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RESUMEN

El presente trabajo se desarroll6 con el objetivo de determinar la actividad antioxidante
y antibacteriana in vitro del Extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia
C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas aisladas de Staphylococcus aureus,
para lo cual se obtuvo el extracto de la especie Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa”
y luego fue concentrado a evaporacion. El Extracto seco hidroalcohdlico al 70% fue
usado para la determinacion de la actividad antioxidante (Método Brand-Williams) y

antibacteriana (Métodos de pozos exacavados).

Este extracto fue sometido al control microbioldgico, para los microorganismos de
salmonella, coliformes fecales, mesofilos viables, hongos y levaduras, en el que se
comprobdé que el extracto no presentd contaminacion alguna. El extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” presenta: porcentaje
de humedad: 43,69%, porcentaje de rendimiento: 34.19%, es de naturaleza
parcialmente polar y en el analisis fitoquimico cualitativo el extracto presenta abundante
cantidad de azucares reductores, flavonoides, lactonas, quinonas, taninos vy

aminoacidos.

Mediante el método Brand-Williams se determind la actividad antioxidante in vitro donde
el extracto presenta alta actividad antioxidante in vitro con 90.69% de porcentaje de

captacion de radicales libres a una concentracién de 100 ug/mL.

Mediante el método de pozos excavados se determind la actividad antibacteriana in vitro
del extracto sobre cepas ATCC y cepas aisladas de Staphylococcus aureus, donde el
extracto presenta actividad antibacteriana sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus
con un halo maximo de inhibicion de 20.23 mm a 18.630 mg/25uL de extracto, el extracto
no presenta actividad antibacteriana sobre las cepas aisladas de Staphylococcus
aureus”; la concentracibn minima inhibitoria del extracto sobre cepas ATCC de
Staphylococcus aureus fue de 0.30mg/25uL, en cepas aisladas no presenta
concentracion minima inhibitoria y en la prueba de susceptibilidad antimicrobiana las
cepas aisladas de Staphylococcus aureus muestran resistencia a Penicilina con un halo
de inhibicion de 0.00 mm y muestran sensibilidad intermedia frente a Doxiciclina con un

halo de inhibicion de 18.33 mm.

Con los resultados obtenidos en porcentaje de captacion del radical libre DPPH,
obtencion de CMI y medida de los halos de inhibicion se realizé la prueba de ANOVA

para valorar las diferencias significativas y se hall6 que existen diferencias



estadisticamente significativas entre las medias de cada una de las concentraciones del
extracto.

Entonces se concluye que el Extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” presenta alta actividad antioxidante in vitro, una actividad
antibacteriana marcada sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus, actividad nula
sobre cepas aisladas de Staphylococcus aureus y las cepas aisladas de Staphylococcus

aureus son resistentes a Penicilina y de sensibilidad intermedia a Doxiciclina.

PALABRAS CLAVE: Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”, Staphylococcus aureus,
ATCC, cepas aisladas, extracto seco hidroalcohdlico al 70%, Antioxidante,

Antibacteriano, susceptibilidad antimicrobiana.



ABSTRACT

The present work was developed with the objective of determining the antioxidant and in
antibacterial in vitro activity from the 70% hydroalcoholic dry extract of Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” over the strain ATCC and the isolated strains of the
Staphylococcus aureus, for which the extract of the species Caiophora cirsiifolia C. Presl|
“Ccori kisa” was obtained and later was concentrated until evaporated. The 70%
hydroalcoholic dry extract was used to determine the active antioxidant (Brand-Williams

method) and antibacterial (dug wells method).

This extract was subjected to microbiological control, so the organisms of salmonella,
fecal coliforms, viable mesophiles, fungus and yeasts, which keep it in check did not
contaminate at all. The 70% hydroalcoholic dry extract of Caiophora cirsiifolia C. Presl|
“Ccori kisa” presents: 43.69% humidity, 34.19% yield, in nature it is partially polar and in
qualitative phytochemical analysis the extract presents a high quantity of reducing

sugars, flavonoids, lactones, quinones, tanins and amino acids.

Following the Brand-Williams method it was determined the antioxidant in vitro activity
where the extract presents high antioxidant activity with 90.69% catchment of free

radicals in a concentration of 100ug/mL.

Following the dug wells method it was determined the antibacterial in vitro activity of the
ATCC strains extract and isolated strains of Staphylococcus aureus, where the extract
presents antibacerial activity on ATCC strains of Staphylococcus aureus with a maximum
bacterial inhibiting halo of 20.23mm to 18.630mg/25uL of the extract. The extract does
not present antibacterial activity over the isolated strains of Staphylococcus aureus, The
minimum inhibitory concentration of the extract over strains the Staphylococcus aureus
of ATCC was 0.30mg/25pL, in isolated strains no minimum inhibitory concetrate was
present and in the susceptible antimicrobial test Staphylococcus aureus show strains
show resistence to Penicillin with a halo of 0.00mm inhibitor and show intermediate

sensibility to Doxcycline with a halo of 18.33mm.

With these results the catchment percentage of the free radical DPPH, obtaining CMI
and the measurement of the inhibiting halos the ANOVA test has been made to assess
the significant differences and discovered that there exist significant statistical
differences between the measurements of each one of the extract concentrates.

Therefore, in conclusion the 70% hydroalcoholic dry extract of Caiophora cirsiifolia C.
Presl “Ccori kisa” presents a high antioxidant in vitro activity, a marked antibacterial in

vitro activity over strains of Staphylococcus aureus ATCC, null activity over isolated



strains of Staphylococcus aureus and isolated strains of Staphylococcus aureus which

are resistant to penicillin and intermediate sensitivity to Doxycycline.

KEYWORDS: Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa”, Staphylococcus aureus, ATCC,
isolated strains, 70% hydroalcoholic dry extract, Antioxidant, Antibacterial, Antimicrobial

Susceptibility.



INTRODUCCION

El uso de fitomedicamentos constituye una nueva categoria terapéutica que sin duda
revolucion6 el esquema de tratamiento medicinal de fines del siglo XX y marca un aporte
ascendente en el siglo XXI|. La existencia de plantas con un elevado potencial
terapéutico constituye una alternativa farmacoldégica de marcado interés en el

tratamiento de muchas enfermedades. (1)

Las plantas han sido usadas como fuente de medicina a través de la historia y contindan
siendo la base de muchos farmacos empleados actualmente. A inicios de los afos
noventa, la Organizacién Mundial de la Salud identificé que el 80% de la poblacion

mundial recurre a la medicina tradicional para asistir problemas de salud. (2)

Con frecuencia, las infecciones causadas por microorganismos resistentes no
responden al tratamiento clasico, lo que da lugar a un padecimiento prolongado y a
mayor riesgo de defuncion, existiendo el peligro de que muchas enfermedades
infecciosas se vuelvan intratables e incontrolables (3), es por esto que la investigacion

en plantas medicinales y nuevas fuentes de antimicrobianos es trascendente.

Hoy en dia se sigue utilizando una gran variedad de plantas medicinales cuyas
propiedades terapéuticas aun no son establecidas experimentalmente. Su abundancia,
gran variedad y facil comercializacion, hacen posible el acceso de estas plantas a la

poblacién con bajos recursos econdémicos. (4)

La investigacion y busqueda de nuevos componentes activos, como son los
antioxidantes naturales de las plantas medicinales utilizados en la Medicina Tradicional
contribuird a una mejora de la calidad de la vida, asi como la prevencion de las
patologias cronicas y degenerativas por accion de los radicales libres (5). Por otro lado,
la importancia de los antioxidantes es crucial para la salud, debido a su capacidad de
neutralizar radicales libres, que contienen uno o mas electrones desapareados, siendo
responsables de muchas enfermedades degenerativas, cataratas, arterioesclerosis,

muerte celular, cancer y aceleracion del envejecimiento. (6)

Por lo tanto, es urgente el descubrimiento y desarrollo de una nueva generacion de
sustancias antioxidantes y antibacterianas que combatan de forma mas efectiva a los
radicales libres y microorganismos. Para esto las plantas han demostrado ser un enorme
reservorio a partir del cual se ha encontrado una gran diversidad se sustancias
antioxidantes y antibacterianas que pueden servir para el desarrollo de nuevos
medicamentos (7). La finalidad de este trabajo es determinar la posible actividad

antioxidante y antibacteriana que posee la especie vegetal Caiophora cirsiifolia C. Presl



que es utilizada tradicionalmente en el tratamiento de enfermedades pulmonares,
urinarias, vaginales, para fortalecer la matriz materna y para purificar la sangre, por el
cual permitira tener una alternativa natural en la prevencion de enfermedades
provocadas por los radicales libres y una alternativa natural en el tratamiento

antibacteriano.



CAPITULO I: GENERALIDADES

1.1 Planteamiento del Problema

El organismo realiza procesos fisioldgicos como el metabolismo de los alimentos
produciendo radicales libres (RL), los cuales son altamente reactivos y provocan dafos
que inducen a una disminucién en la resistencia al ambiente y un incremento en la
fragilidad celular. El estrés oxidativo, contribuye al envejecimiento celular y al desarrollo
de enfermedades degenerativas como cataratas, artritis, problemas del sistema inmune

y cancer. (8)

El problema surge cuando los radicales libres provienen de fuentes exdégenas como el
aire contaminado, luz solar, ejercicio extenuante, dieta baja en antioxidantes, consumo
de alimentos con alto contenido de grasa, alimentos procesados, fritos o asados y con
conservadores, el consumo excesivo de alcohol, el consumo de drogas, cigarro, la
exposicion a pinturas, pegamentos o contaminantes del medio ambiente, radiaciones

ionizantes y la exposicion prolongada a temperaturas elevadas. (9) (10)

Las acciones nocivas de los radicales libres sobre el organismo han promovido la
busqueda de moléculas con propiedades antioxidantes como potenciales agentes
terapéuticos, unido a la creciente preocupacion por los efectos tdxicos producidos por
los antioxidantes sintéticos utilizados en la preservacion de alimentos; esto refuerza la
urgencia de obtener sustancias antioxidantes menos téxicas y de amplia utilidad en las
industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica , siendo los vegetales una potencial
fuente de obtencion debido a que sintetizan y acumulan en sus 6rganos gran variedad
de metabolitos secundarios como respuesta a estimulos o condiciones ambientales,
entre ellos, sustancias con capacidad captadora de radicales libres tales como

compuestos fendlicos, carotenoides, vitaminas y compuestos nitrogenados. (11)

Caiophora cirsiifolia C. Presl se distribuye geograficamente en los andes desde el norte
de Peru hasta el norte de Chile. El poblador andino usa las hojas en infusion como
antitusigeno para la tos y neumonia, en maceracion para el acné y foranculos, en
decoccion para heridas, en frotacion para dolores reumaticos, los cuales sugieren un
efecto antimicrobiano el cual en investigaciones anteriores se han comprobado usando

como cepa al Staphylococcus aureus brindando la base cientifica para su uso. (12) (13)

Las infecciones de la piel y los tejidos blandos constituyen un conjunto de cuadros
clinicos de distinta expresividad y gravedad que afectan la piel, el tejido celular
subcutaneo y el musculo. Son las infecciones mas prevalentes en nuestro medio, por

tanto, uno de los primeros motivos de prescripcion de antibioticos. (14)



Las enfermedades dermatoldgicas varian ampliamente con la situacién geografica y
probablemente son influenciadas por factores étnicos y ambientales. Ademas, son
causa importante de morbilidad, pérdida econémica y exclusion social. En los paises en
desarrollo, las enfermedades dermatoldgicas constituyen un importante de salud

publica, principalmente las de causa infecciosa. (15)

El estudio de los productos naturales ha sido importante desde hace mucho antes, en
las que los productos de origen vegetal y animal eran utilizados con fines medicinales,
su uso empirico ha perdurado hasta nuestros dias y se ha convertido en la fuente
principal de informacién para la produccién de nuevos medicamentos en la industria

farmacéutica. (16)

Debido a ello se busca nuevos antioxidantes y antimicrobianos de especies vegetales
cuyas propiedades medicinales no han sido estudiadas por completo, y con el fin de
generar conocimiento en cuanto a las posibles propiedades farmacoldgicas se ha
seleccionado la especie Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa” ala que se le atribuye
propiedades antioxidantes y antibacterianas, teniendo en cuenta que estudios de
especies de su misma familia y género presentan actividad bacteriana y antioxidante.
(13) (17)

1.2 Formulacion del Problema

¢ Presentara el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl
“Ccori kisa” actividad antioxidante y antibacteriana in vitro sobre cepas ATCC y cepas

aisladas de Staphylococcus aureus?
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Caiophora Cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas

ATCC y cepas aisladas de Staphylococcus aureus.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar los ensayos preliminares del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” tales como: porcentaje de humedad,
porcentaje de rendimiento, pruebas de solubilidad y analisis fitoquimico

cualitativo.



