientes con bajos recursos, en zonas donde los
medicamentos basicos no son accesibles, emplearlo como una terapia conjunta al
tratamiento farmacolégico mejorando la eficacia y reduciendo los periodos de

tratamiento.

El proyecto aportard nuevo conocimiento sobre Justicia secunda Vahl (planta de
insulina), esto brindara informacion a futuras investigaciones sobre esta planta y
promovera nuevas, los beneficios de esta especie pueden ayudar al tratamiento de
enfermedades micéticas muy comunes en la poblacién como son la Candidiasis,
beneficiar en la economia de las personas al ser una planta muy comun y de bajo costo
e implementar programas de tratamiento alternativo de enfermedades comunes en el

sector salud con plantas medicinales de reconocido efecto antimicaético.

En la presente investigacion tenemos como objetivo general: demostrar el efecto
antimicético “in vitro” del extracto metandlico de Justicia secunda Vahl (planta de
insulina) frente a Candida albicans para lo cual hemos planteado la siguiente hipoétesis:
El extracto metandlico de Justicia secunda Vahl (planta de insulina) presentan efecto
antimicotico “in vitro” frente a Candida albicans ATCC 10231



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion
La investigacion presenta un enfoque cuantitativo con disefio experimental debido a
que las variables son manipuladas intencionalmente por el investigador en

condiciones establecidas!®16,
Explicativo: Porque el estudio busca explicar le relacion de causa y efecto.

Prospectivo: La recoleccion de datos se realiza luego de iniciada la ejecucion de la

investigacion.

El disefio grafico experimental se muestra a continuacion:

G : Cepas de Candida albicans
X : Tratamientos (extracto metandlicos y controles)
O1: Efecto Observado

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

La poblacion estd conformada por la especie vegetal Justicia secunda Vahl (Planta de
insulina) recolectada en el distrito de Motupe, provincia de Chiclayo, departamento de
Lambayeque ubicado a 6.154°S y 79.721°0, la muestra recolectada fue de 800 gr. de
hojas frescas de la planta mediante un tipo de muestreo no probabilistico por

conveniencia.
2.3 Variables de investigacion
La variable de dependencia sera la actividad antimicética sobre la que se evalué la

variable independiente, el extracto metandlico, segun la naturaleza del estudio es una

variable cuantitativa con escala de medicion de razén?®.



VARIABLE INDEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA
T = Anélisis
Extracto metandlico de Justicia o
. . ftoauimico Cuantitativo Nominal
secunda Vahl. “Planta de insulina” q
VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA
L Medicion de .
Efecto antimicotico Ordinal
halos Cuantitativo

Definicion conceptual: La actividad antibacteriana es la disminucion o inhibicidn en

el crecimiento que produce el extracto metandlicol’.

Definicién operacional: Medicion del halo de inhibicion sobre la cepa de Candida

albicans por el extracto metandlico

Variable independiente: Extracto metandlico de Justicia secunda Vahl. “Planta de

insulina”

Definicidon conceptual: Extracto al 50%, 75% y 100% obtenido con metanol de la planta

Justicia secunda Vahl. “Planta de insulina”

Definicion operacional: Extracto elaborado mediante maceraciéon en frio con metanol.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano sobre Candida albicans

Definicién conceptual: El efecto antibacteriano se mide por la inhibicién del crecimiento

de Candida albicans

Definicion operacional: La mediciéon del diametro de la zona de inhibicion se relaciona

con el efecto antimicético.



2.4 Técnica e instrumento de recoleccién de datos

Difusion en pozo: Técnica que se empled para la determinacion de la actividad
antimicética mediante la cual se realizan pozos de 6 mm de diametro en una placa

Petri conteniendo Candida albicans en agar nutritivo!8.

Instrumento de recoleccion de datos: Se empleara el pie de rey o vernier digital para
realizar las mediciones de los halos de inhibicién, debido a que ofrece mayor precision
en la medicion de diametros pequefios.



