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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antifUngica que poseera la crema a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. (laurel rosa) sobre a Candida
albicans ATCC 10231

Materiales y métodos: La investigacion se basé en un estudio de enfoque
cuantitativo, explicativo, prospectivo, transversal de disefio experimental con dos
grupos control, el positivo conformado por la crema terbinafina al 1% y el negativo
por la crema base. La poblacion vegetal estuvo conformada de Nerium oleander L.
(laurel rosa), la obtencion del extracto se realiz6 por maceracion, el cual se
incorporé a la crema base a las concentraciones del 15%, 20% y 25%. La actividad

antifingica se evalu6 por medio de la técnica de difusién en pozos.

Resultados: Los resultados encontrados se evaluaron en base al tamafio del halo
de inhibicién para la crema al 15% se obtuvo 8,93 + 0,43mm, para la crema al 20%
fue de 10,73 + 0,33mm); para la crema al 25% fue de 11,28 + 0,37mm; por su parte,
los grupos control mostraron los siguientes valores, crema base (control negativo)
de 6,11 + 0,33mm y terbinafina 1% (control positivo) de 23,46 + 0,42mm. Ademas,
Candida albicans ATCC 10231 presentd sensibilidad nula a la crema base, fue
sensible a las cremas elaboradas a base del extracto metandlico de flores de
Nerium Oleander L. “Laurel rosa” en todas las concentraciones, y es altamente

sensible a la terbinafina.

Conclusiones: La crema a base del extracto metandlico de flores de Nerium
oleander L. (laurel rosa) presentaron actividad antifungica sobre a Candida albicans

ATCC 10231, pero fue menor en comparaciéon con la crema terbinafina.

Palabras clave: Extracto metandlico, Nerium oleander L., laurel rosa, actividad
antifingica, Candida albicans ATCC 10231.



ABSTRACT

Objective: To determine the antifungal activity of the cream based on the
methanolic extract of flowers of Nerium oleander L. (pink laurel) on Candida albicans
ATCC 10231.

Materials and methods: The research was based on a quantitative, explanatory,
prospective, cross-sectional study with an experimental design with two control
groups, the positive group made up of 1% terbinafine cream and the negative group
made up of the base cream. The plant population was made up of Nerium oleander
L. (pink laurel), the extract was obtained by maceration, which was incorporated into
the base cream at concentrations of 15%, 20% and 25%. The antifungal activity was
evaluated by means of the well diffusion technique.

Results: The results found were evaluated based on the size of the inhibition halo
for the 15% cream, 8.93 + 0.43mm was obtained, for the 20% cream it was 10.73 +
0.33mm; for the 25% cream it was 11.28 + 0.37mm; On the other hand, the control
groups showed the following values: base cream (negative control) of 6.11 +
0.33mm and terbinafine 1% (positive control) of 23.46 + 0.42mm. In addition,
Candida albicans ATCC 10231 showed no sensitivity to the base cream, was
sensitive to creams made from the methanolic extract of flowers of Nerium oleander
L. "Laurel rosa" in all concentrations, and is highly sensitive to terbinafine.
Conclusions: The cream based on the methanolic extract of flowers of Nerium
oleander L. (pink laurel) showed antifungal activity against Candida albicans ATCC
10231, but it was lower compared to the 1% terbinafine cream.

Keywords: Methanolic extract, Nerium oleander L., rose laurel, antifungal activity,

Candida albicans ATCC 10231.



l. INTRODUCCION

Las infecciones fangicas tienen un gran impacto en la morbilidad y mortalidad
humana, sin embargo, las consecuencias de estas enfermedades en la salud no
han sido ampliamente evaluadas, ademas, a pesar de la necesidad urgente de
pruebas diagnésticas efectivas, nuevos medicamentos y vacunas seguras Yy
efectivas, los estudios de la fisiopatologia de las infecciones flngicas humanas
terminan rezagados con respecto a las enfermedades causadas por otros
patbgenos. Los hongos mé&s comunes que causan infecciones
musculoesqueléticas son Candida, Aspergillus, hongos dimaérficos (Blastomyces,
Coccidioides, Histoplasma) y Cryptococcus, cuyos sintomas que producen a
menudo son subagudos y pueden enmascararse como otros trastornos, lo que

puede conducir a retrasos sustanciales en el tratamiento(1,2).

Las infecciones fangicas, ya sean superficiales o sistémicas, estan aumentando y
afecta a casi 40 millones de personas en todo el mundo. Entre los patégenos que
causan dafios en la piel, las infecciones fangicas son las mas comunes, por
ejemplo, la candidiasis es una infeccion fungica causada por el hongo del género
Candida, principalmente Candida albicans (que es el mas comun de ellos). Es
importante sefialar que este hongo vive naturalmente en nuestro cuerpo, en la piel,
en el intestino, en la mucosa oral y en la microbiota vaginal, y que junto con las

bacterias mantienen el pH acido en la region intima, entre 3,8-4,5(3).

La revista europea “Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosa” publicé su
estudio donde inform6é que méas de 830 millones de personas de diferentes
continentes sufren de infecciones dérmicas o sistémicas por hongos, las cuales
suelen ser recurrentes, resistentes, cronicas y en algunos casos se desenlaza

ocasionando la muerte de los pacientes(3,4).

En el Peru las estadisticas en salud muestran que Candida albicans es el principal
agente fungico responsable de las infecciones en las personas con el sistema
inmunolégico debilitado, con probabilidad de ocasionar una infeccién a nivel
sistémico. Por otro lado, un estudio realizado en el area de odontologia informo que
cerca del 40% de la poblacion pediatrica con caries a nivel nacional presenta

Candida albicans al igual que en los adultos, que utilizan prétesis dentales(4-6).



Las plantas medicinales se han recetado durante mucho tiempo en varios paises,
durante siglos; sin embargo, existe poca informacion disponible de Nerium oleander
L. (laurel rosa) bajo la formulacion de crema, sobre su uso en infecciones fungicas
en la piel; por lo tanto, el estudio se centra en evaluar la actividad antifingica de

una crema formulada con Nerium oleander L. (laurel rosa).

Nerium oleander L. es una especie vegetal que pertenece a la familia Apocynaceae,
la cual destaca por tener especies que son utilizadas a nivel mundial por las
comunidades con diversos fines, especialmente como ornamentales y medicinales;
estd compuesta por cerca de 5.000 especies distribuidas en 400 géneros, la familia

tiene representantes ampliamente utilizados en la medicina tradicional(7).

Nerium oleander L., también llamado laurel rosa, se cultiva en todo el mundo y es
una de las plantas ornamentales mas utilizadas. La especie también tiene un gran
potencial medicinal, con registros de su uso en Brasil como expectorante, tonico
cardiaco, diurético y emético, también se han informado dosis muy pequefas de
extracto de hojas para uso en mordeduras de serpientes, por otro lado, el extracto
de flores de N. oleander L. tiene usos antinociceptivos y cardiotonicos. Ademas,
tienen registros del uso de su corteza como catartico, febrifugo y fiebre intermitente,
las semillas se utilizan como purgante en hidropesia y reumatismo. Toda la planta
tiene propiedades anticancerigenas y se investigd su uso en este tratamiento,
basandose en el uso popular de la planta en el tratamiento de callos, verrugas,

Ulceras cancerosas, carcinoma, tumores ulcerativos(8).