2. Determinar la actividad antioxidante del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” por el método Brand-Williams captacion
del radical libre DDPH

3. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto seco hidroalcohdlico
al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas
aisladas de Staphylococcus aureus.

4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas
ATCC y cepas aisladas de Staphylococcus aureus.

5. Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas
aisladas de Staphylococcus aureus con dos farmacos patron (Penicilina y
Doxiciclina).

6. Realizar la prueba de susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas
aisladas de Staphylococcus aureus frente a farmacos antimicrobianos tales

como Penicilina y Doxiciclina.
1.4 Justificacion

Justificacion Teorica-Cientifica

El presente estudio demuestra el probable efecto antioxidante y antibacteriano para
asi difundir su uso de forma segura y adecuada e incentivar el desarrollo de nuevos

estudios de dicha especie vegetal.

Es necesario el conocimiento de las propiedades antibacterianas de Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” y difundir su uso terapéutico, es importante estudiarla
para poder demostrar el probable efecto frente a Staphylococcus aureus
microorganismo causante de diversas infecciones y asi de esta manera incentivar el

desarrollo de nuevos estudios de dicha especie vegetal.

Por otro lado, los principios activos antioxidantes presentes en la especie vegetal,
pueden cumplir un importante papel en las patologias relacionadas a radicales libres
y se pueden continuar los estudios posteriores y llegar a ser aplicados en el campo

clinico.

De Aplicabilidad

La presente investigacion sobre la actividad antioxidante y antibacteriana busca

aportar alternativas de tratamiento antibacteriano sobre Staphylococcus aureus que



es una de las causas principales de enfermedades de la piel (acné) en nuestra
region, asi como para el tratamiento de las enfermedades relacionadas a los
radicales libres; puesto que la especie vegetal Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori
kisa” se utiliza en infusion como antitusigeno para la tos y neumonia, en maceracion
para el acné y furinculos, en decoccién para heridas (18) (19) (20), por lo que se

evaluaron las actividades antioxidante y antibacteriana de esta especie.

En Prioridad

Debido a que en los ultimos afos se ve un incremento de la resistencia bacteriana y
enfermedades relacionadas a los radicales libres conllevando a un problema de
salud publica que va en incremento y de gran complejidad, pues que son causas de
enfermedades registradas en nuestro pais, por lo que nos vemos motivados a
realizar la busqueda de nuevas alternativas de sustancias antioxidantes y

antimicrobianas de origen vegetal.

En aporte al Conocimiento

Durante mucho tiempo el uso de plantas medicinales se ha basado en
conocimientos empiricos, utilizandose las plantas como fuente para la elaboracion
de medicamentos en forma de preparados tradicionales. Muchos farmacos que
actualmente son utilizados provienen de principios activos de plantas medicinales,
estos farmacos deben de tener estudios previos antes de ser aplicados en el ser
humano por lo que se requiere contar con informacién cientifica veridica sobre las
propiedades y utilidades de las plantas medicinales; asi la presente investigacion
ayudara al conocimiento cientifico de la especie Caiophora cirsiifolia C. Presl

“Ccori kisa” en cuanto a la actividad antioxidante y antibacteriana.

La presente investigacion sobre la actividad antioxidante y antibacteriana busca
revalorar los recursos naturales que se encuentran en nuestro medio; aportando
bases cientificas de la actividad antioxidante y antibacteriana de la especie vegetal

en estudio.

Social

Este estudio sobre la actividad antioxidante y antibacteriana de la especie vegetal
en estudio busca promover el uso tradicional y revalorar nuestros recursos naturales
que se encuentran al alcance de la poblaciéon. Aportando bases cientificas de la

especie vegetal en estudio, que corroboren el uso en enfermedades de la piel y



patologias causadas por los radicales libres con lo cual se lograra un aporte en la

prevencion y mejora de la calidad de la vida de las personas.

1.5 Hipétesis

i

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa’
presenta actividad antibacteriana in Vitro sobre cepas ATCC y cepas aisladas de

Staphylococcus aureus y presenta capacidad antioxidante.

1.6 Limitaciones

e La poca informacion bibliografica sobre la especie en estudio, pues solo se pudo
encontrar antecedentes relacionados que pertenecen al mismo género.

e La escasa informacion en el ambito local y nacional respecto a la actividad
antibacteriana y antioxidante de la especie Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori

kisa”



CAPITULO lI: MARCO TEORICO
2.1 Vision Histérica
En el altiplano americano se usa a la ccori kisa como remedio para curar las afecciones
reumaticas, dolores musculares y de huesos y principalmente para curar las infecciones
vaginales y uterinas. Se aplica localmente por frotacién o flagelacién para aliviar los
dolores de las articulaciones, para los bronquios, calmar los nervios, como

anticonceptivo, para fiebre, diarreas, tos convulsiva, pulmones, purgante, dolores

menstruales, colicos. (13)

Como medicina se utilizaban las flores en infusion o mate para aminorar el dolor de
muela y dolor de estémago, junto a otras plantas sirve para calmar dolores menstruales.
(20)

2.2 Antecedentes
2.2.1 Antecedentes Etnobotanicos

¢ Tello C. Gladys. (Peru, 2015) Etnobotanica de plantas con uso medicinal en
la Comunidad de Quero, Jauja, Regiéon Junin. (Tesis de Pregrado).
Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima.
Se realizé un estudio etnobotanico llevado a cabo en la comunidad de Quero,
ubicada en el distrito de Molinos, Provincia de Jauja en la region Junin, dicha
investigacion busca rescatar y revalorar las practicas ancestrales con respecto
al uso de plantas medicinales, como también inventariar las muestras
recolectadas y sistematizar la informacion, utilizando para ello investigacion del
tipo descriptivo. Indica el uso de Caiophora cirsiifolia C. Presl conocida como
ortiga colorada que se usa para la gripe, mal de bronquios, resfrio, tos, quitar el
frio, parte utilizada las hojas, uso acompafado con borraja y escorzonera,
preparacion y uso popular: Para la gripe, bronquios o frio tomar el macerado de
las hojas en cafia y quemado en azucar, para la tos se realiza el cocimiento de
la hojas durante 15 minutos, luego tomar el preparado hasta desaparecer el
malestar. (18)

e Fernandez P. Favio. (Bolivia, 2014) La flora local como estrategia para
reducir riesgos climaticos desde un enfoque etnoecoldgico; caso
comunidad Challoma (prov. Tapacari) del departamento de Cochabamba.

(Tesis de Pregrado). Universidad Mayor de San Simén, Cochabamba.

El objetivo general fue estudiar las practicas y conocimientos sobre el manejo de

flora local, como una estrategia de reduccién de riesgos climaticos en la



comunidad de Challoma, Provincia Tapacari. Departamento de Cochabamba; en
el que se destaca los usos y/o funciones de la flora local; indica el uso de dos
especies vegetales del género Caiophora: Caiophora canarinoides; Como
medicina, se usan las flores en Infusion o mate ayuda a aminorar el dolor de
muela y dolor de estémago. Junto a otras plantas sirve para calmar dolores
menstruales. Caiophora horrida: como alimento, se usa la flor, se chupa el
néctar como energizante y dulce para los nifios; como medicina, se utiliza toda
la planta, en mate se utiliza para regular la circulacién de la sangre, hemorragias

fuertes y para el dolor de estbmago después de un parto. (20)

Rado J. Edmundo. (Peru, 2011) Etnobotanica del Distrito de Ocongate —
Quispicanchi-Cusco. (Tesis de Pre-grado). Universidad Nacional de San

Antonio Abad del Cusco, Cusco.

El objetivo general fue valorar las diferentes especies etnobotanicas existentes
en comunidades de Ocongate; esto fue posible a través de tres objetivos
especificos: determinar las zonas de mayor diversidad alfa en relacion a su
lejania o proximidad al corredor vial interoceanico sur, determinar las especies
de importancia etnobotanica en base a exploraciones guiadas por lugarenos y
revalorar las utilidades etnobotanicas, a través, de la elaboraciéon de Fichas
Etnobotanicas. Se registrd 171 taxones que se agrupan en 44 familias, siendo
las mas importantes las asteraceas (46 especies) y poaceas (10 especies). De
este total 127 especies tienen alguna utilidad etnobotanica, registrandose hasta
11 diferentes usos, siendo los mas importantes los: medicinales, forrajeros,
domésticos vy tintéreos, indicando que la coccién de la raiz y la infusién de toda
la planta Caiophora cirsiifolia C. Presl Ccori kisa es buena para acelerar el
parto y fortalecer la matriz materna después del parto, ademas de purificar la
sangre, esta infusion también es buena para curar afecciones pulmonares,
también se hace reposar hojas, tallos y flores para hacer bafios calientes para
combatir el frio. (19)

Puelles G. Maria et al. (Espafa, 2010) Las Plantas Medicinales de Peru.
Madrid

Ortiga Colorada (Caiophora circifolia, Caiophora spp.) crece en asociacion
con otras plantas sobre rocas al lado del camino, entremezclada con otras ortigas
y con plantas herbaceas. En la zona ya no se encuentra con mucha frecuencia.
Se toma en infusion para los resfriados, enfermedades bronquiales y gripe.
Planta de la familia Loasaceae, de las cuales se tienen registradas mas de 30

especies en Perq, tres de ellas para fines medicinales. Estan distribuidas
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principalmente en la sierra, en forma silvestre. Se usa para la epistaxis
(cataplasma con vinagre en la frente); como antiinflamatorio, para la neumonia y

tos persistente (infusion de la planta entera). (12)

2.2.2 Antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos del Género Caiophora

Aquino A. Edwin. (Peru, 2017) Actividad Antimicrobiana de aceites
esenciales de Chenopodium ambrosioides, Artemisia absinthium,
Caiophora cirsiifolia sobre bacterias Gram Negativas, Staphylococcus
aureus y su toxicidad en Artemia salina. (Tesis de Pregrado). Universidad
Nacional del Altiplano, Puno.