2.5 Proceso de recoleccion de datos
2.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Se ubicé la zona de cultivo de la especie vegetal y solicitdé los permisos de acceso
respectivos a los propietarios, se obtuvo dos muestras vegetales de aproximadamente
30 cm las cuales presentaron todas las caracteristicas de la planta (flores, hojas, fruto,
seccion de tallo), luego fue limpiada y colocada en cartulina A3 posteriormente
prensada y llevada a identificacién taxondmica, se coordiné asi mismo, la obtencion
de la cepa microbioldgica antes de iniciar la ejecucion con un laboratorio

microbioldgico.
2.5.2. Recoleccién y preparacion de la muestra vegetal

La muestra vegetal fue recolectada en el distrito de Motupe, provincia de Chiclayo,
departamento de Lambayeque en la zona ubicada en 6°09'12.9"S 79°43'21.2"W, se
recolectd aproximadamente 1000 gramos de hojas las que fueron lavadas y secadas
a corriente de aire directa bajo sombra o cerca de una ventana por 48 horas,
posteriormente se llevara a estufa a una temperatura de 30°C por 5 horas, luego se
retird y tritur6 de manera manual y posteriormente se pulveriz6 con un molino de

cuchillas, se paso por un tamiz la muestra y separara el polvo fino obtenido.

2.5.3. Preparacion del extracto metandlico:

Se peso6 400 gramos de muestra pulverizada y agregé 1200 ml de metanol, agité y
dejé en reposo por 10 dias en la oscuridad, cada 8 horas agité la muestra hasta
terminar el periodo de tiempo indicado, luego se retird y filtr6 con papel de filtro, el
extracto obtenido se llevo a evaporacion a 40°C en bafio maria hasta sequedad por 24

horas.

Luego de se reconstituyd la muestra a una concentracién de 1 gr/ml la que se
considerd el 100% y a partir de esta se obtuvieron por diluciones las concentraciones
de 75% y 50%.



2.5.4. Activacion y sembrado de la cepa de Candida albicans

Una vez activada la cepa ATCC segun protocolo establecido por el proveedor, se
sembro dicha bacteria en medios de cultivos selectivos y se dejé por 24 horas a 35°C
+ 1, posteriormente se realizo diluciones seriadas y hasta obtener una concentracion
igual al tubo 0.5 de la escala de McFarland, luego se sembrd con un hisopo estéril

sobre la superficie de las placas Petri en un medio de agar Miuller Hinton.

2.5.5. Determinacioén de la actividad antimicoética

En las placas sembradas con Candida albicans se realizaron pozos de 6 mm de
diametro y colocaron 20 uL de cada extracto, del mismo modo se aplicaron los
controles negativos (metanol) y positivo (nistatina), se llevaron a incubacion por 24
horas a 35°C + 1, transcurrido este tiempo se procedié a tomar las medidas de los
halos formados con el pie de rey en cada placa para cada concentracion colocando

las placas a trasluz.

2.6. Meétodos de andlisis estadisticos

El analisis estadistico a realizarse comprendi6 estadistica descriptiva de los grupos de
datos y las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza, posteriormente se
realiz6 una prueba de ANOVA y la comparacién de grupos mdultiples mediante la
prueba de Tukey y la prueba de Chi-cuadrado de independencia para un grupo de

datos aislados, las pruebas se realizaron con nivel de significancia alfa de 0.051%20,

2.7 Aspectos éticos

En consideracion al tipo de investigacion se tomo en cuenta el aspecto bioético de no
maleficencia.

Principio de no maleficencia

Mediante este principio cuidé de no producir dafio o disminuirlo bajo cualquier
circunstancia, en tal sentido todo material bio-contaminado fue previamente

esterilizado como norma de bioseguridad?!22.
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[ll. RESULTADOS

Tabla 1. Estadistica descriptiva para los distintos tratamientos del extracto metandlico

de Justicia secunda “Insulina” frente a Candida albicans
Descriptives

95% Confidence Interval

for Mean
Std. Std. Lower Upper
Tamano del halo de inhibicion N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum Maximum
Extracto Metandlico al 50% - 30
6,07 0,13 0,02 6,02 6,12 6,00 6,40
Justicia secunda
Extracto Metandlico al 75% - 30
o 9,52 0,33 0,06 9,40 9,64 8,60 10,10
Justicia secunda
Extracto Metandlico al 100% 30
11,06 0,35 0,06 10,93 11,19 10,50 11,70