La actividad antifungica del extracto de las partes florales de la especie también se
observé frente a importantes hongos patéogenos (F. oxysporum, A. alternata,
Fusariumsolanie Rizoctonia solani). Asi mismo, el compuesto cardendlido extraido
de las raices de N. oleander, mostr6 actividades antibacterianas, los extractos de
las raices y hojas de la planta mostraron resultados efectivos contra bacterias y
hongos, también se comprobd la actividad antimicrobiana de los extractos del tallo
de la planta, contra Pseudomonas aeruginosae y Bacillus subtilis. Por otro lado, el
aceite esencial extraido de las flores de N. oleander mostré potencial antibacteriano

contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus(9).

Existe alrededor de 5 millones de especies de hongos, de este gran niumero, solo

unos pocos cientos de especies causan enfermedades en los humanos,



desafortunadamente Candida albicans es la especie fungica mas prevalente que
crece como patdégeno comensal u oportunista en el huésped humano, se asocia
con muchas infecciones potencialmente mortales, especialmente en personas
inmunodeprimidas. EI genoma de Candida albicans es muy flexible y puede
soportar una amplia gama de variaciones en un entorno en constante cambio, por
lo tanto, la plasticidad del genoma es fundamental para su adaptacion y durante
mucho tiempo ha sido de gran interés; C. albicans tiene un genoma heterocigoto
diploide que es muy dinamico y puede mostrar variaciones de reordenamiento
cromosomico y aneuploidia de pequefia a gran escala, lo que tiene implicaciones

en la resistencia a los medicamentos, la virulencia y la patogenicidad(11).

Los antecedentes nacionales que se relacionan con nuestro estudio citan a los
autores tales como, Chumacero P. y Ledon E. (2021), quienes tuvieron como
objetivo principal “determinar la actividad contra Escherichia coli del extracto de
etanol y extracto de metanol de la especie Nerium oleander”. Para su ejecucion los
extractos se prepararon a través de la maceracion y posterior filtrado, por otra parte,
la actividad bacteriana se evalu6 por difusion en disco o llamado también Kirby-
Bauer. El extracto etandlico a una concentracion del 75% formo una zona inhibitoria
de 18.9mm y el extracto con metanol al 100% formd una zona de inhibicion de
21mm, confirmando la actividad antibacteriana de ambos extractos de Nerium

oleander sobre E. coli(12).

Asimismo, Rojas R. (2019), por medio de su tesis evaluo el efecto in vitro de un
decocto a base de Nerium oleander sobre larvas de Spodoptera frugiperda, para
formular el decocto las hojas de Nerium oleander fueron hervidas en agua (1 litro
por cada 20 granos de hojas), luego se obtuvieron concentraciones de 0.5%, 1%,
1.5% y 2%. En los resultados se observo que el tratamiento en una concentracion
al 2% sobre las larvas disminuy6 su viabilidad en un 40%, produciendo una muerte
del 60%. Se confirma el efecto larvicida in vitro del decocto de hojas de Nerium
oleander(13).

Por su parte, Quintanilla C, Guerreo J (2018), establecieron por objetivo en su
estudio, determinar el efecto anti Staphylococcus aureus y anti Escherichia coli in
vitro de un extracto de etanol a base de las hojas de Vallesia glabra (cun cun). Para

la ejecucion de la tesis la técnica empleada para obtener el extracto de la planta fue



por maceracion en frio, posteriormente se disolvié el extracto hasta llegar a una
concentracion del 10%, 20%, 30%, 50% y 100% para inocularlos en las placas
cultivadas con las bacterias, adicionalmente el control negativo fue el etanol y el
positivo fue gentamicina, para evaluar la sensibilidad de las bacterias se aplicé la
técnica de Kirby-Bauer. Se concluyé que el extracto etandlico de hojas de Vallesia

glabra inhibi6é a Staphylococcus aureus, mas no a Escherichia coli(14)

Por otro lado, Fernandez H. (2016), por medio de su investigacion tuvo por objetivo
evaluar la actividad rodenticida del laurel rosa (Nerium oleander) a diferentes
concentraciones, en el estudio se elaboré una pasta con maiz y hojas secas de
Nerium oleander (laurel rosa) a las concentraciones de 10%, 20%, 30%, 40% y
50%, se alimentd a ratas por 10 dias con este preparado y observo el efecto. Los
resultados mostraron que Nerium oleander (laurel rosa) posee un efecto letal sobre
esto roedores a las concentraciones del 30%, 40% y 50%, concluyendo el estudio
que la especie vegetal tiene un efecto rodenticidas en las preparaciones con
concentracion superior a 30%(15).

De la misma forma, citaremos como antecedentes internacionales a los autores
Dos Santos A. et al (2022), quienes ejecutaron un estudio sistematico para
conocer la actividad terapéutica de tres plantas medicinales como: A. cathartica, C.
roseus y Nerium oleander. Después de seleccionar varios articulos cientificos se
analizé6 que dichas plantas presentan efecto antiparasitario, antifebril, laxante,
purgante, regenerador epitelial, antiséptico, expectorante, diurético y antiemético.
Por lo tanto, estas plantas pertenecientes a la familia Apocynaceae presenta varias

acciones terapéuticas(16).

Por su parte, Ayumi, I. (2021), quien defini6 como objetivo desarrollar un extracto
etanolico con efecto antifungico a partir del latex de Euphorbia sp y las hojas Nerium
oleander. Para su desarrollo se utilizé6 un moho del género Rhizopus que crece
habitualmente en el pan, este moho se cultivd en placas Petri con agar y el extracto
fue inoculado en dicho cultivo. Ambas especies vegetales mostraron un efecto

antifangico retrasando el crecimiento y eliminando a los hongos(17).

Ademas, Esmail, A. (2020), investigd los “principios activos y efectos
farmacoldgicos de Nerium oleander”. A través de una evaluacion fitoquimica se

mostré que Nerium oleander presenta metabolitos como taninos, saponinas,



alcaloides, flavonoides, fenoles, cardendlidos, glucésidos cardiacos, triterpenoides,
triterpenos y esteroides. El efecto antimicrobiano del aceite esencial de N. oleander
fue evaluado en bacterias grampositivas y gramnegativas, levaduras y mohos,
evidenciandose varios grados del efecto antimicrobiano sobre los microorganismos
utilizados, la concentracién minima inhibitoria fue de 125 a 500 y 250 a 2000 ug/pl
para bacterias y hongos respectivamente. Finalmente, la investigacion concluye
que Nerium oleander presenta actividad farmacolégica para combatir varios
microorganismos(18).