Los objetivos fueron determinar la actividad antimicrobiana de cuatro dosis del
aceite esencial de las plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo
(Artemisia absinthium), ortiga (Caiophora cirsiifolia) en el crecimiento in vitro
de las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y
Shigella sp., observar las reacciones de analisis preliminar de metabolitos
secundarios de las plantas en estudio con principios activos y evaluar la toxicidad
del aceite esencial mediante el ensayo de letalidad con Artemia salina. La
metodologia utilizada fue efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de las
plantas a concentraciones de 5uL, 10uL, 20uL y 1mL, utilizando el método de
difusién en agar. Los resultados de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de las plantas, Chenopodium ambrosioides L. presento mayor
actividad sobre Escherichia coli a 20ul con un porcentaje de inhibicién al doble
del control positivo que presento 10mm donde (F = 18.80; GL = 4; P = 0.0001)
se determind que es alta mente significativo y Artemisia absinthium L. mostré
mayor sensibilidad frente a Staphylococcus aureus a 1mL con 81.25 % de
inhibicién con respecto al control positivo, (F = 28.96; GL = 4; P = 0.0001) siendo
altamente significativo, mientras que Caiophora cirsiifolia no mostré actividad
antimicrobiana para ninguna bacteria en estudio. Para las reacciones de analisis
preliminar de los metabolitos secundarios se observaron alcaloides, fenoles y
carbohidratos en las tres plantas y la letalidad en Artemia salina demostro
toxicidad en los extractos de Chenopodium ambrosioides L, Artemisia absinthium
L. y Caiophora cirsiifolia mostraron DL 50 de 30.08 pg/mL, 51.62 pg/mL vy
64.92 ug/mL respectivamente. (21)
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Tenorio R., Mollinedo P. (Bolivia 2016) Capacidad inhibitoria de filtrados de
Trichoderma inhamatum y Caiophora andina sobre fitopatégenos de

Theobroma cacao. Universidad Mayor de San Andrés, La Paz.

Se trabajé con extractos de filtrados de cultivos de Trichoderma inhamatum y
extractos hidro-etandlicos de Caiophora andina sobre cepas patdégenas de
cacao Theobroma cacao. Los porcentajes de inhibicién obtenidos luego de la
determinacion del crecimiento hifal in vitro bajo el efecto del filtrado fungico de
cepa Trichoderma inhamatum fueron: para Moniliophthora spp. 11 % (en el dia
4), para Colletotrichum spp. 20 % (dia 11) y para Phytophthora spp., 46 % (dia
9). Mientras que, los porcentajes de inhibicion del crecimiento bajo el efecto de
los extractos hidroetandlicos vegetales, extracto 1 (tallo-hojas) y extracto 2
(flores) fueron: para el patogeno Moniliophthora spp. 36% y 27 %
respectivamente (a los 4 dias), para Colletotrichum spp. 20 y 24 %
respectivamente (a los 7 dias) y finalmente para Phytophthora spp. 31% y 38
% respectivamente (ambos al dia 9). Por ende, los extractos de filtrados de
cultivos de Trichoderma inhamatum y extractos hidro-etandlicos de Caiophora
andina son utiles para el control de hongos fitopatégenos en Theobroma cacao.
(22)

Franco C. et al (Peru, 2015) Caracteristicas fitoquimicas y capacidad
antioxidante in vitro de Aloe vera, Plukenetia volubilis, Caiophora
carduifolia, Cecropia membranacea. Universidad Nacional mayor de San
Marcos, Lima.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas fitoquimicas y
capacidad antioxidante in vitro mediante el método DPPH y ABTS de las hojas
de Aloe vera, semillas de Plukenetia volubilis, hojas-tallos de Caiophora
carduifolia, hojas de Cecropia membranacea, en el que se realizé un analisis
fitoquimico identificando que Cecropia membranacea posee mayor presencia de
metabolitos secundarios, Caiophora carduifolia presenta aminoacidos libres y
saponinas; todas las plantas presentaron compuestos fendlicos y flavonoides a
excepcion de Plukenetia volubilis, que solo mostré triterpenos y esteroides;
asimismo, Aloe vera presentd antronas y naftoquinonas. En la captacion de
radicales DPPH, requiri6 menor dosis para alcanzar la capacidad antioxidante
(CE =0,159 mg/mL); mediante el método ABTS (5,834 uM trolox/g), Caiophora
carduifolia (0,87 mg/mL — 0,44 mg/mL) tuvo efectos similares al trolox (p>0,05),
Aloe vera y Plukenetia volubilis también tuvieron capacidad antioxidante

dependiente de la dosis. Se ha demostrado capacidad antioxidante in vitro a
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concentracién dependiente, siendo mayor la de Cecropia membranacea vy
Caiophora carduifolia y menor la de Aloe vera y Plukenetia volubilis. (23)
Gutierrez G. Isabel.; Mamani H. Luz (Peru, 2011) Actividad Inhibitoria de los
extractos secos etandlicos al 70% de plantas usadas tradicionalmente para
el tratamiento de Gota y Determinacion de Metabolitos Secundarios. (Tesis
de Pregrado), Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
Cusco.

Este trabajo tiene como objetivo determinar la actividad inhibitoria de xantina
oxidasa, de los extractos secos metabdlicos al 70% de diez especies vegetales,
usadas tradicionalmente para el tratamiento de la gota: Schinus molle L. (molle),
Rosmarinus officinalis L. (Romero), Baccharis chilco H.B.K. (Chillca), Taraxacum
officina/e Wiggers. (Diente de ledn), Ephedra americana H. & B. (Pinco-pinco),
Ambrosia arborescens Mili. (Marcju), Urtica urens L. (Ortiga), Caiophora
rosulata (Weddel) Urban & Gilg. (Madre kisa), Acanthoxanthium spinosum (L)
(Alkkho kiska), Medicago lupulina L. (Trébol); para lo cual se realizé un ensayo
in vitro, asi como también, determinar los metabolitos secundarios presentes en
la planta con mayor actividad. Utilizando un diseno metodolégico: descriptivo,
cuasiexperimental y transaccional descriptivo. La actividad enzimatica fue
medida por medio de un espectrofotometro, de acuerdo a los valores de
absorbancia que mostré a 290nm cada especie vegetal. Fue el extracto etandlico
de Medicago lupulina L. (trébol) quien presenté un mayor porcentaje de inhibicion
de 61.03 % a una concentracion de .100 I-ug/mL, sin embargo; fue menor al que
presentd el patrén alopurinol. Para la determinacién de los metabolitos
secundarios de Medicago lupulina L. (trébol), se realizé un proceso de extraccion
con solventes de diferente polaridad: hexano, diclorometano, cloroformo,
cloroformo-metanol (4:1), metanol y agua. Se concluye que, de las diez especies
estudiadas, Medicago lupulina L. (trébol) posee mayor actividad inhibitoria de
xantina oxidasa. Ademas, por las caracteristicas que presentaron los espectros
y cromatogramas obtenidos por HPLC, los metabolitos secundarios presentes
en esta planta y posiblemente responsables de la actividad inhibitoria de xantina

oxidasa podrian ser flavonoides: Apigenina. (24)
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Matta L. Maria. (Chile, 2009) Screening Fitoquimico, Antimicrobiano y
Antioxidante de plantas pre-andinas y del altiplano chileno. (Tesis de

Pregrado). Universidad de Chile, Santiago de Chile.

En este trabajo se investigaron siete plantas de cuatro géneros diferentes:
Caiophora, Senecio, Parastrephia y Myrica, con el objetivo de dar un respaldo
cientifico a las propiedades que la medicina folcldrica les atribuye, asi como dar
a conocer estas especies desde un punto de vista fitoquimico y farmacoldgico,
para lo cual se realizé un screening fitoquimico, antimicrobiano y antioxidante de
estas plantas pre-andinas y del altiplano chileno. Para ello se debi6 obtener los
diferentes extractos, infusos y aceite esencial de las distintas plantas a estudiar,
para su analisis fitoquimico y evaluacion farmacoldgica, y determinar la actividad
antimicrobiana por medio del bioensayo de bioautografia, siembra en superficie
de agar y concentracion minima inhibitoria La evaluacion de la actividad
antioxidante de los extractos se realizé frente a la enzima xantina oxidasa (XO)
Las dos especies del género Caiophora (Caiophora sepiaria y Caiophora
rahmeri) presentaron actividad contra bacterias Gram (+). Con la bacteria Gram
(-) E. coli, mostraron actividad los aceites esenciales de ambas especies.
Ademas C. rahmeri presenté también efecto con los extractos apolares y polares
frente a E. coli. No se determind la actividad antioxidante de Caiophora sepiaria

y Caiophora rahmeri debido a la falta de muestra. (13)

Weigend M. et al (Alemania, 2004) Seed Oil Fatty acids of Loasaceae-A New
Source of y-Linolenic and Stearidonic Acids (Acidos Grasos de semillas de
Loasaceae-Una nueva fuente de los acidos y-linolénico y estearidonico.

Freie Universitat Berlin, Berlin.

En este trabajo se realizo la identificacion de 2 acidos grasos (acido y-linolénico
y acido estearidonico) presentes en las semillas de plantas de diferentes géneros
de la Familia Loasacea (Nasa, Caiophora, Gronovia, and Blumenbachia); para
la obtencion de estos acidos grasos se realizd la molienda de las semillas, la
extraccion fue con heptano y se obtuvo los extractos en un evaporador rotativo;
dichos extractos fueron preparados por transesterificacion con metoxido de sodio
en metanol por utilizando el método de Schulte y Weber. Mediante la
Cromatografia Gas-Liquido (GLC) se identificaron al acido y-linolénico y acido
estearidonico exclusivamente en especies del género Nasa a niveles de
significancia de entre 3 y 10% respectivamente; en los demas géneros de
Loasacea (Caiophora, Gronovia, and Blumenbachia) no se encontré niveles

significativos de estos 2 acidos grasos. (25)
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Weigend M. et al (Alemania, 2000) Phytochemistry and the Systematics and
Ecology of Loasaceae and Gronoviaceae (Loasales) (Fitoquimica y la
Sistematica y Ecologia de Loasaceae y Gronoviaceae (Loasales)). Ludwig

Maximilians University, Munich.

Se realizdé una seleccion de compuestos iridoides de 78 de 315 especies de
todos los grupos principales en Gronoviaceae y Loasaceae. Los resultados se
compararon con los conceptos sistematicos en la familia y la distribucion y
ecologia de los taxones. Los iridoides estan presentes en al menos algunas
especies de todos los géneros seleccionados. Algunos compuestos
monomeéricos simples (por ejemplo, loganina, sweroside) se encuentran en todos
los grupos principales de las dos familias y representan el inventario basico de
iridoides. Otros compuestos estan restringidos a ciertos grupos taxonémicos: los
iridoides de nueve carbonos (p. Ej., Deutziosido) estan restringidos a Mentzelia
(Loasaceae subfam. Mentzelioideae), los iridoides heterooligoméricos (por
ejemplo, metiléster de tricolorosida, acerifoliosido) estan restringidos a dos
pequenos grupos en Loasa (Loasa ser. Macrospermae y ser. Floribundae,
Loasaceae subfam. Loasoideae) y oledsidos (por ejemplo, 10-hidroxioledsido
dimetil éster) estan restringidos al gran género Caiophora. La distribucion de
ciertos compuestos iridoides confirma algunos de los limites genéricos. La
fitoquimica iridoide no se correlaciona con entidades sistematicas por encima del
nivel genérico ni se correlaciona de ninguna manera con la evolucién morfoldgica
de los taxones. Por el contrario, la cantidad y complejidad de los compuestos
iridoides presentes en los taxones se correlaciona positivamente con la aridez

de su habitat y la extension de la presion herbivora de los mamiferos. (26)

2.2.3 Antecedentes del Método

Achauanco, M., Aragoén, P. (2015). Actividad antibacteriana in vitro de los
extractos Etandlicos y Glicdlicos de las hojas de la especie vegetal
Flourencia polycephala M.O. Dillon (Pauca) sobre cepas ATCC de
Staphylococcus aureus y propinobacterium acnes y su relaciéon con la
actividad antioxidante. (Tesis de Pre-grado). Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, Cusco.