- Justicia secunda

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS version 26

La tabla 1 nos muestra las medias, desviacion estandar, error estandar, los intervalos para la
media con un nivel de confianza del 95% y los valores maximo y minimo obtenidos en la
recoleccion de los datos del didmetro de inhibicién formado por el extracto metandlico de
Justicia secunda “Insulina” a diferentes concentraciones frente a Candida albicans. Para la
concentracion del 50% se observa un halo de inhibicién de 6.07mm, similar al control negativo,
pero las concentraciones de 75% y 100% presentan diametros de halos de inhibicién

superiores con medias de 9.52mmy 11.06mm
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Tabla 2. Estadistica descriptiva para los tratamientos de los grupos control frente a

Candida albicans

Tamaiio del halo de Std.
inhibicion N Mean Deviation
Control Negativo 30
6,04 0,09
(Metanol)
Control Positivo 0
25,14 0,35

(Nistatina)

Fuente: Analisis obtenido mediante SPSS version 26

95% Confidence Interval for

Mean

Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum

6,01 6,08 6,00 6,30

25,01 25,27 24,60 25,80

La tabla 2 nos muestra las medias, desviacion estandar, error estandar, los intervalos para la

media con un nivel de confianza del 95% vy los valores maximo y minimo obtenidos en la

recoleccion de los datos del diametro de inhibicion formado por la Nistativa (control positivo)

con una media de 25.14 y metanol (control negativo) con una media de 6.04 frente a Candida

albicans.

300

250

200

150

10,0

Mean of Tamario del halo de inhibicién

50 807
Extracto Extracto Extracto Control Megative  Control Positivo
Metandlico al 50% Metandlico al 75%  Metandlico al (Metanal) (Mistatina)
- Justicia secunda - Justicia secunda  100% - Justicia
secunda

Fuente: Analisis obtenido mediante SPSS version 26

Tratamientos

Figura 1. Comportamiento del tamafio del halo de inhibicion formados por los
tratamientos frente a Candida albicans
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La figural muestra el comportamiento de los tratamientos del extracto metanolico de Justicia
secunda “Insulina” a diferentes concentraciones y de los controles frente a Candida albicans
en funcion del diametro de inhibicion. Se observa un comportamiento similar entre el control
negativo y el extracto metandlico de Justicia secunda “Insulina” al 50% y existe una diferencia

significativa entre la media del control positivo (nistatina) y los demas extractos.
Tabla 3. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov corregida por Lilliefors para

cada tratamiento

Kolmogorov-Smirnov?

Tratamientos Statistic  df p-valor.

Extracto Metandlico al 50% - Justicia
0,44 30,00 0,00
secunda

Extracto Metandlico al 75% - Justicia
0,14 30,00 0,12

Tamario del halo de secunda
inhibicion Extracto Metandlico al 100% - Justicia
0,11 30,00 0,20
secunda
Control Negativo (Metanol) 0,48 30,00 0,00
Control Positivo (Nistatina) 0,11 30,00 0,200"

*. This is a lower bound of the true significance.~

a. Lilliefors Significance Correctiona

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS version 26

Hi: El grupo de datos analizados no presentan una distribucion normal. Para un p-

valor < 0.05

Ho: El grupo de datos analizados presenta una distribucion normal. Para un p-valor >

0.05
La tabla 3 presenta el andlisis realizado a cada grupo de datos para la determinacion de su
distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov corregida por Lilliefors, se
observa p-valor < 0.05 en los tratamientos del extracto metandlico al 50% de Justicia secunda
y el control negativo, asi mismo, los datos de los tratamientos del extracto metandlico al 75%
y 100% de Justicia secunda y el control positivo presentaron p-valor > 0.05. Por lo tanto,
podemos afirmar con un nivel de confianza del 95% que el grupo control negativo y extracto
metandlico al 50% de Justicia secunda no presentan distribucion normal, sin embargo, el grupo
control positivo y los extractos metanolicos al 75% y 100% de Justicia secunda si presentan

distribucién normal.
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Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas por grupos

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Tamafo del halo de Based on Mean 0,242 2 87 0,785
inhibicién Based on Median 0,163 2 87 0,850
Based on Median and with 0,163 2 86,797 0,850
adjusted df
Based on trimmed mean 0,236 2 87 0,790