De esta manera, el presente estudio enmarca su investigacion en el estudio de
principios antimicGticos de Nerium oleander L., especificamente sobre Candida
albicans por su alto poder infectivo y su elevada resistencia antimicética, iniciando
la busqueda de nuevos principios a partir de esta planta, que ayuden al tratamiento
de estas enfermedades o sean complementarios al tratamiento farmacologico
mediante la elaboracion de una formulacion farmacéutica que permita la

aplicabilidad del principio.

El estudio planteado se enfoca en la problematica ocasionada por enfermedades
cuyo agente etiolégico es Candida albicans el cual produce la enfermedad conocida
como candidiasis, que afecta de forma recurrente y habitual a la poblacion, ademas,
de la resistencia que este microorganismo presenta frente a un tratamiento
farmacoldgico convencional, por lo mismo, de demostrarse la actividad antifingica
de una formulacién magistral (crema) a base del extracto metandlico de las flores
de Nerium oleander L. “laurel rosa” permitiria al 4rea de salud tomar como
alternativa natural el uso de esta crema en afecciones por candidiasis, asimismo,
se reducirian los niveles de resistencia del microorganismo y el costo del

tratamiento seria econdémicamente mas accesible

Por otro lado, el objetivo general establecido en la presente investigacion es
determinar la actividad antifingica que poseera la crema a base del extracto
metandlico de flores de Nerium oleander L. (laurel rosa) sobre a Candida albicans
ATCC 10231.

La hipétesis principal que se ha planteado en la presente investigacion es la
siguiente: La crema a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.

(laurel rosa) presenta actividad antifangica frente a Candida albicans ATCC 10231.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

La investigacion se centr0 en un analisis cuantitativo, basado en el estudio
estadistico de las variables, ademas correspondié a un estudio prospectivo y
transversal al momento de realizar la recoleccion de los datos; por tanto, el disefio

del estudio fue experimental(19).

2.2 Poblaciéon, muestray muestreo(20)

La poblacién vegetal estuvo conformada por 5 Kg de planta (incluyendo flores y
ramas) de Nerium oleander L. “laurel rosa” recolectada en el distrito de Pimentel,
del departamento de Lambayeque ubicada a 6.78° de latitud Sur y 79.88° de
longitud Oeste.

La poblacién bioldgica estuvo representada por la cepa microbiolégica de
Candida albicans ATCC 10231 de la empresa Gen Lab Peru.

La muestra se conformo por 2 Kg, de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” la
cual cumplio los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusién:

- De estar en estado fresco, recién recolectada

- No debe mostrar signos de contaminacion o deterioro mecanico
- Debe haber sido identificada por un profesional botanico

- De un solo tamafio

Criterios de exclusion:

- Los cultivos no deben haber sido tratados con plaguicidas

- La especie vegetal solo debe corresponder al lugar de recoleccion indicado

- No se puede emplear otro tipo de especie o variedad de la planta

El tipo de muestreo por la cercania al sitio de recoleccion y la facilidad de
obtencion del permiso para la extraccién corresponde al no probabilistico por

conveniencia.

2.3 Variables de investigacion

Variable independiente



Extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. (laurel rosa) en crema a
diferentes concentraciones

Definicion conceptual: Preparado farmacéutico en crema conformado por
principios activos de Nerium oleander L

Definicion operacional: Elaboracion de crema base con agregado de extracto

metandlico de Nerium oleander L.

Variable dependiente

Actividad antifungica sobre Candida albicans ATCC 10231.

Definicion conceptual: Inhibicibn en el crecimiento del hongo por accion
antifingica del preparado farmacéutico(21).

Definicién operacional: Medicion del diametro del halo de inhibicion formado en
cultivos de Candida albicans

2.4 Técnica e instrumento de recoleccién de datos
Técnica:

e Maceracion: Fermentacion en solventes polares o medianamente polares de
una muestra vegetal por determinado tiempo, extrayendo por accion fisica
los componentes de la planta al solvente(22).

e Difusion en pozo: Método comunmente empleado para determinar o medir
la accion de una sustancia sobre un tipo de microorganismos especifico,
mediante la accidn directa de la sustancia con el cultivo microbiol6gico(23).

Instrumento de recoleccion:
e Ficha de recoleccién de datos

e Instrumento de medicidn digital

2.5 Plan de recoleccion de datos

2.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas para larecoleccion de datos
Previo al inicio de los procedimientos se coordiné con el propietario del
terreno de cultivo confirmando su aceptacion mediante un documento escrito

(anexo F), luego se procedid a recolectar la muestra vegetal por la mafiana.



Se recolecté una muestra integra para realizar identificacion botanica por el
especialista botanico, quien emitid un certificado de clasificacién botanica
(anexo G).

2.5.2. Recoleccién de la muestra vegetal

2.5.3.
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Se recolect6 aproximadamente 5 kg de la planta las cuales que luego de la
seleccion mediante criterios de inclusion y exclusion se emplearon 2
kilogramos de flores, posteriormente se procedio a lavar con abundante agua
destilada para luego ser desinfectadas con lejia (0.5%) por 5 minutos y

finalmente se enjuagaron.

Luego se colocaron las flores sobre papel kraft en una mesa a temperatura
ambiente y bajo sombra, se dejo secar por 24 horas y posteriormente se llevo
a una estufa eléctrica para su desecado completo, luego se trozaron en
particulas pequefias y pulveriz6 mediante un molino de cuchillas, el

pulverizado obtenido fue tamizado para uniformizar las particulas del polvo.

Preparacion del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.

(laurel rosa):

El pulverizado obtenido se coloco en un frasco de color oscuro para evitar el
paso de la luz de 4 litros de capacidad luego se agregé metanol (1 litro) y
dej6é en maceracion por un periodo de tiempo de 10 dias, con agitacion de 5

minutos cada 12 horas para uniformizar la mezcla.

Luego de este tiempo se filtr6 y lo que se obtuvo fue colocado en una estufa
eléctrica para evaporar el solvente, el producto obtenido se considero el
extracto seco de las flores, se obtuvo aprox. 28,9gr de extracto seco.
Seguido se realiz6 las disoluciones al 100% (4mg de extracto seco con 4mi
de metanol), 75% y 50%.

Marcha fitoguimica

El procedimiento aplicado para la determinacion de los metabolitos de la
planta se tomé del estudio realizado por Lozano N. (2015)(24), el cual se

desarroll6 de la siguiente forma:



Alcaloides: Se empled la reaccion de Dragendorff donde en un tubo de
ensayo se agregé 1 ml del extracto y posteriormente se agreg6 1 ml de acido
clorhidrico al 1%, se llevé a calor directo por 2 minutos y luego se enfrid y
agrego 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado naranja ladrillo

indica una reaccion positiva.

Taninos y compuestos fendlicos: Se agregdé 1 ml del extracto y luego
adicion6 3 gotas del reactivo de cloruro férrico. La coloracion rojo-vino
evidencia la existencia de compuestos fendlicos, un color verde intenso
demuestra la existencia de taninos pirocatecélicos, un color azul evidencia

la existencia de taninos pirogalactonicos.