El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
etandlicos y glicolicos de las hojas de la especie vegetal Flourencia polycephala
M.O. Dillon (Pauca) sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus vy
propinobacterium acnés y su relacion con la actividad antioxidante el método

empleado fue experimental utilizandose la técnica del método de pozos
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excavados, procediendo primero con la prueba piloto y luego con la
estandarizacion de las concentraciones para determinar la concentracion
minima inhibitoria de los extracto sobre cada bacteria, donde se obtuvieron los
siguientes resultados para todos los casos con valores de p=0.000 que indica
que existe diferencia significativa entre las concentraciones de los extracto y los
halos formados. La concentraciéon minima inhibitoria de extracto etandlico sobre
cepas ATCC de Staphylococcus aureus y propinobacterium acnés, fue de 0.368
mg/25uL y 0.34 mg/25ulL respectivamente. Y el CMI del extracto del extracto
glicélico sobre Staphylococcus aureus y propinobacterium acnés, fue de 0.13
mg/25uL y 0.84 mg/25uL respectivamente. Se determind también la capacidad
antioxidante por el método de la decoloracion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DDPH) con el patrén acido ascérbico mediante la correlacion lineal
de Pearson, llegando a la conclusion de que el extracto etandlico y glicolico
Flourencia polycephala M.O. Dillon presenta actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus y propinobacterium acnés y posee actividad
antioxidante. (27)

Rosell, G. (Peru,2014). Determinacion del contenido total de polifenoles-
flavonoides y actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto
seco hidroalcohdlico de Thymus vulgaris L. “tomillo” frente a
Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923. (Tesis de Pre-grado).
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Cusco.

El objetivo fue determinar el contenido total de polifenoles, flavonoides y
actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto seco hidroalcohdlico
Thymus vulgaris L. “tomillo” frente a Staphylococcus aureus cepas ATCC 25923,
el método fue cuasiexperimental, la determinacién cuantitativa de polifenoles se
realizd por el Método Folin-Ciocalteau, para flavonoides por el método de
Wooisky y Salatino y la determinacién de sus actividades antioxidante fue por el
método de Brand Williams y la actividades antibacteriana por la técnica de
prueba de diluciones en caldo y difusion en agar. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes: La marcha fitoquimica revelo la presencia de alcaloides, fenoles,
flavonoides, quinonas, saponinas y cumarinas. El contenido de polifenoles fue
de 24.70 ug de acido lactico/100 ug de extracto, el contenido de flavonoides fue
de 50.82 ug de quercetina dihidratada/500ug, el valor de CMI frente a
Staphylococcus aureus fue de 11.78 mg/ug y el mayor halo de inhibicion fue de
39.42 mm a 44.96 mm/25uL. En conclusion, los coeficientes de correlacion de
Pearson muestran la directa proporcionalidad entre la cantidad de polifenoles y

flavonoides con actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto. (28)
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Talkuder E. et al (Bangladesh, 2013) In Vitro Antioxidant Potential of
Momordica charantia Fruit Extracts. (Potencial Antioxidante In Vitro de

extractos de la fruta Momordica charantia). Universidad de Chittagong

Este estudio investiga el potencial antioxidante de los extractos de las frutas de
Momordica charantia en etanol y acetato de etilo. Los extractos fueron probados
con el ensayo de captacion libre de DPPH, reduccion del cloruro férrico y
captacion de radical superdxido. En el método de IC50 de DPPH, los valores de
acido ascorbico y extractos etandlicos y de acetato de etilo tuvieron como
resultado 2.19 ug/mL, 111.87 pg/mL y 157.03 ug/mL respectivamente. Los
resultados de los ensayos demostraron que M. charantia posee una actividad

antioxidante relativamente moderada comparada a los estandares. (29)

Quispe, J., Quiroga, D. (2012). Determinacion de la Actividad Antibacteriana
sobre cepas ATCC y cepas aisladas de Escherichia coli y Pseudomona
aureginosa y determinacion de la toxicidad subaguda del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Spidium guajava “sahuinto”.
(Tesis de Pre-grado). Universidad Nacional de San Antonio Abad del

Cusco, Cusco.

El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana sobre cepas ATCC y cepas
aisladas de Escherichia coli y Pseudomona aureginosa y determinacion de la
toxicidad subaguda del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie
vegetal Spidium guajava “sahuinto”. Donde la metodologia empleada para la
actividad antibacteriana se determind por el método de pozos excavados
empleando como antibiético patron la Amikacina a una concentracion de
30ug/100uL para la toxicidad subaguda se utilizd6 20 ratas macho holtzman
empleando el protocolo estandar 28 dias procediendo finalmente a su sacrificio,
analisis sanguineo e histopatoldgico de corazoén, rifién e higado. Obteniéndose
los siguientes resultados: con respecto a las cepas de Escherichia coli el farmaco
patron presentd un halo de inhibicion de 28 mm mientras que el extracto
hidroalcohdlico presentd un halo de inhibicibn mayor de 15 mm a una
concentracion de 284,4 mg/100ul y en cuento a las cepas aisladas se obtuvo un
halo de inhibiciéon de 29.9 mm a una concentracion de 276 mg/100ul. Respecto
a y Pseudomona aureginosa se obtuvo un halo de inhibicion de 26 mm con
respecto al patron mientras que el extracto hidroalcohdlico presenté un halo de
inhibicion mayor de 28 mm a una concentracion de 219.2 mg/100uL. En cuanto
a la cepa aislada se obtuvo un halo de inhibicién de 11.6 mm a una concentracion

de 54.8 mg/100uL. De la determinacién de la toxicidad subaguda del extracto,
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se observo necrosis renal media y un proceso de regeneracion celular a nivel de
los hepatocitos en loa animales de experimentacion tratados con una dosis de
200 mg/kg de extracto. Conclusion: se determin6 la actividad antibacteriana
sobre cepas ATCC y cepas aisladas de Escherichia coli y Pseudomona
aureginosa y no se encontro toxicidad subaguda del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal de Spidium guajava “sahuinto”. (30)

Rahman A. et al (Sudafrica. 2012). Antioxidative, antimicrobial and
cytotoxic effects of the phenolics of Leea indica extracts. (Efectos
Antioxidante, Antimicrobiano y citotoxicos de los extractos fenélicos de

las hojas Leea indica).

Este estudio investigo los efectos citotdxicos, antioxidantes y antimicrobianos del
extracto etandlico de las hojas de Leea indica. Los valores fitoquimicos hallados
fueron para la cantidad total de polifenoles y flavonoides, asi como para el efecto
captador del radical DPPH. Los ensayos de actividad antibacteriana y antifingica
fueron realizados con el método de difusion en disco. Los resultados mostraron
que el contenido total de polifenoles fue de 24.00 EqQAG/100g, el contenido total
de flavonoides fue de 194.68 g de quercetina/100g y la capacidad antioxidante
fue de 106.61 AA/100g. En el ensayo antibacteriano mostré zonas de inhibicion
significantes frente a Bacillus subtilis, bacillus cereus, Bacillus megaterium y
Staphylococcus aureus; Salmonella typhi, Pseudomona aureginosa, Shigella
dysebteriae, Vibrio cholerae y para hongos mostro actividad contra Aspergillus

flavus, Candida albicans y Fusarium equisetii. (31)

Inocente C., Miguel A. (Peru, 2009) Actividad antioxidante y antimicrobiana
de los compuestos fendlicos del extracto hidroalcohélico de la corteza de
Triplaris americana L. (Tangarana colorada). Universidad Nacional Mayor

de San Marcos, Lima.

Este trabajo investigd la actividad antioxidante y antimicrobiana del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Triplaris ameriacana L. se comprobd la
presencia de carbohidratos, heterésidos, compuestos fendlicos: taninos
condensados (proantocianidinas) y flavonoides; la presencia de grupos fendlicos
(grupo hidroxilo, grupo aromatico) el cual se realiz6 mediante espectroscopia
infrarrojo y espectroscopia UV-visible. La cuantificacion del extracto
hidroalcohdlico dié como resultado: para compuestos fendlicos totales: 13.5158
1 0.1825 g de acido tanico/ 100 g de corteza; para taninos: 11.8590 £ 0.5453 g

de acido tanico/ 100 g de corteza; y la determinacion de taninos condensados:
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1.62368 + 0.0784 g de acido tanico/100 g de corteza. Dicho extracto posee
actividad antioxidante con IC50 de 19.5337 ug/mL, y 0.241 mg/mL equivalentes
trolox; asimismo presenta actividad antimicrobiana frente a las bacterias

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. (32)

2.2.4 Estado de la Cuestion

Sobre la siguiente investigacion se tiene informacion escasa con respecto a la actividad
antioxidante y antibacteriana de la Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” por ello se
consultaron trabajos cientificos a nivel internacional, nacional y local del género
Caiophora y con el tema de investigacion. Matta realizé el estudio sobre el “Screening
Fitoquimico, Antimicrobiano y Antioxidante de plantas pre-andinas y del altiplano
chileno” en el que determinaron la capacidad antioxidante y antimicrobiana de los
extractos y aceites esenciales de 2 especies del género Caiophora (Caiophora sepiaria
y Caiophora rahmeri) sobre bacterias Gram positivas en el que dichas especies
vegetales presentaron actividad contra dichas bacterias (13). En la Universidad Mayor
de San Andrés La Paz-Bolivia, Tenorio y Mollinedo determinaron la “Capacidad
inhibitoria de los extractos hidro-etandlicos de Caiophora andina sobre fitopatdégenos de
Theobroma cacao “Cacao” mostrando que los filirados son utiles para el control de
hongos fitopatégenos (Moniliophthora spp, Colletotrichum spp., Phytophthora spp.) en
Theobroma cacao. (22). A nivel Nacional en la Universidad Nacional del Altiplano Puno
se encontrd el estudio de la “Actividad Antimicrobiana del aceite esencial de Caiophora
cirsiifolia sobre bacterias Gram negativas y Staphylococcus aureus” en el que Caiophora
cirsiifolia no mostré actividad antimicrobiana para ninguna bacteria utilizada en la
investigacion (21), en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos Franco et. al.
determinaron las “Caracteristicas fitoquimicas y capacidad antioxidante in vitro de Aloe
vera, Plukenetia volubilis, Caiophora carduifolia, Cecropia membranacea” demostrando
que la especie posee Caiophora carduifolia capacidad antioxidante in vitro a 0,420
mg/mL. (17)

En nuestra escuela profesional de Farmacia y Bioquimica solo se encontré un trabajo
de investigaciéon con una especie del género Caiophora en el que determinaron la
“Actividad inhibitoria de xantina oxidasa de los extractos secos etandlicos al 70% de
plantas usadas tradicionalmente para el tratamiento de Gota y Determinacién de
Metabolitos Secundarios”, donde la especie Caiophora rosulata (Weddel) Urban & Gilg.