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS version 26
Hi: Los datos analizados no presentan varianzas homogéneas. Para un p-valor <
0.05

Ho: Los datos analizados presentan varianzas homogéneas. Para un p-valor > 0.05

La tabla 4 se muestra el analisis para determinacion de varianzas homogéneas entre los
grupos empleando la prueba estadistica de Levene o de homogeneidad de varianzas, para tal
fin, no se considero el grupo control negativo y extracto metanolico al 50% de Justicia secunda
por no presentar distribucion normal. Se observa un p-valor basado en la media de 0.785 el
cual es superior al a = 0.05, por lo tanto, se rechaza la H1 y acepta la Ho: Los datos analizados

presentan varianzas homogéneas

Tabla 5. Analisis de la varianza para las variables de estudio

ANOVA
Tamafio del halo de inhibicion
Sum of Squares df Mean Square F p-valor
Between Groups 4443,209 2 2221,604  19009,859 0,000
Within Groups 10,167 87 0,117
Total 4453,376 89

Fuente: Analisis obtenido mediante SPSS version 26

H1: Existe diferencia significativa en la media de al menos un grupo de datos

analizados. Para un p-valor < 0.05
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Ho: No existe diferencia significativa en las medias de los grupos de datos analizados.
Para un p-valor > 0.05
La tabla 5 muestra el analisis de la varianza (ANOVA) realizado para los grupos de datos
donde se observa un valor p inferior al nivel de significancia a = 0.05, por lo tanto, se rechaza
la Ho y acepta Hi: Existe diferencia significativa en la media de al menos un grupo de datos
analizados.
Nota: No se considera el tratamiento con el control negativo y el extracto metandlico al 50%

de Justicia secunda.

Tabla 6. Comparaciones mdltiples de las medias mediante prueba de Tukey

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Tamafio del halo de inhibicion

Tukey HSD
95% Confidence
Interval
Mean Std. p- Lower Upper
(I) Tratamientos (J) Tratamientos Difference (I-J) Error valor Bound Bound
Extracto Metandlico al 75% Extracto Metandlico al -1,5433" 0,088 0,00 -1,754 -1,333
- Justicia secunda 100% - Justicia secunda
Control Positivo (Nistatina) -15,6167° 0,088 0,00 -15,827 -15,406
Extracto Metandlico al Extracto Metandlico al 75% 1,5433° 0,088 0,00 1,333 1,754
100% - Justicia secunda - Justicia secunda
Control Positivo (Nistatina) -14,0733 0,088 0,00 -14,284 -13,863
Control Positivo (Nistatina) Extracto Metandlico al 75% 15,6167 0,088 0,00 15,406 15,827
- Justicia secunda
Extracto Metandlico al 14,0733° 0,088 0,00 13,863 14,284

100% - Justicia secunda

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS versién 26

La tabla 6 se presenta el analisis de la prueba de Tukey para los datos de los tratamientos del
extracto metandlico al 75% y 100% de Justicia secunda, asi como del control positivo

(nistatina). El p-valor menor al nivel de significancia alfa nos indica que existe diferencia
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significativa entre las medias comparadas por parejas, en tal sentido, todos los tratamientos

incluyendo al control positivo presenten diferencias significativas en sus medias.
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Tabla 7. Analisis por sub grupos homogéneos

Tamaifio del halo de inhibicidon

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Tratamientos N 1 2 3
Extracto Metanolico al 75% - 30 9,520

Justicia secunda

Extracto Metandlico al 100% 30 11,063

- Justicia secunda

Control Positivo (Nistatina) 30 25,137
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30,000.