Saponinas: Se colocd 1 ml del extracto y agregd 4 ml de agua destilada, se
mezclo vigorosamente por 2 minutos, luego se observo si existe presencia
de espuma con 2 mm de espesor y permanencia por mas de 2 minutos, lo

gue indicaria la presencia de saponina.

Flavonoides: Se agregdé 1 ml de la muestra en un tubo de ensayo y luego
se agregd 1 ml de HCI cc, se llevé a calor directo por 10 minutos, luego se
dej6 enfriar y se agregd 1 ml de H->O destilada y 2 ml de alcohol isoamilico,
la formacion de una coloracion roja a marron en la zona del alcohol es una

prueba de la presencia de flavonoides.

Aminoéacidos: En un tubo de vidrio con 1 ml del extracto se agrego6 3 gotas
de reactivo de Ninhidrina, luego se llevo a bafio maria (45°C) por 10 min.
luego se retird y dejo enfriar, la aparicion de un color azul-violeta confirma la

existencia de aminoécidos.

Aminoéacidos azufrados: En un tubo de vidrio con 1 ml del extracto se
agrego 3 gotas de reactivo de acetato de plomo, se agito por 1 minutos y se
dejo reposar por 5 minutos, la formacién de un precipitado blanco lechoso

indica la presencia de aminoacidos azufrados.

Mucilago: Una alicuota de 2ml del extracto se llevé a una temperatura de 0O
a 5°C por un tiempo de 10 minutos, luego de los cuales se retird y observo
la presencia de una consistencia gelatinosa, que indicara la presencia de

mucilago.



2.5.5.

Quinonas: A 1ml del extracto se agregé 1 ml de cloroformo se mezclo
totalmente y luego agregd 1 ml de NaOH y nuevamente se agito, se dejo
reposar por 10 minutos hasta identificar la separacion de dos fases, la
formacién de una coloracion rosado-roja indica en la fase acuosa, indica la

presencia de quinonas.

Triterpenos y Esteroides: Se empled el método de Liebermann-Burchard,
a una alicuota de 1 ml del extracto se agreg6 0.5 ml de acido acético glacial
y luego 5 gotas de H2SO4 concentrado por la pared del tubo de ensayo sin
agitar, la formacion rapidamente de un color rosado-rojo que cambia azul o
azul verdoso luego indica la presencia de estructuras esteroidales, la
formacién de un color rosado-rojo que cambia a verde intenso o verde oscuro

indica la presencia de estructuras esteroidales.

Elaboracién de la crema formulada a base del extracto metandlico de

las flores Nerium oleander L. (laurel rosa):

Para su elaboracion, primero se obtuvo la crema base, para lo cual se
pesaron los insumos para la fase oleosa, alcohol cetilico 3.75g mas la cera
blanca de abejas 0.25g y se mezclaron en bafio maria hasta formar una
mezcla lechosa; a continuacion la fase acuosa que consta del propilenglicol
1.25¢g y lauril sulfato de sodio 0.5g se mezcla en otro recipente a bafio maria.
Para formar la crema se incorpora la fase acuosa en la fase oleosa con
agitacion moderada hasta lograr una homogenizacion de las fases y obtener
la crema base.

Para la preparacion de la crema con extracto metanodlico de las flores de
Nerium oleander L.(laurel rosa), a la crema base se incorpora la disolucion
del extracto seco al 100% y seguidamente se mezcl6 con una espatula para
uniformizar la crema. De esa forma se obtuvo las cremas a las

concentraciones del 15 %, 20% y 25% respectivamente.

Formulacion:
Alcohol cetilico............ccooeoiin . 3.75¢9
Cera blancade abejas ................... 0.25g

Propilenglicol.....................ooonl 1.25¢



Lauril sulfato de Sodio ..................... 0.5¢

Agua conservante .................... csp. 259

2.5.6. Reactivacion de la cepa de Candida albicans(25):

Para la reactivacion de la cepa de Candida albicans proporcionada por la
empresa distribuidora Gen Lab. del Peru, el cual vino en la presentacion de
un sachet con el liofilizado de la cepa, se siguieron los protocolos
convencionales brindados por el proveedor para la activacion, para lo cual
se dej6 a temperatura ambiente por 2 horas, luego se abrié el sachet y
mezclo el liofilizado con agua estéril, se retiré con un hisopo el contenido de
la cepa y se aplico a dos placas Petri con agar Sabouraud e incubd por 48
horas.

Luego de transcurrido este tiempo se evidencid la formacion de colonias y
retiré con un hisopo estéril dos colonias del cultivo para re-suspenderlo en
agua destilada, se hicieron diluciones sucesivas 1:10 hasta obtener una
concentracion bacteriana de 1.5 x 108 UFC, mediante la comparacioén con la

escala de McFarland 0.5.

El in6culo obtenido se empled para realizar los sembrados en placas con

agar Mueller Hinton.

2.5.7. Evaluacién de actividad antimic6tica de las flores Nerium oleander L.

b)

(laurel rosa):

Se realiz6 un sembrado en superficie del inéculo mediante la técnica en

estrias en 30 placas con agar Mueller Hinton

Se prepararon con un sacabocado 3 pocitos (6 mm de diametro) en 15

placas con cultivo y en 15 placas 2 pozos del mismo diametro, mediante el

siguiente procedimiento:

e En las placas con 3 pocitos se colocaron 20 ul de la crema de extracto
metandlico (grupo experimental) al 15 %, 20% y 25% respectivamente

e En las placas con 2 pocitos se colocaron 20 pl de la crema base y 20 yl

de terbinafina respectivamente



e Las placas se incubaron por 24 horas a una temperatura de 37°C + 0,5;
luego de este tiempo se identificd el crecimiento del microorganismo y los
halos de inhibicion formados, luego se procedid a realizar la recoleccion
de datos mediante la medicion de la zona de inhibicién con el instrumento
de medicion digital (vernier), registrando los datos obtenidos en la ficha de
datos.

Nuestra investigacion se realizé en el laboratorio MICROCLIN, sucursal-
Chiclayo.

2.6. Meétodos de andlisis estadisticos
En el andlisis de los datos recolectados se emplearon los programas
Microsoft Excel 2016 y el SPSS versidon 26, para obtener los parametros
estadisticos y representar los datos mediante tablas y figuras, ademas se
realizaron las pruebas estadisticas de normalidad y homogeneidad de
varianzas para posteriormente aplicar las pruebas de contrastacion de
ANOVA y Tukey con una significancia de 0,05.