(Madre kisa) no presenté dicha capacidad inhibitoria. (24)
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2.3 Bases Teérico Cientificas
2.3.1 Aspectos Botanicos de la Especie Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa
2.3.1.1 Identificacion Botanica

La clasificacion e identificacion boténica fue realizada por el bidlogo M.Cs. Dr.
Washington Galiano Sanchez, profesor investigador asociado al Herbario Vargas se la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, de acuerdo a la Clasificacion APG

Il (Angiosperm Phylogenetic Group).

Tabla 1: Clasificacion Taxonémica de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa”

TAXONOMIA
Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Asteraneae Takht
Orden Cornales Link
Familia Loasaceae Juss
Genero Caiophora C. Presl|
Especie Caiophora cirsiifolia C. Presl

Fuente: Herbario Vargas CUZ
(Anexo 01)
Nombre cientifico:

Caiophora cirsiifolia C. Presl

Nombres comunes:

Ccori kisa, quisa, pucca kisa, kisa, puka tika kisa, ortiga colorada, puca-shinua, puca
hitana, llungo-llundo, atapilla, ortiga hembra. (13) (19)

Fotografia 1: Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa”

Fuente: Espinoza A. Ocongate-Quispicanchis — Cusco, 2017
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2.3.1.2 Localizacion

La especie es parte de un complejo de varios taxones estrechamente relacionado sobre
todo en la vertiente occidental de los Andes que va desde el norte de Peru (Dpto.
Cajamarca) hasta el norte de Chile (Regidn I). Las colecciones de Caiophora de la parte
meridional suelen tener flores mas pequefas y mas profundamente disectadas que los
del centro del Peru, pero estas diferencias desaparecen en gran medida en el cultivo, lo
que indica que reflejan simplemente las condiciones generalmente mas secas para las
plantas que crecen en el sur de Peru y Chile. Caiophora cirsiifolia oscila entre
elevaciones de 2400 a 3700 m.s.n.m. Habita en laderas de cerros, matorrales secos,

bordes de caminos y paredes de piedra, protegida por otros arbustos. (13)

2.3.1.3 Descripcion

Hierba perenne, postrada o creciendo a modo de enredadera, tallo de hasta 60 cm; raiz
tipica. Hojas pinnatipartidas, pecioladas, margen lacerado y filamentoso, superficie
ampollosa, cubierta de pelos rigidos urticantes. Flores axilares, hermafroditas, de color
anaranjado fuerte; caliz gamosépalo, pentadentado; corola con 5 pétalos libres,
coéncavos, nectarios de color blanco, petaloides. Androceo con estambres largos vy
numerosos, anteras ditésicas y basifijas; gineceo con ovario infero, pentacarpelar,
unilocular y multiovular, de estilo apical y estigma simple. Fruto, una capsula con

dehiscencia longitudinal. Florece en cualquier época del afo (19).
2.3.1.4 Habitat

Caiophora es un género con 95 especies de plantas de flores pertenecientes a la familia
Loasaceae, esta ampliamente distribuido en los Andes, desde Argentina-Chile en el Sur,
hasta el centro de Ecuador en el Norte, las caracteristicas mas comunes de este género
son: hierbas perennes en forma de cojines, o hierbas rosuladas acaules, e hierbas

trepadoras. (13)
2.3.1.5 Propiedades Medicinales

Se aplica localmente por frotacion o flagelacion para aliviar los dolores de las
articulaciones; al simple contacto produce irritaciones cutaneas, para los bronquios,
calmar los nervios, como anticonceptivo, para fiebre, diarreas, tos convulsiva, pulmones,

purgante, dolores menstruales, célicos (19) (6).

2.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que retrasan la oxidacion de otras moléculas
mediante la inhibicion de la propagacion de la reaccion de oxidacién. El antioxidante al

reaccionar con el radical libre cede un electron, se oxida y se transforma en un radical
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libre débil no toxico. Los antioxidantes naturales pueden tener una o mas de las
siguientes propiedades: secuestro de radicales libres, actuar como agentes reductores,
formar complejos potenciales de metales perooxidantes y erradicar los singletes de
oxigeno. Estas propiedades redundan en su capacidad anticancerigena, antiviral,
antiinflamatoria, modificadora de la permeabilidad capilar e inhibidora de la agregacién

plaquetaria. (33)

Los antioxidantes juegan un rol muy importante en el sistema de defensa del cuerpo
humano, porque protegen contra el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno
(ROS), bioproductos dafinos, generados durante la respiracion de las células aerdbicas
que pueden oxidar biomoléculas, hasta llegar a la muerte de la célula y causar dano
tisular. (33)

Las plantas como fuentes de antioxidantes se pueden utilizar para la preservacion del
valor nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y para propdsitos medicinales.
(33)

2.4.1 Clasificacion de los Antioxidantes

De acuerdo con el mecanismo de accién se pueden considerar dos tipos de

antioxidantes (34):

¢ Antioxidantes preventivos: Estos actian al inicio de una cadena de oxidacion,
para reducir o impedir el comienzo de una cadena de oxidorreduccion. Como
ejemplos se pueden considerar los reductores de peroxidos organicos e inorganicos
(enzimas glutatién peroxidasa, catalasa y peroxidasa).

¢ Antioxidantes secundarios: Son interruptores que actian bloqueando en alguna
etapa de la cadena de oxidacion ya iniciad al captar radicales libres y al acortar la
longitud de la cadena de oxidacion y sus consecuencias. (Vitamina Ey C y la enzima

superoxido dismutasa)

Otra manera de clasificar a los antioxidantes es considerando su estructura quimica y

su funcién bioldgica en ese sentido estos se pueden clasificar en (35):

e Antioxidantes enzimaticos: Como glutation peroxidasa, catalasa y la
superoxido dismutasa.
e Antioxidantes no enzimaticos: Como la vitamina C y E, el B-caroteno, acido

urico y la bilirrubina.

En las dos anteriores clasificaciones indicadas hay superposiciones en la accion de los
radicales libres, por lo cual es mas conveniente clasificarlos de acuerdo al sitio de

accion, clasificandose en (36):
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e Antioxidantes extracelulares

e Antioxidantes intracelulares

2.4.1.1 Antioxidantes Extracelulares

a. Vitamina E

Comprende varios compuestos de los cuales el alfa tocoferol es el mas abundante y el
delta tocoferol el oxidante mas potente. La vitamina E funciona la rompiendo la cadena
oxidativa de los radicales libres (37).

Se encuentra en el plasma vinculado con los lipidos circulantes como en todas las
membranas celulares (34). Siendo liposoluble su accion es especialmente importante
en las membranas celulares donde interfiere la propagacion de la peroxidacion de los
lipidos (36):

Radical peroxido lipidico + Vitamina E ——p Hidroperoxido lipidico + radical Vitamina E

Cuando se forma el radical de vitamina E, éste es insuficiente reactivo para sustraer H
de los lipidos de la membrana. Posteriormente el radical vitamina E es reducido a
vitamina E por la vitamina C, formandose semidehidroascorbato. La vitamina E es

también un potente eliminador del oxigeno atémico (36).

Debido a su caracter lipdfilo se acumula en las lipoproteinas circulantes, membranas
celulares y depdsitos de grasas, donde reacciona muy facilmente con el oxigeno
molecular y los radicales libres, actua como limpiador de estos productos protegiendo
los acidos grasos insaturados (especialmente los que se encuentran en las membranas
celulares) de reacciones de peroxidacion. Uno de los principales papeles de la vitamina
E en el organismo humano es impedir la oxidacion de LDL, dado que la forma

aterogénica de las LDL es la oxidada (38).

Los toc{oferoles se encuentran principalmente en las membranas de la mayoria de las
células protegiéndolas de la liperoxidacién. Normalmente funciona reaccionando con
radicales libres peroxilo (ROO), donandoles un hidrogeno y transformandolos en
hidroperéxidos lipidicos que luego pueden ser retirados por las glutation peroxidasas
(39).

La fuente principal de vitamina E son los aceites vegetales y alimentos elaborados a
partir de ellos (por ejemplo, las margarinas). EI germen de trigo y las nueces también

contiene elevadas cantidades de vitamina E (40).

La vitamina E patrticipa en la estabilizacion de las membranas, la agregacion plaquetaria
(41).
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Su deficiencia produce una oxidacién en cadena de los acidos grasos poliinsaturados,
produciendo dafios celulares que se evidencian a nivel neurolégico, aunque también se
producen degeneraciones del epitelio seminifero y lentificacién del desarrollo uterino
(40).

b. Vitamina C

Es una molécula hidrosoluble, la cual interacciona practicamente con los mismos
oxidoradicales que la vitamina E, pero con la ventaja adicional de su capacidad para
regenerar la variante reducida (antioxidante) de la vitamina E al interactuar con el radical
tocoperoxilo para regenerar al a-tocoferol a su estado activo (34).

El acido ascérbico es un compuesto con los seis atomos de carbono estrechamente
relacionado con la glucosa. Su papel bioldgico principal parece ser el agente reductor
en diversas reacciones importantes de hidroxilacion que tiene lugar en el organismo. El
acido ascorbico es necesario para la hidroxilacion de la lisina y prolina en el
protocolageno. Sin la hidroxilacion de estos aminoacidos el protocolageno es incapaz
de formar los enlaces cruzados normales necesarios para formar las fibrillas de
colageno. Asi la vitamina C es obviamente importante para el mantenimiento del tejido
conjuntivo normal y para la curacion de las heridas, ya que el tejido conjuntivo es el
primero en repararse. En su condiciéon de agente reductor posee otras propiedades
importantes, que parecen ser no enzimaticas. Por ejemplo, ayuda a la absorcion del
hierro al reducirlo al estado ferroso en el estémago, protege a la vitamina A, vitamina E
y algunas vitaminas B de la oxidacion, también favorece la utilizacion del acido félico
ayudando a la conversion de folato en tetrahidrofolato. EI Nacional Research Council ha
llegado recientemente a la conclusion de que cantidades adecuadas de antioxidantes
como la vitamina C, previenen el cancer (38).

También actua en la conversion de dopamina a norepinefrina y de triptéfano a 5-
hidroxitriptofano, asi mismo interviene en el metabolismo de oras sustancias como
corticosteroides, histamina, péptidos neuroendocrinos y acidos biliares. Pueden afectar
también a la funcion de los leucocitos y macréfagos, respuesta inmune y reacciones
alérgicas. En cuanto a su metabolismo el acido L-ascorbico se absorbe en el intestino
mediante un proceso dependiente de sodio. El acido ascérbico absorbido se encuentra
como anion en el plasma sanguineo sin unir a ningun tipo de proteina, aumentando su
concentracion si lo hace la ingesta. El acido ascorbico y sus principales metabolitos son
excretados principalmente por orina siendo el principal producto el oxalato. Sin embargo,
si la ingesta es alta el principal producto excretado es el propio acido ascérbico (40).
La vitamina C ademas de regenerar el radical vitamina E es un antioxidante capaz de

reaccionar con los radicales libres de oxigeno (Oy2), superéxido (HO2 "), hidroperdxido y
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el radical hidroxilo (OH) para formar semihidroascorbato, del cual se forma
dehidroascorbato que es reducido de nuevo a ascorbato por la dehidroascorbato

reductasa reaccion que requiere glutatién reducido (36).
Dehidroascorbato + 2GSH ——— GSSG + ascorbato

Alternativamente el semidehidroascorbato puede ser reducido a ascorbato,

directamente por la NADH semidehidroascorbato reductasa:

Semidehidroascorbato + NADH + H¥ ———p Ascorbato + NAD*

La vitamina C se encuentra en los vegetales y frutas, principalmente en el kiwi, brocoli,
espinacas, tomates, patatas frescas y naranjas incluyendo otros citricos. Los
compuestos con actividad de vitamina C son: el acido ascorbico y el acido

dehidroascorbico (en ambas sélo la forma L) (40).