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS version 26

La tabla 7 presenta el andlisis de las comparaciones multiples por pareja de tratamientos por
sub grupos, no existe evidencia significativa de comportamientos similares en los tratamientos
a diferentes concentraciones del extracto metandlico de Justicia secunda, tampoco se puede

afirmar la existencia de un tratamiento similar al control positivo.
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Tabla 8. Analisis mediante Chi-cuadrado para el control negativo y el extracto

metandlico al 50% de Justicia secunda

Tamanfo del halo de inhibicién * Tratamientos Crosstabulation

Tratamientos

Extracto
Metandlico al Control
50% - Justicia Negativo
secunda (Metanol) Total
Tamafo del halo de 6,0 Count 22 24 46
inhibicién Expected Count 23,0 23,0 46,0
% of Total 36,7% 40,0% 76,7%
6,1 Count 1 1 2
Expected Count 1,0 1,0 2,0
% of Total 1,7% 1,7% 3,3%
6,2 Count 3 3 6
Expected Count 3,0 3,0 6,0
% of Total 5,0% 5,0% 10,0%
6,3 Count 2 2 4
Expected Count 2,0 2,0 4,0
% of Total 3,3% 3,3% 6,7%
6,4 Count 2 0 2
Expected Count 1,0 1,0 2,0
% of Total 3,3% 0,0% 3,3%
Total Count 30 30 60
Expected Count 30,0 30,0 60,0
% of Total 50,0% 50,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymptotic

Value df p-valor (2-sided)

Pearson Chi-Square 2,087 4 0,720

Likelihood Ratio 2,860 4 0,582

Linear-by-Linear Association ,842 1 0,359

N of Valid Cases 60

a. 8 cells (80,0%) have expected count less than 5. The minimum

expected count is 1,00.

Fuente: Andlisis obtenido mediante SPSS version 26
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H1: Existe diferente comportamiento entre los grupos de datos analizados. Para un p-
valor < 0.05
Ho: Existe un comportamiento similar entre los grupos de datos analizados. Para un

p-valor > 0.05

La tabla 8 muestra la comparacion del comportamiento de los tratamientos del extracto
metanolico al 50% de Justicia secunda y control negativo mediante la prueba de Chi-cuadrado,
se observa un 0.72 superior al nivel de significancia establecido en el estudio, por lo tanto, se
rechaza Hi y acepta Ho: Existe un comportamiento similar entre los grupos de datos

analizados.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion

La tabla 1 muestra los valores medios obtenidos del tratamiento con el extracto
metandlico de Justicia secunda “Insulina” frente a Candida albicans, se obtuvo halos
de inhibicién promedio de 6,07mm para el extracto al 50%, 9.52mm para el extracto al
75% y 11,06% para el extracto al 100%, con desviaciones de 0.13, 0.33 y 0.35
respectivamente. Se observa un leve incremento del efecto antimicético del extracto

metanolico al incrementarse su concentracion.

Por otro lado, la tabla 2 nos muestra el halo de inhibicion promedio obtenido al exponer
los controles negativo (metanol) y positivo (nistatina) sobre cultivos de Candida
albicans, el control negativo mostro un halo de inhibicion promedio de 6.04mm vy el
control positivo fue de 25.14mm. Se observa una gran diferencia entre el diametro del

control positivo y los demas grupos de tratamientos.

La gréfica de medias observada en la figura 1 nos permite visualizar de mejor manera
el comportamiento del efecto antimicético de los tratamientos a base del extracto
metanolico de Justicia secunda “Insulina” y los controles frente a Candida albicans, se
observa un efecto leve basado en el tamafio del halo de inhibicién de los extractos el
cual puede depender de muchos factores como método de extraccion, tiempo de

maceracion, fitoconstituyentes de la planta, entre otros.

En la tabla 3 se realiza el analisis del comportamiento normal de la distribucion de los
datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, asi mismo, en la tabla 4 se realiza
la prueba de homogeneidad de varianzas o prueba de Levene, ambas pruebas

necesarias para aplicar posteriormente la prueba paramétrica de ANOVA y Tukey.

En la tabla 5 se observa la aplicacion de la prueba de ANOVA a los grupos de datos
excepto los del control negativo y el tratamiento al 50% por no cumplir la distribucién
normal de los datos, el ANOVA muestra que existe diferencia significativa en la media
de al menos un grupo de datos, por lo que se realiza la prueba de Tukey como se

muestra en la tabla 6 para realizar las comparaciones de los 3 grupos de tratamientos,
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control positivo, extracto metandlico al 75% y 100%, esta prueba demuestra que existe
diferencia significativa en todos los grupos de tratamientos, este resultado se confirma

con el analisis por sub grupos homogéneos mostrados en la tabla 7.