2.7 Aspectos éticos

Se consideraron los principios éticos de todo trabajo de investigacion, evitando
el riesgo de dafio a los que participaron en el estudio mediante las medidas de
bioseguridad y tratamiento de residuos solidos para evitar el dafio al medio
ambiente, por otro lado el principio de veracidad, confirmando que los
resultados obtenidos son veridicos y sometiéndonos a las pruebas de plagio
gue establece la Universidad, asi mismo, los autores son los Unicos
responsables de la informacibn que estd contenida en el presente
estudio.(26,27)



. RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico de

flores de Nerium oleander L. “laurel rosa”.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager -
Compuestos fendlicos FeCls +++
Flavonoides Shinoda ++
Mucilagos -
Taninos FeCls +
Alcaloides Dragendorff ++

Triterpenos / Esteroides Liebermann Burchard ++

Aminoacidos Ninhidrina -

Aminoécidos azufrados Acetato de plomo -

Saponinas Espuma -
Leyenda:
Ausente )
Escaso (+)
Leve (++)

Moderado  (+++)
Abundante (++++)

Interpretacion:

En la tabla 1 se muestra el resultado de la marcha fitoquimica obtenida al exponer
el extracto metandlico de las flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” a diferentes
reactivos los cuales al reaccionar con los metabolitos muestran cambios de
coloracion, precipitado, turbidez, entre otros; los metabolitos secundarios
encontrados fueron compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides y

triterpenos.



Tabla 2. Formulacion de la crema a base del extracto metandlico de flores de
Nerium oleander L. “laurel rosa” y grupos control que muestran actividad
antifangica sobre Candida albicans ATCC 10231.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

95% Intervalo de confianza para la

Desv. Error Media
N Media Estandar Estandar Limite inferior Limite superior  Minimo Maximo
Crema al 15% 15 8,93 0,43 0,11 8,69 9,17 8,18 9,65
Crema al 20% 15 10,73 0,33 0,09 10,54 10,91 9,97 11,18
Crema al 25% 15 11,28 0,37 0,10 11,07 11,49 10,66 11,83
CremaBase (-) 15 6,11 0,33 0,06 5,98 6,24 5,90 6,62
Terbinafina (+) 15 23,46 0,42 0,11 23,23 23,70 22,60 24,00

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion:

Los estadisticos obtenidos con respecto a la actividad antifangica relacionada con
el diametro de la zona de inhibicion formada sobre el cultivo de Candida albicans
ATCC 10231, por las cremas elaboradas a base de Nerium oleander L. (laurel rosa)
a las concentraciones del 15%, 20% y 25%; asi mismo, para la crema base (control
negativo) y control positivo (terbinafina), se muestran en la tabla 2, los estadisticos
presentados son la media, desviacién estandar, error estandar, el intervalo de
confianza con respecto a la media con un nivel de confianza del 95% y los valores
maximo y minimo encontrados para cada grupo de datos como se muestra en la
tabla, los valores obtenidos para la crema al 15% fue de 8,93 + 0,43mm, para la
crema al 20% fue de 10,73 + 0,33mm; para la crema al 25% fue de 11,28 + 0,37mm;
por su parte, los grupos control mostraron los siguientes estadisticos, crema base
(control negativo) de 6,11 + 0,33mm Yy terbinafina (control positivo) de 23,46 +
0,42mm.



Figura 1. Actividad antifungica sobre Candida albicans ATCC 10231 de las
cremas a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel
rosa’ alas concentraciones del 15%, 20% y 25%
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Grupos de trabajo

Fuente: Elaboracién propia

Los datos obtenidos con respecto a la media y desviacién estandar se muestran en
la figura 1, donde nos permite apreciar valores mas altos en los didmetros de los
halos de inhibicion de los grupos experimentales (crema a base de Nerium oleander
L. (laurel rosa) a las concentraciones del 15%, 20% y 25%;) con respecto al control
negativo, lo de demuestra la presencia de actividad antifungica, asi mismo, al
comparar con el grupo control positivo se observa que este Ultimo presenta mayor

actividad antifungica.



Tabla 3. Andlisis de la Varianza (ANOVA) de los datos recolectados

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2664,574 4 666,144 4984,335 0,000
Dentro de grupos 9,355 70 0,134
Total 2673,930 74

Fuente: SPSS ver. 26

Analisis:

En la tabla 3, se observa mediante el andlisis de la varianza (ANOVA), en el cual
realiz6 una comparacioén de los valores promedio de los halos de inhibicién entre
grupos de tratamiento para determinar diferencias entre sus valores, en tal sentido,
el andlisis estadistico devuelve un valor p < 0,05; existiendo diferencia
estadisticamente significativa entre los valores promedio de los halos de inhibicion

de los grupos.
Conclusion:

Los valores promedio de los halos de inhibicion de los distintos grupos de datos
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si; es decir, los grupos
analizados presentan diferente actividad antifangica.

Ademads, un valor p < 0,05 rechaza la hipétesis nula (HO) y acepta la hipotesis
alterna (H1), donde se afirma que si presenta actividad antifungica la crema a base
del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” frente a
Candida albicans ATCC 10231.

Asi mismo se muestra, los valores obtenidos para los halos de inhibicion de las
cremas a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa”
a sus diferentes concentraciones(observar tabla 2), donde se evidencia que la
crema con extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” al 15%
presenta un halo de inhibicion de 8,93 + 0,43mm, para la crema con extracto
metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” al 20% presenta un halo
de inhibicion de 10,73 + 0,33mm y para la crema con extracto metandlico de flores
de Nerium oleander L. “laurel rosa” al 25% presenta un halo de inhibicién de 11,28

+ 0,37mm. Estos resultados en comparacion con la crema base (control negativo)



gue presento un halo de inhibicién de 6,11+ 0,33mm; evidencia que las cremas con
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” a sus diferentes
concentraciones tiene mayor actividad antifingica frente a Candida albicans
ATCC10231(observar tabla 4).

Por otro lado, los resultados de los halos de inhibicion de las cremas a base del
extracto metanolico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” en todas sus
concentraciones (15%, 20% y 25%) comparados con los parametros en la escala
de Duraffourd (observar tabla 5), refuerza la aceptacibn de H1 en nuestra
investigacion porque se evidencia claramente la sensibilidad presente en Candida
albicans ATCC 10231 a las cremas a base del extracto metandlico de flores de

Nerium oleander L. “laurel rosa” en todas sus concentraciones (15%, 20% y 25%).
Hipo6tesis de contrastacion:

H1: La crema a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel

rosa” si presenta actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC 10231.

HO: La crema a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel

rosa” no presenta actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC 10231.

Tabla 4. Andlisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa =0.05
1 2 3 4 5
Crema Base (-) 15| 6,11
Crema al 15% 15 8,93
Crema al 20% 15 10,73
Crema al 25% 15 11,28
Terbinafina (+) 15 23,46

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.
Fuente: SPSS ver. 26



Anélisis:

En la tabla 4, se muestra el analisis estadistico de la prueba de Tukey, la cual se
basa en un analisis similar comparativo de los grupos de datos, pero a diferencia
de la prueba de ANOVA, esta prueba devuelve la comparacion por pares y permite
determinar la actividad antifingica entre todos los grupos de datos; de la tabla se
observa que los valores promedios de los grupos de tratamientos son diferentes
todos entre si, correspondiente mayor actividad antifingica a la crema terbinafina

empleada como grupo control positivo.