Figura 1: Estructura quimica de los isémeros del acido ascérbico (isomero

LyD)
H o
([ZH;OII o
HCOH —
O
=) OH OH
HY— HCOH
HO OH CH,OH
Acido L Ascorbico Acido D Ascérbico

Fuente: Researchgate, 2011 (42)

c. Carotenoides

El B-caroteno un pigmento presente practicamente en todas las plantas y el cual
constituye el precursor mas importante de la vitamina A, presenta actividad antioxidante.
Es la molécula que reacciona mas eficazmente con el singulete de oxigeno. Sin
embrago la vitamina A no interacciona con el singulete de oxigeno y carece de actividad
para la depuracion de los radicales libres (34).

El B-caroteno atrapa el radical oxigeno y otros radicales libres por las reacciones
fotoquimicas; pueden tener un papel biolégico en la proteccion contra radicales libres
independiente de su funcién como provitamina A. parte del B-caroteno se absorbe
intacto por el intestino. EI B-caroteno, el licopeno y el a-caroteno son potentes
atrapadores del radical libre de oxigeno y perdxidos lipidicos de alli el posible papel de

los carotenoides en la prevencion del cancer (36).
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d. Acido Urico

Se ha sugerido que el acido urico es un eliminador efectivo del radical OH", puede tener
también un papel quelante de los iones y actuar rompiendo la cadena de oxidacién o
como antioxidante preventivo. Su concentracién en plasma es de 300 uM/L, mucho
mayor que la del acido ascorbico (50 uM/L). Se sostiene que es el antioxidante mas
importante en el hombre, el nivel plasmatico de acido urico tiende a incrementar con la
edad, lo que puede compensar la menos contribucion de otros antioxidantes

extracelulares (36).

e. Proteinas Plasmaticas

Quelantes metalicos: Los metales de libre transicion como el Fe (lll) son capaces de
promover la peroxidacion lipidica por lo cual el secuestro de metales libres es un
importante mecanismo que protege contra la peroxidacion. En el plasma sanguineo, la
mayor parte de esta accion protectora se debe a la ceruloplasmina y la transferrina, cada
uno de ellos puede unirse a dos moles de Fe (lll) por mol de proteina. El nivel de
transferrina del plasma disminuye constantemente a lo largo de la vida tanto en el
hombre como en la mujer, también disminuye en la infeccion y en la inflamacién. El
anciano con enfermedades crénicas tiene niveles mas bajos de transferrina que sujetos
sanos.

La ceruloplasmina reacciona con el radical superéxido (36).
Ceruloplasmina Cu?* + 02 ———3 Ceruloplasmina-Cu'* + O2
Tiene también actividad ferroxidasica catalizando la oxidacion:
Fe (II) — > Fe (Ill)

f. AlbUminas

Las proteinas plasmaticas y en particular las albuminas; responden del 10-50% de la
actividad antioxidante del plasma humano; esta accion se cree es debida a los grupos
sulfidrilos de las proteinas. A concentraciones fisiolégicas, la albumina es capaz de
unirse al cobre e inhibir el radical hidroxilo formando H2O.. En los ancianos, con buena
salud, las concentraciones plasmaticas de albumina son similares que en jovenes. Las
enfermedades cronicas producen caida de las albuminas plasmaticas, la que es mas

marcada en ancianos con enfermedades cronicas (36).
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2.4.1.2 Antioxidantes Intracelulares

a. Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es una enzima citosoélica y mitocondrial que requiere de

selenio para su actividad, cataliza la reaccion (36):
2GSH + ROOH — ROH + H20 + GSSG

El GSSG se transforma en 2GSH por la glutation peroxidasa, no dependiente del

selenio, para actuar sobre hidroperéxidos organicos pero no sobre H20a.

El contenido de selenio en los tejidos animales incrementa con la edad. En el hombre la
gran mayoria de los investigadores han observado la declinacion con la edad, de los
niveles de selenio en el plasma y los eritrocitos, la ingestion de selenio y sus niveles
sanguineos dependen de la distribucion geografica debido al variable contenido de

selenio en la corteza terrestre (36).

b. Glutation

El glutation protege contra los radicales libres y es también un eliminador del radical
hidroxilo y el oxigeno atomico. Es capaz de reactivar algunas enzimas que han sido
inhibidas por exposicion a altas concentraciones de oxigeno.

La incapacidad de sintetizar glutation trae varias consecuencias en las células humanas,
entre ellas anemia hemolitica y alteraciones neuroldgicas. El glutation tiene también
acciones prooxidantes reduce Fe (lll) a Fe (ll) y forma en presencia de oxigeno, oxigeno
atémico. Parece que el glutation no es determinante importante de la longevidad, ya que
hay una correlacion negativa entre los niveles de glutation tisular y el tiempo de vida

potencial (36).
c. Catalasa
La actividad de la catalasa esta localizada principalmente en los peroxisomas donde
catalizan la reaccion:
H202 + H02, ————» H:0:+ 02

Su contribucién a la actividad antioxidante del plasma es pequefa, ya que su actividad
en el plasma es 3000 veces menor que los eritrocitos. Se ha reportado resultados

variables de la actividad de la catalasa en los tejidos en relacion con la edad (36).
d. Superéxido Dismutasa
Es la principal enzima encargada en la desintoxicacion de las especies reactivas de

oxigeno. Estas proteinas secuestran O,y catalizan la reaccion de dismutacion de este

radical libre para producir H202y Oz (39).
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2% +2H* —=00 5 H,0:+ 02

La actividad de la superoxido dismutasa en eritrocitos y plasma humanos, disminuye
ligeramente, pero no en forma significativa con la edad pero no cambia en los
fibroblastos de la piel (36).

2.4.2 Especies Vegetales como Antioxidantes

Diversas plantas conteniendo compuestos que presentan capacidad antioxidante se
encuentran reportadas en la literatura desde hace ya varios anos. Todas estas plantas
presentan compuestos fendlicos, alcaloides u otros por su facilidad de estabilizar o
inhibir la propagacion de especies radicalarias, o actuar como filtros de las radiaciones

ultravioleta es que justamente ejercen su actividad antioxidante (43).

La presencia y proporcion de ellos en los extractos naturales, dependera principalmente
de la planta utilizada como materia prima y del solvente utilizado como materia prima y

del solvente utilizado para su extraccion (44). Algunos ejemplos son mencionados en el

cuadro N° 1:
Cuadro 1: Especies Vegetales con Actividades Antioxidante
Nombre Actividad antioxidante encontrada en:
Apium graveloens L. (APIAACEA) Semillas
Apio

Camellia sinensis L. (THEACEAE) Te Tallos y hojas
Cinnamomun verum (LAURACEAE) Corteza

Canela

Larrea tridentata Flor, tallos y hojas
(ZYGOPHYLLACEAE) Chaparral

Lycopersicun esculentum Frutos
(SOLANACEAE) Tomate

Medicago sativa (FABACEAE) Alfalfa | Tallos y hojas
Panax ginseng (ARALIACEAE) Raices

Ginseng chino
Perilla frutences (LAMIACEAE) Perilla | Tallos y hojas
Rosmarinus officinalis L. Tallos y hojas
(LAMIACEAE) Romero

Fuente: Gormaz J., 2005 (44)
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2.5 Radicales Libres y Especies Reactivas de Oxigeno

2.5.1 Radicales Libres

Los radicales libres son atomos no metalicos y moléculas en las cuales uno de los
atomos presenta una valencia no ocupada. Es decir, una molécula en que uno de los
atomos presenta una valencia de una unidad menor que la normal. En un radical libre
el carbono aparece como trivalente en vez de tetravalente, el nitrgeno como divalente

en vez de trivalente, el oxigeno como monovalente en vez de divalente.

La mayoria de las moléculas tiene un numero par de electrones: el enlace quimico o
valencia, que mantiene unidos dos atomos consiste en un par de electrones compartidos
por los dos atomos; la valencia libre; de los radicales libres, consiste de un electron no

compartido y se presenta por un punto en la férmula (Oz", (CsHs)sC").

La presencia de uno o mas electrones no apareados confiere a la especie quimica una
alta reactividad. Los radicales libres se pueden producir por factores endégenos vy
exodgenos, pero en el organismo vivo, las fuentes mas importantes son las reacciones

bioquimicas de éxido reduccion univalentes en las que interviene el oxigeno.

Los organismos aerébicos estan constantemente expuestos a los radicales de oxigeno
y oxidantes relacionados. Los compuestos antioxidantes y enzimas de defensa
remueven la mayor parte de los radicales oxidantes dafiinos, sin embrago puede ocurrir
dafo a las proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos de la célula en
condiciones fisioldgicas. Los radicales libres pueden inducir enlaces cruzados en el DNA
que pueden generar mutaciones somaticas, productos defectuosos de los genes y
cambios malignos. La peroxidacion de los lipidos de las membranas puede conducir a
una pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y de los organelos
intracelulares. La oxidaciéon de proteinas y carbohidratos puede producir enlaces
cruzados y fragmentaciones con detrimento en las funciones. Para algunas
biomoléculas puede ser importante la reparacion por el proceso de reducciéon de los
compuestos celulares (reparacion directa); sin embargo, en la mayoria de los casos los
elementos alterados son sometidos a la degradacidon enzimatica por proteasas, lipasas
y nucleasas para su eliminacién y se conservan los elementos no dafiados para su

reutilizacion. (Reparacion indirecta) (36).
2.5.2 Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Se denominan especies reactivas de oxigeno a moléculas mas complejas que pueden
tener oxigeno o no en la parte reactiva y en ocasiones pueden resultar aun mas reactivas

que los mismos radicales libres del oxigeno (34).
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Las especies reactivas de oxigeno se estan produciéndose continuamente en los
sistemas bioldgicos. Muchas de ellos son productos intermedios en diferentes
reacciones enzimaticas y algunas resultan beneficiosas para el organismo. Por ejemplo,
la NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa estan implicadas en la destruccion fagocitica
de bacterias mediante la produccién de O2, OH y oxigeno singlete. La reduccién del
oxigeno molecular en agua es un proceso permanente en nuestro organismo que
generan radicales libres, el oxigeno al tener en su molécula dos electrones no
apareados es un radical libre. La captacion de un electrén por el oxigeno lo transforma
en superoxido, la union de dos moléculas de superoxido junto a dos protones permite la
transformacion de estos en peréxido de hidrogeno y oxigeno. La captacion de dos
electrones y dos protones por el oxigeno lo transforma en peréxido de hidrogeno. Por
ultimo, la captacion de cuatro electrones y cuatro protones permite la transformacion del

oxigeno en dos moléculas de H2O (39) (45).