Para demostrar la existencia de diferencia significativa entre el control negativo y el
tratamiento con el extracto metandlico al 50% se analizaron estos datos mediante la
prueba no paramétrica de Chi-Cuadrado para datos independientes, dicho andlisis se
muestra en la tabla 8, el p-valor de 0.72 nos demuestra que el efecto antimicético del
extracto metandlico al 50% de Justicia secunda “Insulina” frente a Candida albicans,
es similar al efecto del control negativo, en tal sentido, no se logré6 demostrar efecto

antimicético de este extracto a dicha concentraciéon sobre Candida albicans.

Se observa la presencia de un efecto leve contra Candida albicans en el extracto
metanolico de Justicia secunda “Insulina”. Abiodun et al (2020) realizé un estudio
similar con esta misma planta empleando 3 tipos de extractos, etandlico, metandlico y
acuoso. Las hojas fueron secadas a temperatura ambiente por 30 dias y luego
pulverizadas para obtener los extractos, se observd actividad antibacteriana,
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Bacilus cereus y Listeria
monocytogenes, los extractos acuosos y metandlicos no demostrando actividad
antimicrobiana sobre Escherichia coli pero el etandlico si. El mismo estudio determind
la presencia de saponinas, taninos, flavonoides, glicidos cardiotonicos, terpenoides,
esteroides, antraquinonas y alcaloides en el extracto metandlico. Los diametros de
inhibicion formados en los extractos metandlicos de la planta fueron de 12.0+0.01,
12.5+0.0, 10.0+0.01, 9.0+0.01 para Bacilus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Pseudomona aeruginosa, estos valores obtenidos son similares en
tamafio a los observados en nuestro estudio contra Candida albicans no que

demostraria la misma efectividad en bacterias como en hongos.

Por otro lado, un estudio mas profundo sobre las propiedades del género de esta planta
fue el recopilado por Kitadi J. et al (2019), de varias bases de datos electrénicas donde
llegd a la conclusion que esta planta posee importantes compuestos fitoquimicos como
fenoles, flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, glucésidos, saponinas, cumarinas,

saponinas, aminodcidos, aminas aromaticas, estigmasterol y lupeol. Los lignanos también
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presentes muestran actividad antiangiogénico, antileishmanial, antifingico, hipolipidémico,
cardioténico, antidepresivo, actividad analgésica, hepatoprotectora, antiagregante plaquetario,
antiasmatico, antiviral, antineoplastico, insecticida y antiinflamatorio. La investigacion también
mostro que Justicia gendarussa contenia el nivel mas alto de concentracion de zinc (Zn) de
0.03 mg / kg, asi también se ha demostrado actividad antibacteriana en el 8% de los extractos.
Justicia pectoralis mostré una alta actividad antibacteriana contra E. coli, E. faecalis y S.

epidermidi.

Un estudio realizado por Sousa T. et al (2018) con extractos acuosos y organicos
(acetona) de Justicia pectoralis sobre cepas de A. baumannii y K. pneumoniae logro
determinar la actividad antibacteriana de esta planta por el método de microdilucion,
el estudio fitoquimico determiné cumarinas, flavonoides, apigenina y acido elagico en
ambos extractos y se demostré actividad de esta planta contra Acinetobacter

baumannii y Klebsiella pneumoniae.

Ademas de las propiedades antibacterianas de Justicia secunda Vahl, Onoja S. et al
(2017) evalud las propiedades antioxidantes, antinociceptivas y antiinflamatorias in
vitro del extracto metandlico de las hojas de Justicia secunda Vahl en modelos de
edema en pata de ratdn inducido por carragenina y formalina, el estudio luego del
trabajo logré6 demostrar las propiedades antiinflamatorias, antinociceptivas y

antioxidantes de la planta.

Existe evidencia médica que respalda el uso de esta planta debido a sus metabolitos
secundarios que presenta el género de esta especie que la hacen una potencial fuente de
investigacion y de recurso farmacoterapéutico en el tratamiento de muchas enfermedades e
infecciones, ademas de la seguridad en su uso se debe considerar el factor econémico ya que
crece como una planta silvestre y en algunos lugares de la zona es cultivado como planta

ornamental.
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4.2. Conclusiones

- Se determind la actividad antimicética del extracto metandlico de Justicia
secunda frente a Candida albicans a las concentraciones de 75% y 100%
mediante la técnica de difusion en disco con halos de inhibicion de 9.52mm y
11.06mm.