Tabla 5. Sensibilidad antifungica de Candida albicans ATCC 10231 frente a las
cremas a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel

rosa” y los grupos control segun la escala de Duraffourd

Sensibilidad Sensible Mu.y Altamgnte
Tratamiento nula sensible sensible
<8mm B1Amm  so0mm  >20mm
Crema Base (-) 6,11
Crema al 15% 8,93
Crema al 20% 10,73
Crema al 25% 11,28
Terbinafina (+) 23,46

La sensibilidad antifungica de Candida albicans ATCC 10231 frente a las cremas a
base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “Laurel rosa” y los
grupos control se muestra en tabla 5, las que fueron valoradas tomado como
referencia la escala de Duraffourd; se aprecia que la crema base (control negativo)
presentd sensibilidad nula, se observa también que el hongo es sensible a las
cremas elaboradas a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“Laurel rosa” a todas las concentraciones, y es altamente sensible a la terbinafina

(control positivo).



V. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

La inefectividad de los tratamientos farmacoldgicos, por el uso repetitivo de
los mismos. En infecciones causadas por Candida Albicans es la raz6n de
esta investigacion, decidiendo asi elaborar una crema de uso topico con
actividad antifungica mediante la incorporacién de los principios activos
obtenidos de las flores de Nerium oleander L. “Laurel rosa”. Cuyos resultados

hallados se discuten a continuacion:

Con respecto al primer objetivo se identificd en el extracto metandlico de
flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” compuestos fendlicos (+++),
flavonoides (++), taninos (+), alcaloides (++) y triterpenos (++) luego del
estudio fitoquimico realizado, estos resultados se corroboran con los
encontrados por Esmail, A. (2020), quien realizé un estudio fitoquimico de
las hojas de Nerium oleander y pudo identificar alcaloides, flavonoides,
taninos, fendlicos, saponinas, cardendlidos, glucésidos cardiacos,
triterpenoides, triterpenos y esteroides resultados que se muestran similares
a los encontrados en el estudio fitoquimico de esta investigacién, a estos
principios activos se les atribuye actividad antimicrobiana y farmacolégica de
esta planta.

Con respecto al segundo objetivo, se evidencid actividad antifingica sobre
Candida albicans ATCC 10231 de las cremas a base del extracto metandlico
de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” a las concentraciones del 15%,
20% y 25% mediante la formacion de halos de inhibicion para la crema al
15% de 8,93 + 0,43mm, para la crema al 20% de 10,73 + 0,33mm; para la
crema al 25% de 11,28 + 0,37mm; superior al del control negativo empleado
(crema base) de 6,11 + 0,33mm. Del mismo modo, Chumacero P.y Ledn
E. (2021), evaluaron el efecto antibacteriano de los extractos etandlicos y
metandlicos de Nerium oleander sobre Escherichia coli obteniendo halos de
inhibicién para el extracto metandlico al 100% de las hojas de la planta de
21.040mm, estos valores si bien es cierto superan los resultados obtenidos,
se debe valorar el hecho de encontrar actividad antimicrobiana en los



extractos de esta planta, ademas de considerar que el estudio trabajo bajo

una formulaciéon farmacéutica.

Como tercer objetivo, se confirmé que todas las cremas elaboradas al 15%,
20% y 25% poseen actividad antifungica contra Candida albicans ATCC
10231, lo que se demuestra en la figura 1, al observar la diferencia en los
tamafios de los halos de inhibiciébn de los grupos experimentales con el
control negativo. Por otro lado, Rojas R. (2019), también evalué el efecto del
decocto de Nerium oleander sobre larvas Il de Spodoptera frugiperda in vitro
observando que poseen propiedades o principios activos contra estas larvas,
asi mismo, Fernandez H. (2016), observé que esta planta tiene la capacidad
de combatir plagas, por tal motivo, evalu6 la actividad rodenticida del laurel
rosa (Nerium oleander) a diferentes concentraciones, los resultados
mostraron que Nerium oleander (laurel rosa) posee un efecto letal sobre esto

roedores a las concentraciones del 30%, 40% y 50%.

Dos Santos A. et al (2022), por su parte evalué el poder de esta planta
mediante una revision sistémica de diferentes estudios, evidenciando que
esta es utilizada para la parasitosis, fiebre, laxante, purgante, antiséptico,
cicatrizante, antihemorragico, expectorante, antidoto en mordedura de
serpientes, diurético y emético lo que demuestra sus propiedades
medicinales, por lo que, son una fuente de metabolitos con interés

farmacoldgico.

Es reconocida la actividad que presenta los extractos de esta planta en
diferentes formulaciones, lo que se debe principalmente a sus principios
activos, los que permanecen sin cambio al ser preparados de distinta manera
0 mezclados con otros componentes, lo que la hace una especie vegetal

prometedora en distintos campos.

Con respecto al cuarto objetivo, luego de realizar la comparacion de la
actividad antifangica de las cremas elaboradas a base del extracto
metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” con terbinafina sobre
Candida albicans ATCC 10231 se evidencia que estas presentan menor

efecto antifangico que la crema terbinafina empleada como control positivo.



Por su parte, Ayumi, I. (2021), desarrollé una solucién antimicética a partir
de las hojas de Nerium oleander, para combatir un microorganismo (moho)
gue crece en el pan, demostrando que esta planta presenta actividad frente
a este microorganismo, retrasando la aparicion de hongos y eliminandolos,
pero determind que dicho preparado tiene menor accion que los productos
comerciales del mercado, sin embargo, es una buena alternativa natural.

En ambos estudios se muestra que una formulacion a base de especies
vegetales no llega a tener el mismo efecto que un producto comercial el cual
esta elaborado a base de componentes quimico que producen dafio también
al medio ambiente o representan riesgo para los manipuladores, lo que no

sucede con los productos naturales.

Con respecto al quinto y ultimo objetivo, se evalud la sensibilidad antifingica
de Candida albicans ATCC 10231 frente a las cremas a base del extracto
metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” y los grupos control
mediante la valoracién del tamafio de los halos de inhibicion empleando la
escala de Duraffourd, donde se pudo observar que Candida albicans ATCC
10231 frente a la crema base (control negativo) present6 sensibilidad nula,
se observa también que el hongo es sensible a las cremas elaboradas a
base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “Laurel rosa” a
todas las concentraciones, y es altamente sensible a la terbinafina (control

positivo)



4.2. Conclusiones

1. Se determind actividad antifungica sobre Candida albicans ATCC 10231
en las cremas a base del extracto metandlico de flores de Nerium oleander
L. “laurel rosa” a las concentraciones del 15%, 20% y 25% mediante la
formacion de halo de inhibicién de 8,93 + 0,43mm; 10,73 + 0,33mm y
11,28 + 0,37mm respectivamente.

2. Se identificaron los metabolitos secundarios como compuestos fendlicos
(+++), flavonoides (++), taninos (+), alcaloides (++) y triterpenos (++) en
el extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa”.

3. Se determin6é que todas las concentraciones de la crema a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “laurel rosa’ que
posee actividad antifungica sobre Candida albicans ATCC 10231 al
presentar mayor halo de inhibicion que el grupo control negativo.