Figura 2: Quimica de las especies reactivas de
Oxigeno (ERO)
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Fuente: Desikan et al, 2005 (46)
2.5.3 Formacion de los Radicales Libres y Especies Reactivas

Los radicales libres pueden formarse a partir de moléculas estables mediante los

procesos de fisibn homolitica y reacciones de transferencia de electrones.
Dichas reacciones se generan mediante:

1. Absorcion de energia ionizante de contenido energético diverso, como son los casos

de la radiacion ionizante, ultravioleta, visible y térmica.
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2. Reacciones Redox como la transferencia no enzimatica de electrones en el caso de
reacciones catalizadas por metales de transicion.

3. Reacciones catalizadas por enzimas de manera destacada las que conllevan la
formacion de algunas especies reactivas del oxigeno como en el caso de la
formacion de perdxido de hidrogeno como es el caso de la formacién de perdxido
de hidrégeno por la superdxido dismutasa.

4. Las radiaciones ionizantes pueden generar gran variedad de radicales libres al
interactuar con la materia organica entre ellos el hidrogeno atémico H-, el radical
hidroxilo "OH y los electrones. Por otra parte, la emision de radiacion ultravioleta de
longitud de onda de alrededor de 300 nm posee suficiente energia para dar lugar a
la homolisis del enlace C-C y generar radicales libres. Ademas, la radiacion
ultravioleta de relativamente baja energia puede generar radicales libres por la
intervencion de determinadas moléculas sensibilizantes.

5. Laenergia térmica puede generar radicales libres, es asi que la materia organica al
ser expuesta a altas temperaturas e incrementar la energia cinética de las moléculas

produce mezclas complejas de radicales (34).

En diversos organismos se han demostrado ampliamente el contenido de radicales
libres, asi como la induccién de su produccién, por los plaguicidas, varios solventes
organicos, el humo del cigarrillo y por la atmésfera contaminada con hidrocarburos,

ozono, bioxido de nitrégeno, etc.

Otras importantes fuentes de produccién de radicales libres se originan en el
catabolismo de diversos compuestos como farmacos y metabolitos. Tal es el caso del
radical ftriclorometilo, un catabolito del tetracloruro de carbono considerado como
farmacos y metabolitos. Tal es el caso del radical triclorometilo, un metabolito del
tetracloruro de carbono considerado como la molécula que produce la hepatoxicidad de

este.

Como se menciond, los radicales libres pueden formarse también a partir de reacciones
de oxidorreduccion. De hecho, el oxigeno utilizado por los organismos aerobios se
reduce hasta agua mediante diversos sistemas de transporte de electrones, los cuales
incluyen el sistema de coenzimas y citocromos de la cadena respiratoria mitocondrial
que no tiene una eficiencia total y permite que parte de oxigeno escape sin formar agua

para dar lugar a la formacién de anién superoxido (O2) (34).
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2.5.4 Factores que predisponen la formacién de radicales Libres
Entre estos se encuentran (34):

La radiacién ionizante (ultravioleta, visible y térmica)
Excesiva disponibilidad de metales de transicion.
Efectos adversos de farmacos y de compuestos quimicos téxicos.

Exceso de oxigeno o aumento de su concentracion (isquemia-reperfusion)

o & 0N =

El estrés oxidativo (causado por diversos estados patolégicos o deficiencia de
concentraciéon de antioxidantes).

Excesiva leucocitosis o incremento de la fagocitosis en el sitio del dafio.

Activacion de metabolismo de acido araquiddnico.

Rotura o liberacion del grupo hem (eritrocitos), con liberacién de hierro (hemdalisis).

© © N o

Disminucién de la capacidad antioxidante enzimatica (desnutricion).
2.5.5 Metabolismo de los Radicales Libres y las Especies Reactivas

En la membrana de las células fagociticas se localiza un complejo enzimatico
denominado sistema NADPH-oxidasa que cataliza una serie de reacciones destinadas
a la produccion de especies moleculares del oxigeno, las cuales poseen poder
germicida (hace tiempo se denominé a esta capacidad “estallido respiratorio” debido a
que los leucocitos incrementan el contenido de oxigeno en respuesta a diversos
estimulos). Estas también constituyen reacciones de oxidorreduccién en las que se

generan radicales libres (34):

20;+ NADPH + H* NADPHOXIDASA 20, + NADP + 2H*

En el citoplasma del fagocito también existe la enzima inducible superéxido dismutasa
(SOD) que cataliza la depuracion de la reactividad de este radical libe al producir

peroxido de hidrégeno, lo cual se ejemplifica en la siguiente reaccion:
202 +2H* __S9°_, 202+ H:02

Debido a la presencia de una tercera enzima vinculada con estos procesos, la

mieloperoxidasa del fagocito, se llevan a cabo las siguientes reacciones:

H20; + CI- MIELOPEROXIDASA OCJ- + H,0
—_———
OCl-+ H:02 = ClI"+H20+ 102

Es importante hacer notar como la mieloperoxidasa utiliza el poder oxidativo del
peréxido de hidrogeno para transformar los halogenuros en hipohalogenuros; éstos a
su vez pueden formar singlete de oxigeno ('°2), otra especie sumamente reactiva del

oxigeno.
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Varios metales de transicién como el hierro en sus estados de oxidorreduccioén férrico y
ferroso (3*y 2*), asi como el cobre en sus estados cuproso y cuprico ('*y 2*) son capaces
de cambiar sus estados de oxidacion al intervenir en reacciones de transferencia

electronica univalente (34).
Fe**+ee — 5 Fe*
Cu*+e —0 —3 Cu

La lipoperoxidacién es un proceso metabdlico celular que comienza con el ataque de
una molécula reactiva, a los dobles enlaces de los acidos grasos no saturados con la

consiguiente sustraccion de un atomo de hidréogeno:
Lipido-H + Radical hidroxilo =——» Lipido + H20

El atomo de carbono transformado en un radical dentro del acido graso tiende a
estabilizarse mediante un rearreglo molecular para producir un dieno conjugado. Este
tiende a reaccionar rapidamente con el O, para dar lugar el radical peroxilo (Lipido-O3)
(34).

Rearreglo + Lipido-H ——» Lipido-O2

Los radicales peroxilo también pueden extraer atomos de hidrégeno de otros acidos
grasos y con esto producir la reaccién en cadena de la peroxidacion lipidica; al hacerlo

se forma a su vez un hidroperéxido (Lipido-OOH):
Lipido-O2 + Lipido-H ——— Lipido-OOOH + Lipido ———3 Reaccién en cadena

En el caso de la oxidacion de las proteinas se ha observado que las células expuestas
a la accion de los radicales oxidantes experimentan una violenta protedlisis. Las
proteinas purificadas expuestas a los radicales libres de oxigeno experimentan una gran
variedad de cambios: cambios en el punto isoeléctrico por modificaciones de los grupos
R de los aminoacidos, incremento del peso molecular por formacion de asociaciones
intermoleculares covalentes o hidrofébicas; también puede ocurrir disminucion del peso

molecular por ruptura del esqueleto peptidico (36).

El dafo oxidativo también afecta a las moléculas de los acidos ribo y
desoxirribonucleicos ya que estos son susceptibles al dafio oxidativo, es asi que en el
DNA los dafios que ocurren son la ruptura de la cadena (simple o doble),
entrecruzamiento de enlaces DNA-DNA y DNA-proteina y modificaciones en la bases
(36).
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Finalmente, la oxidacion de los carbohidratos puede dar lugar a la formacion de
moléculas capaces de reaccionar con los grupos carbonilo de las proteinas modificando

su carga y su estructura (34).
2.5.6 Principales Especies Reactivas de Oxigeno

a. Oxigeno Singlete ('0,)

La molécula de oxigeno puede ser calificada biradical puesto que tiene un electron
desapareado y cada uno de sus orbitales externos antienlazantes *. Sin embargo, la
reactividad de esta molécula es baja porque los espines de estos dos electrones
presentan direcciones paralelas. Para que el oxigeno molecular aumente su reactividad
ha de invertirse el espin de unos de los electrones de sus orbitales externos o bien ha
se sufrir una reaccion secuencial y univalente para producir radicales libres de oxigeno.
Mediante un impulso de energia se puede producir la inversion de los electrones de los

orbitales externos del oxigeno molecular y se originan el oxigeno singlete (39).

Existen dos tipos de oxigeno: el oxigeno singlete ('A g O2) que, debido a su larga
semivida, es el de mayor importancia bioldgica y el oxigeno singlete sigma (1Zg*), mas
reactivo que la anterior, pero de corta vida media porque rapidamente decae al estado
delta (39).

b. Anion Superoéxido (O2)

Se forma cuando electrén reduce la molécula de oxigeno (47). La teoria del superoxido
de la toxicidad del oxigeno propone que la formacién del superéxido (O2’) por reduccion
univalente del Oz es el factor mas importante de la toxicidad del oxigeno. El superdxido
se genera como producto de un proceso metabolico normal de las siguientes fuentes
(36):

1. Cadena mitocondrial de transporte de electrones escape de electrones a nivel del

complejo NADH-coenzima Q reductasa y la coenzima Q:

02+ e —p O
2. Autoxidacion de la hemoglobina:

Hem-Fe?* + 02 ————— Hem-Fe** + Oy
3. Reticulo endoplasmatico: formacién de O, por oxidacién de sustratos endogenos y
exdgenos.
4. Autoxidacion de pequefias moléculas como la adrenalina, tetra-hidrobiopterina,
tioles, FMN y FAD
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5. Accioén enzimatica como por ejemplo la xantina oxidasa:
Xantina + 02 ——— Acido Urico + Oy
6. Eclosion respiratoria de fagocitos:
202+ NADPH ———5 O+ NADP + 2H*

c. Perodxido de Hidrégeno (H:0-)
El peroxido de hidréogeno H.O, se forma en soluciones acuosas por reacciones de

dismutacion en la cual hay una reduccion divalente del oxigeno, la reaccion es lenta y

es catalizada in vivo por la superéxido dismutasa (34).

Esta especie quimica es muy reactiva, el superéxido (O2) es muy inestable en
soluciones acuosas y reacciona consigo mismo para producir (H202) y oxigeno

molecular (O2) mediante una reaccion de dismutacion:
02+ 02 +2H* ——> Hz02°+0;
d. Radical Hidroxilo (OHY)
Este radical se origina cuando el H2O, no es removido por la catalasa o la glutation

peroxidasa y reacciona con el Oz en un proceso de reduccion trivalente en presencia de

iones metalicos, el radical es latamente danino (36).
02"+ H:0, — > OH + OH + O;

Una fuente importante de radicales hidroxilos es la reaccién de Haber-Weiss que es a
su vez el balance de dos reacciones, la segunda de las cuales es la de Fenton.
Finalmente, la reduccion tetravalente del oxigeno molecular con cuatro protones origina

dos moléculas de agua (39).
02"+ 02"+ 2H* = H0:+ O
02+ Fe%* = O, + Fe?*
FeZ*+ H20, ——— Fe® + OH + OH"
02" +H;0, — 02+ OH + OH'
2.5.7 Radicales Libres en Fisiopatologia

Las afecciones vinculadas con el dano debido a los radicales libres se interaccionan
estrechamente con la naturaleza de las reacciones en las que intervienen tales radicales

libres y moléculas con las cuales interaccionan éstos. Esta constituye la razon de que
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se encuentren involucrados en la causa de numerosos padecimientos. Algunos estados

clinicos y padecimientos vinculados con la intervencion de los radicales libres y las

especies reactivas de oxigeno se presentan a continuacion (34):

10.

11.

12.
13.