- La concentracion del 50% del extracto metandlico de Justicia secunda no
mostré actividad antimicética, la prueba Chi-cuadrado confirmé que el extracto
metanolico al 50%. no presenta diferencia significativa con el control negativo.

- El extracto metandlico de Justicia secunda presentd menor actividad
antimicética a todas sus concentraciones que el control positivo, la prueba de
Tukey para comparacion de grupos multiples permitié determinar la diferencia
significativa entre los grupos de datos del extracto metandlico de Justicia

secunda al 75%, 100% y control positivo.
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4.3. Recomendaciones

Se requiere estudios de mayor impacto sobre esta planta debido a que a nivel
nacional no existen casi estudios de demuestren su actividad antimicrobiana o
clinica.

Se necesita comparar los beneficios de esta planta mediante diferentes
técnicas de extraccion que permitan mejorar su eficacia.

Se debe difundir el uso y cultivo de esta planta en la zona, debido a que su

obtencion es dificil y escasa.
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Anexo A: Operacionalizacion de las variables

Candida albicans inhibicién Cuantitativo

UNIDAD DE
VARIABLE INDEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA INDICADORES MEDIDA/PUNTO DE
CORTE
100%
Extracto metandlico de
- Concentracién Cuantitativo 75%
Justicia secunda Vahl. Ordinal Porcentaje
L 50%
“Planta de insulina
Ausencia
UNIDAD DE
VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES MEDIDA/PUNTO
DE CORTE
Efecto antimicético frente a | Halo de
Ordinal Diametro milimetros




Anexo B: Instrumento de recoleccion de datos

Diametro de los halos de inhibicién producidos por el extracto metandlico de las

hojas de Justicia secunda Vahl (Planta de insulina) sobre cepas de Candida albicans

ATCC

Extracto Metandlico Controles
Placa 50% | 75% | 100% | Negativo | Positivo

(mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm)
1 6,0 9,5 10,5 6,0 24,9
2 6,0 9,2 10,9 6,0 25,7
3 6,0 9,6 11,2 6,0 25,0
4 6,0 9,6 10,5 6,0 25,5
5 6,2 9,8 11,7 6,0 25,1
6 6,0 9,6 10,8 6,0 24,6
7 6,0 9,1 11,3 6,0 25,6
8 6,0 9,6 11,3 6,3 25,1
9 6,3 9,9 11,6 6,0 25,6
10 6,0 9,0 10,8 6,0 24,9
11 6,0 9,5 10,6 6,1 24,7
12 6,0 10,0 11,1 6,0 25,3
13 6,4 9,4 10,9 6,0 25,0
14 6,0 9,5 11,6 6,0 25,3
15 6,0 9,6 11,6 6,2 25,7
16 6,0 10,1 10,5 6,0 25,5
17 6,2 9,6 11,1 6,0 25,2
18 6,0 9,3 11,5 6,0 25,3
19 6,0 9,3 11,2 6,0 24,7
20 6,0 9,9 11,2 6,0 25,2
21 6,3 9,3 11,0 6,2 24,8
22 6,0 9,8 11,1 6,0 25,1
23 6,0 9,8 10,9 6,0 25,1
24 6,1 8,6 10,5 6,0 25,0
25 6,0 9,5 11,1 6,2 25,3
26 6,0 9,0 11,0 6,0 24,9
27 6,4 9,9 10,8 6,0 25,8
28 6,0 9,4 11,1 6,0 24,6
29 6,0 9,7 11,1 6,0 24,6
30 6,2 9,5 11,4 6,3 25,0
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Anexo C: Clasificacion taxondmica

"Ano de la Universalizacion de la Salud" .