4. La actividad antifungica de las cremas a base del extracto metandlico de
flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” son menores que la terbinafina
sobre Candida albicans ATCC 10231

5. Alevaluar la sensibilidad antifangica de Candida albicans ATCC 10231 se
observa que present6é sensibilidad nula a la crema base (control negativo),
es sensible a las cremas a todas las concentraciones elaboradas a base
del extracto metandlico de flores de Nerium oleander L. “Laurel rosa” y es

altamente sensible a la terbinafina (control positivo)

4.3. Recomendaciones

- Profundizar el estudio fitoquimico de Nerium oleander L. “laurel rosa” con
estudios complementarios mediante instrumentos analiticos que permitan
identificar la estructuras y separar los metabolitos.

- Evaluar el efecto de las cremas a base de Nerium oleander L. “laurel rosa”
frente a otros tipos de microorganismos y en diferentes formulaciones
farmacéuticas

- Evaluar el efecto sinérgico en formulaciones magistrales de Nerium
oleander L. “laurel rosa” con otros medicamentos

- Promover el uso de plantas medicinales en el tratamiento farmacolégico

de las enfermedades.
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Anexo A. Matriz de consistencia

SOBRE CANDIDA ALBICANS ATCC 10231

Tema: ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LA CREMA A BASE DEL EXTRACTO METANOLICO DE FLORES DE Nerium oleander L. “LAUREL ROSA”

Problema general

Objetivo general

Hipdtesis General

¢La crema a base del extracto metandlico de flores de
Nerium oleander L. “laurel rosa” poseera accion
antifingica sobre Candida albicans ATCC 102317

Determinar la actividad antifingica que poseera la
crema a base del extracto metandlico de flores de
Nerium oleander L. (laurel rosa) sobre a Candida
albicans ATCC 10231

La crema a base del extracto metandlico
de flores de Nerium oleander L. (laurel
rosa) presenta actividad antifingica frente
a Candida albicans ATCC 10231

Problemas especificos

Objetivos especificos

Hipotesis especificas

¢.Cudles seradn los metabolitos secundarios con
actividad antifiingica, que se encuentran presentes en
el extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa™?

¢, Cudl serd la actividad antifingica sobre Candida
albicans ATCC 10231 de las cremas a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa” a las concentraciones del 15%, 20% y
25%7

¢ Cudl sera la formulacién de la crema a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa” que posee actividad antifingica sobre
Candida albicans ATCC 102317

¢, Cudl sera la actividad antifingica de las cremas a

base del extracto metandlico de flores de Nerium

Identificar los metabolitos secundarios con actividad
antifingica, que se encuentran presentes en el
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa”.

Determinar la actividad antifingica sobre Candida
albicans ATCC 10231 de las cremas a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa” a las concentraciones del 15%, 20% y
25%

Determinar la formulacion de la crema a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa” que posee actividad antifingica sobre
Candida albicans ATCC 10231.

Comparar la actividad antifingica de las cremas a

base del extracto metanodlico de flores de Nerium

El extracto metandlico de flores de Nerium

oleander L. “laurel rosa” presenta
metabolitos secundarios con actividad
antifungica.

Las cremas a base del extracto metandlico
de flores de Nerium oleander L. “laurel
rosa” a las concentraciones del 15%, 20%
y 25% presentan actividad antifingica
sobre Candida albicans ATCC 10231

Las cremas a base del extracto metandlico
de flores de Nerium oleander L. “laurel
rosa” al 15%, 20% y 25% poseen actividad
antifingica sobre Candida albicans ATCC
10231.

Las cremas a base del extracto metandlico

de flores de Nerium oleander L. “laurel




oleander L. “laurel rosa” comparado con terbinafina
sobre Candida albicans ATCC 102317

¢, Cudl sera la sensibilidad antifingica de Candida
albicans ATCC 10231 frente a las cremas a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.

“laurel rosa” y grupos control?

4

oleander L. “laurel rosa” con terbinafina sobre
Candida albicans ATCC 10231.

Evaluar la sensibilidad antifangica de Candida
albicans ATCC 10231 frente a las cremas a base del
extracto metandlico de flores de Nerium oleander L.

“laurel rosa” y los grupos control

rosa” presentan mayor actividad
antifingica a la terbinafina sobre Candida
albicans ATCC 10231.

Candida albicans ATCC 10231 es muy
sensible a las cremas a base del extracto
metandlico de flores de Nerium oleander L.
“laurel rosa” y los grupos control sobre
Candida albicans ATCC 10231




Anexo B. : Operacionalizacion de variables

Actividad antifungica sobre Candida
albicans ATTCC 10231

Inhibicién en el crecimiento o
desarrollo normal de los hongos

Tamario de halo
de inhibicién

8mm a 14mm

15mm a 20mm

>a 20mm

UNIDAD DE
VARIABLE INDEPENDIENTE DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES | MEDIDA/PUNTO DE
CORTE
25%
Crema a base del extracto metandlico de Formulacién farmacéutica obtenida a | Concentracion
flores de Nerium oleander L. “laurel rosa” base de principios activos naturales. 20%
Porcentaje
15%
UNIDAD DE
VARIABLE DEPENDIENTE DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES | MEDIDA/PUNTO DE
CORTE
< 8mm Sensibilidad Nula (-)

Sensible (+)
Muy Sensible (++)

Sumamente Sensible (+++)




Anexo C. : Ficha de recoleccion de datos — Estudio Fitoquimico

Metabolitos Secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%

Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer
Triterpenos y Esteroides Liebermann Burchard
Lactonas a, B insaturadas | Baljet
Azucares Reductores Benedict
Azucares Reductores Fehling
Saponinas Espuma
Leyenda:

Ausente )

Escaso (+)

Leve (++)

Moderado  (+++)
Abundante (++++)



Anexo D.: Ficha de recoleccion de datos — Microbiologia

Concentracidn de la Crema a base del extracto Grupos control
metandlico de flores de Nerium oleander L.
Repeticion “laurel rosa”
Negativo Positivo
15% 20% 25% (crema (terbinafina)
base)

1 9,01 10,62 11,47 6,62 22,96
2 8,50 9,97 11,05 5,98 23,23
3 9,52 10,59 11,44 5,90 23,57
4 9,65 11,07 11,67 5,92 23,72
5 8,67 10,76 10,66 6,02 23,84
6 9,22 11,18 11,79 5,92 23,74
7 8,89 10,81 11,83 5,98 24,00
8 8,99 10,89 10,85 5,95 23,07
9 9,21 10,81 11,60 6,26 23,32
10 8,28 10,53 11,50 5,92 22,60
1 9,11 10,54 10,85 5,91 23,94
12 9,36 10,30 10,85 6,12 23,77
13 8,18 11,11 11,18 6,33 23,12
14 8,70 11,11 11,21 6,42 23,89
15 8,68 10,59 11,25 6,40 23,20
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Anexo F. : Carta de aceptacion

Afio del Foralecimiento de la Scbherania Nacional
Pimental 03 da abril dal 2022

Dr. Jhonnel Samanego Joaguin
Director de la escuela profesional de Farmacia y Bioguimica,

De mi especial consideracian:

Es grato dirigirme a usted para saludarle, como bachilleres: FERNANDEZ
MELENDEZ, Emely Lissath, DNI 46829775 y ROJAS SUCLUPE, Jose Luis, DM
47118483 aulores del proyeclo de lesis titulado: "ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
DE LA CREMA A BASE DEL EXTRACTD METANOLICDO DE FLORES DE
MERIUM OLEANDER L "LAUREL ROSA" SOBRE CANMDIDA ALBICANS
ATCC 10231",

Sirva la presente para informarle que el propietario del “FUNDO CABALLO
BLANCO", ubicado en el distrito de Pimentel; el cual perienece a la provincia de
Chiglayo. Mos concedid su permiso, para realizar la recoleccion de la planta,
recopilar datos y llevar a cabo nuestro proyecto de tesis. Para ello gueda su firma
como prusba de lo mencionado,

Sin otro particular, nos despedimos de wusted Yy reiteramos nUesro
agradecimiento.

Atentamente.

T

L

SR. ERIK WALTER TELLO DAMIAN.
BNI: 75130499,

Propietario.




Anexo G. : Certificado de clasificacién taxonémica

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botnica
Calle Natalio Sanchez 251- Jesds Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, cerifica que la planta conocida como “LAUREL ROSA"
proporcionado por los Bachilleres, FERNANDEZ MELENDEZ, EMELY LISSET y
ROJAS SUCLUPE, JOSE LUIS; Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, ha

sido estudiada cientificamente y determinada como Nerium oleander L. y de

acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronguist 1981, se ubica en las siguientes

categorias:

Reino: PLANTAE
Division: MAGMHOLIOPHYTA
Clasze: MAGHNOLIOPSIDA
Subclase: ASTERIDAE
Crden: GEMTIANALES
Familia: APOCYMNACEAE
Especie: Merium
Especie: Nerium oleander L.
Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines gue

estime conveniente.

Lima, 25 de mayo del 2022

E::_,r’,’#. >
Blgo. Hamilton Beltran
Hamlion Wi Bekngn S e
Findopo - Bolimito

FEF FOp8



Anexo H: Certificado de anélisis de la cepa

¢ Microbiologics

Celificate of Analysis: Lyophiized Microonganism Specification and Perfoemance Upon Refease

Specifications Expiration Date: 20221228 Release
Microorganism Mame: Candida sfbicars Information:
Catalog Humber: (1443 Cuaiity Control Technologist: Alexandra D Stensvad
Lot Mumber £43-1008 Roloase Date: 202001118
Referance Mumber: ATCCE 10231 ™*
Purity: Pure
Paszage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Maditim:
Small ba medium, whils, ciroular, convex, dull colonias. eulriert
Microscopic Foatures: Method:
Gram posilive, owoidal, budding yeas! osils. Gram Sain (1)
1D Bystem: MALDETOF (1) Other Features! Challenges: Results
(1] Germ Tube Test posiive

S altached 1D System resulls documend. (1] Chiamydospore production: pasitive

r

4
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Amanda Kuperus.

Cusality Conirol Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

il Tha lisl dgia’ o Be b bl appiiing o D phodoct bel and peciong Flp @ manily & peckEaging weml b, The lol number Sipliged on T
e Ut il (e b i

Wioln do Vel h e ViRalol pisal s many comvaiionil als, e uslgis ssyirormast of 1he card. combined with the aBor nocbation period, miry
e rassalls tht ditter from pubdiaked roaslls oltaned by ol mhods.

1. earfer to 1B d i Lez] e dor ks use and Facard'saety et oe

imd i dul prosSects bre Whaceah b 10 § fezogeiied cullun colecl on

BEFTRERCE maFTRTAL FRDISICER
CRMT whuisme

- o 7)) T ATCL Lorsarmass D poarit Ernblam, i AT Liiroesd D beileg word sk wedd the ATCC calalog marks o redemanks o ATCC
i ATCL L:;::-ﬂ I Microhaboges I o B b Lo e Fidarris and 10 sl sroduch defeed Tnanm ATCDD it

VR Ehs Py bt (1) Thebe lisls ahe aecasied 1o S0AEC THIES 2005

Q2012 Miorobiclogics, Inc. Al Righls Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of1 DO, 286



Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .%l
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols | Color
200-3.00 () e
L70-15 0| vt
0.00- 1 64 (-} red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation
High consistency; The best match s 4 high-confidence wentificanon. The second-best match 15 (1) a
(A} |high-confidence idennfication in which the species s identical to the best match, () a low-confidence
ientification m which the species or genus 1s idennical to the best match, or (3) a nor-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match 15 a lngh- or low-
By |conlidence wentificaton. The second-best match 15 (1) a lugh- or low-confidence idennification i
which the genus is identical to the best match or (2) 8 non-wentification.
(C) | Noconsistency: The requirements for lugh or low consistency are ot met.
Sarnple Name: Candida albicans
Sample Description: 0443
Sarnple 1D 431006

Sample Creation Date/Time:  2018-03-08T 14:55:086.305 ADS
Appiled M5P Libranyies): BOAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungl Library, Listers

Sample Name Sample Organism (best maich) Score Value

A2 (4]

(A)

4431006 Candida aibieans

Comrmants:

nia




Anexo I. : Determinacion del comportamiento paramétrico de los datos

Tabla 6. Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Statistic df Sig.
Crema al 15% 0,978 15 0,954
Crema al 20% 0,943 15 0,422
Diametro del halo Crema al 25% 0,949 15 0,510
de inhibicion (mm) Crema Base (-) 0,828 15 0,008
Terbinafina (+) 0,928 15 0,258

Fuente: SPSS ver. 26

Tabla 7. Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 2,037 4 70 | 0,099
Diametro del Halo de  Se basa en la mediana 1,795 4 70 | 0,140
Inhibicién
Se basa en la mediana y 1,795 | 4| 67,026 | 0,140
con gl ajustado
Se basa en la media 2,053 4 70 | 0,096

recortada




Anexo J. : Evidencias de la parte experimental

Figura 2. Recoleccion de la especie vegetal




Figura 3. Seleccién y lavado de la muestra mas adecuada




Figura 4. Secado de las flores de Nerium oleander L. “LAUREL ROSA”




Figura 5. Obtencion del pulverizado de flores de Nerium oleander L.
“LAUREL ROSA”




Figura 6. Preparacion del macerado y filtracion




Figura 7. Obtencion del extracto metandlico de Nerium oleander L.
“LAUREL ROSA”




Figura 8. Prueba de solubilidad




Figura 9. Estudio fitoquimico




Figura 10. Preparacion de la formulacion en crema




Figura 11. Preparacion del inéculo




Figura 12. Preparacion de pocitos en agar y aplicacion de la crema




Figura 13. Incubacion de los cultivos de Candida albicans




Figura: 14. Recoleccion de datos: Medida del halo de inhibicion
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