CONSTANCIA DE
IDENTIFICACION TAXONOMICA

La Bidloga Flor Milagros Silva Romero con colegiatura del Colegio de Bidlogos del Perii
Nro. 6238 deja constancia que:

La muestra botanica recibida delos bachilleres Lucero del Rocio Meza Nauca y Christiam
Joel Becerra Jiménez, quienes realizan una investigacion en la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora — San Juan de Lurigancho; ha sido
estudiada e identificada como: Justicia secunda Vahl (Insulina) y tiene la siguiente
posicién taxonémica segln el sistema de clasificacion APG III (Angioperm Phylogeny
Group).
Clase: Equisctopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae Juss.
Género: Justicia L.
Especie: Justicia secunda Vahl

Nombre vulgar: “Insulina”

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
considere pertinente.

Lambayeque, 20 de octubre del 2020
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Anexo D. Certificado de analisis de la cepa Candida albicans ATCC 10231

¢ MICI’DbIdDgICS”

= ification and Performance Upon Release
ﬁpﬂ:ﬁnahcns E;ﬂrahnﬂ Diate: 202172728
mrmrﬁiism MName: Candida afbicans Information:

Catalog Mumber: (443 Guiality Control Technologist: Alexandra D Stensvad
Lot Mumber: 44£3-1008" Release Date: 2019/2/18
Reference Number: ATCCE 10231 ™"

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Small to mediurm, white, cireular, conves, dull colonies. Mutrient

Microscopic Features: Method:

Gram positive, owoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)

10 System: MALDH-TOF (1)

Oither Features! Challenges: Results
(1) Germ Tube Test: positve
{1} Chlamydospore production: positive

See attached ID Systern results document.

*Iu .
(1"-Ir l"iﬂ;i_ﬂq_.u(_.pg,éfdﬁ-&—#

Amanda Kupernus
Quiality Coontrol Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Dizcisimer, The st digits) of the: ot number sppsanng on e procuct abel and packing =lip ane mersly & packaging st number. The ot mumissr dspiayed on s
certilcaie ks the achual base: lof number.
mwm“ﬂw Iu&lmmwm unlmss arwimmment of the card, comibdned with $he short Inoubation period, may

. Reler fo the snoiccad produst iIngert for Inctnsstions, intsnded uss and hazardicatety informaticn.

o i 2 fracsabis o & reoognizsd suthars solisobion

REFERESIE fATERIAL PRODUCTSE

e € B e SN 25 LSS N 2 S S S

1] Thess iess are soomesdied o BONEC 170252005,

&

TESTING CERT 8h50, L

& 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MM 58302 Page 1of 1 DOC. 288
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -EEE“

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols [ Color
20K - 300 {+++) Ereen
170 - 1499 {+} velhow
0.00 = 1.68 =} Ted

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Categaory Interpretation
High conslstemey: The best match is a high-confidence identification. The secomd-best match is (11 a
{A) high-confidence idenfification in whicl the species is idenrical to the best maich, (2) a low-confidence
idettification in which the species or genns is identical o tbe best match, or (3) 8 noo-identification,
Low consistemcy: The requirements for high consistency are not met. The best muatch is a high- or loow-
(B] confidence identificntion. The second-best match is (17 o high- o1 low-confidencs idenhificatson m
which the genns is ientical bo the best match or (21 a non-identificarion
[C] No comslstency't The requirensenis foc hagh or ks comsisiency are not sl
Sample Mame: Candida albicans
Sample Desoription: D43
Sampie 10 4431006

Sample Creation DateMme:  2012-03-06T14:55:06.305 ADS
Apgiled MSP Ubranyiles):  BOAL, Mycobacteria Ubrary {baad method), Fiamentous Fungl Library, Listerta
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Anexo E. Evidencias de trabajo de campo

. . . , . . Figura 2. Recoleccién de la muestra
Figura 3. Justicia secunda (planta de insulina) en zona de culivo &

Figura 4.Secado de la muestra
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Figura 5. Acondicionamiento en papel Kraft para secado de
la muestra

Figura 6. Triturado de /a muestra

Figura 7. Secado en estufa de hojas de la planta de insulina
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Figura 8. Pulverizacion de la muestra

Figura 9. Tamizaje de la muestra vegetal

36



Figura 10. Preparacion y maceracion de los extractos

Figura 11. Filltrado del extracto metandlico
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Figura 12. Lectura de los halos de inhib

icion
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