Inflamacion y  padecimientos inmunitarios:  glomerulonefritis  (idiopatica,
membranosa), vasculitis (hepatitis B, drogas), enfermedades autoinmunes y artritis
reumatoide.

Estados de isquemia y reperfusion: embolia-infarto de miocardio, arritmias, rechazo
de transplantes, inflamacién de las articulaciones, dafio por congelacion.
Reacciones inducidas por farmacos y toxinas: sobrecarga de hierro, talasemia y
otras anemias cronicas, deficiencias nutricionales y alcoholismo.

Dano por radiacion, exposicién nuclear y accidental, radioterapia y sensibilizacion
celular a hipoxia.

Cambios vinculados con los eritrocitos: intoxicaciéon por plomo, paludismo, hemolisis
de cualquier origen, anemia hemolitica del prematuro.

Envejecimiento: transtornos propios del envejecimiento prematuro.

Transtornos neurolégicos: efectos del humo del cigarrillo, enfisema pulmonar,
oxidaciones derivadas de la contaminacion, algunas variantes del sindrome de
insuficiencia respiratoria progresiva tipo adulto.

Anomalias del sistema vascular y corazén: cardiopatia alcohdlica, arterioesclerosis.
Transtornos nefrolégicos: sindrome nefrético auntoinmunitario, nefrotoxicidad de los
aminoglucésidos y nefrotoxicidad de los metales pesados (Plomo, Cadmio,
Mercurio).

Alteraciones de las vias gastrointestinales: lesion endotdxica del higado. Lesion
hepatica por hidrocarburos halogenados (p. ej. Bromobenceno, tetracloruro de
carbono, halotano), pancreatitis, lesiones gastrointestinales inducidas por
antiinflamatorios no esteroideos.

Transtornos cerebrales del sistema nervioso y neuromusculares: Oxigeno
hiperbarico, deficiencia de vitamina E, neurotoxinas, enfermedad de Parkinson,
lesion cerebrovascular hipertensiva.

Padecimientos oftalmoldgicos: cataratas, dafio degenerativo de la retina.
Transtornos tegumentarios: lesiones por radiaciéon solar, lesiones por calor,

dermatitis por contacto.

2.6 Métodos de la Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromégenas de

la naturaleza radical; la perdida de color ocurre de forma proporcional con la

concentracion. Alternativamente, diversos compuestos cromdgenos (2,2-azinobis (acido
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3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o ABTS, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo o DPPH), son
utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos para captar los
radicales libres generados, operando asi en contra los efectos perjudiciales de los

procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de oxigeno (48).
2.6.1 Método ABTS (2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

El método ABTS es una técnica que se usa para medir la capacidad antioxidante de un
material bioldgico, compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidrofilica o
lipofilica. Es el mas indicado para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos
coloreados, como en el caso de las antocianinas, por presentar una absorbancia
maxima proxima a la region infrarroja (754nm), reduciendo asi, las posibilidades de
interferencias de compuestos colorados que absorben en la regién visible o de

compuestos resultantes de reacciones secundarias (48).
2.6.2 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams DPPH, consiste en que este
radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia
amarillo palido por reaccién con una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 517 nm. La molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
se caracteriza como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del electron
libre durante la molécula como un todo, de modo que las moléculas no dimerisen, como
seria el caso con la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacion también da
lugar a que el color violeta oscuro, que se caracteriza por una banda de absorcion en

solucion de etanol centrada en aproximadamente 517 nm (48).
2.6.3 Método DMPD

Se determina la actividad antioxidante aplicando el método propuesto por FOGLIANO.
Este se basa en afadir 1 mL de la disolucion de DMPDb100 mM a 100 mL de disolucién
tamponada con acido acético/ acetato de sodio 0,1 M (pH 5,25). Tras la adicién de 0,2
mL de una disolucién de cloruro férrico 0,05 M (concentracion final de 0,1 mM) se forman
radicales cationes coloreados (DMPDe). Un mililitro de esta disolucién se traslada a una
cubeta midiéndose su absorbancia, comprendida entre 0,90 (£0,1), a 506 nm. Se afade
50 pL de una disolucion patron de antioxidante o de muestras diluidas y transcurridos
diez minutos (a 25°C) se hace otra medida de absorbancia a 506 nm. La disolucion
tamponada de acetato se utiliza como blanco de referencia. Los resultados se expresan
en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (en mM o uM) o bien en VCEAC,

actividad equivalente a vitamina C (mg/L o mg/100 g). (48)
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2.7 Antibacterianos

Los antibacterianos son compuestos quimicos capaces de inhibir microorganismos
sensibles o causarles la muerte. Originalmente, se consideraron antibiéticos los
antimicrobianos producidos por organismos vivos, mientras que los obtenidos mediante
sintesis quimica se consideraban quimioterapicos. Sin embargo, hoy en dia estos dos

términos se consideran sindnimos y se utilizan en forma intercambiable (49).

2.7.1 Caracteristicas Generales de los Antibacterianos

Un agente antibacteriano debe tener toxicidad selectiva: debe destruir o inhibir al
patdogeno microbiano causando el menor dano posible al huésped, el espectro de
eficacia de los farmacos varia considerablemente: muchos son farmacos de espectro
reducido, es decir, tan solo son eficaces contra una gama limitada de patégenos, otros
son farmacos de amplio espectro que atacan muchos tipos distintos de patdgenos. Los
farmacos también pueden clasificarse en funcién del grupo microbiano general sobre el

que actuan: antibacterianos, antifingicos, anti protozoarios y antiviricos (49)

2.7.2 Efectos de los Agentes Antimicrobianos sobre el Crecimiento Bacteriano

a. Agentes antimicrobianos

Los antibioticos y los quimioterapicos son compuestos quimicos capaces de inhibir el
crecimiento e incluso destruir especies microbianas de forma especifica a bajas

concentraciones y sin toxicidad (o muy baja) para el organismo humano. (49) (50)
b. Quimioterapicos

Son agentes quimicos antibacterianos, producidos en forma sintética o semisintética en

el laboratorio bioquimico farmacolégico. (49) (50)
c. Bacteriostatico

Aquello que en las concentraciones que alcanza en el plasma y tejidos solo son capaces
de inhibir el desarrollo y la multiplicacion bacteriana, las cuales se reanudan una vez
que se suspende el tratamiento. Los antibioticos bacteriostaticos resultan ser eficaces
porque las bacterias cuyo crecimiento se inhibe moriran con el tiempo o bien seran

atacadas por los mecanismos de defensa del huésped. (49) (50)
d. Bactericida

Aquellos que son capaces para destruir la bacteria, su accién terapéutica es, por tanto,
irreversible. El prototipo de este grupo lo constituyen los farmacos que actuan sobre la

pared o la membrana citoplasmatica. (49) (50)
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2.7.3 Modo y Mecanismo de Accion de los Antimicrobianos

a. Inhibicion de la sintesis de la pared celular

La pared celular rigida de todas las bacterias, salvo los mico plasmas mantiene su
integridad cuando infectan al hombre, ya que son microorganismos hiperosmolares con
respecto a los tejidos y al liquido intersticial de los mamiferos, la inhibicién de la sintesis
de la pared bacteriana tiene por tanto consecuencias bactericidas. Ademas, dado que
no hay pared celular en células del ser humano, los antibacterianos que actuan mediante
este mecanismo son de accidon muy selectiva y, en principio, de escasa toxicidad para

el enfermo.

El componente esencial de la pared celular es un mucopéptido (peptidoglucano) cuya
sintesis es impedida por el antibidtico por inhibicion de los sistemas enzimaticos
correspondientes, la droga se fija en la pared celular y cuando se produce la division de
la bacteria aparecen efectos en dicha pared el microorganismo se hace osméticamente
sensible, penetra liquido en el interior, estalla y se lisa. Las penicilinas, cefalosporinas y

vancomicina actuan asi. (49) (51)
b. Lesidén de la pared celular

El citoplasma de todo ser viviente esta limitado por la membrana citoplasmatica, que
sirve como barrera de permeabilidad selectiva y efectua funciones de transporte activo,
y por tanto; controla la composicién interna de la célula. Si la integridad funcional de la
membrana citoplasmatica se altera, las macromoléculas y los iones escapan de la célula
y sobreviene dafio celular o muerte. La polimixina, nistatina, anfotericina B actian de

este modo. (50)
c. Inhibicién de la sintesis proteica o de los acidos nucleicos

Los antibidticos pueden inhibir la sintesis proteica bacteriana, generalmente en forma

reversible de las siguientes maneras:

¢ Por inhibicion selectiva de la sintesis o replicacion del DNA bacteriano: Asi
actuan el acido nalidixico y sus analogos, la griseofulvina, el metronidazol y otros

¢ Inhibiciéon del DNA polimerasa: Por ligadura especifica afectando el metabolismo
de los acidos nucleicos e impidiendo la sintesis de todas las formas de RNA
bacteriano. Asi actuan basicamente las rifampicinas.

¢ Interferencia con la fusién de los ribosomas bacterianos: Estas estructuras
bacterianas actuan como una linea de montaje en la sintesis proteica, por lo que la

afectacion de su funcion provoca una supresion de la sintesis proteica. Los
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antibiéticos que interfieren con los ribosomas bacterianos actuan de las siguientes
maneras diferentes:

Inhibicién de la subunidad 30S: Asi actuan los aminoglucésidos, las tetraciclinas
y la espectinomicina.

Inhibicién de la subunidad ribosomal 50S: Asi actuan el cloranfenicol y derivados,
los macrdlidos, los azucares complejos, la espiramicina y la virginiamicina entre
otros, fijacion a enzimas virales esenciales para a sintesis del DNA impidiendo la
replicacion viral, asa actuan el aciclovir, la vidaravina.

Inhibicion de la sintesis del acido félico bacteriano: Los agentes que actuan por
este mecanismo no son antibiéticos no son antibiéticos si no quimioterapicos y son
considerados aqui solamente para unificar los conceptos acerca de mecanismos de
accioén. Estos agentes compiten con el PAB interfiriendo con la sintesis de acido
félico e inhibiendo secuencialmente la enzima tetroxoprima, la pirimetamina y las
sulfonas. Los tetrahidrofolatos que se forman finalmente a partir de acido félico
actian como enzimas necesarias para la transferencia de unidades de un atomo de
C, metilos, formilos, en la sintesis de purinas, pirimidinas, componentes esenciales
del DNA y RNA bacterianos.

Existen antibiéticos (cloranfenicol, aminoglucdsidos, macrdélidos, tetraciclinas, etc.)
pueden inhibir la sintesis de las proteinas en las bacterias actuando sobre ribosomas

y de esta forma la vida de la bacteria queda bloqueada. (50)

Figura 3: Blancos de algunos Agentes Antimicrobianos

Fuente: Pinilla G., 2012 (52)
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2.7.4 Medicion de la Actividad Antimicrobiana
1. Método de Difusién en Agar

Mediante este sistema se prueba la eficacia de varios antibioticos a partir de una
siembra de una superficie sobre un medio solido de una suspension bacteriana,
depositando a continuacién sobre ellos discos de papel impregnado de antimicrobianos.
Los antimicrobianos se difunden en el agar humedo y se crea asi las concentraciones
progresivamente decrecientes a partir del disco. Es aquella zona donde la concentracion
de antibidticos es capaz de impedir el crecimiento de la bacteria, aparece un halo de
inhibicion. Se valora los halos por patrones obtenidos de tal forma que se hayan
correlacionado la CMI y el halo de inhibicién de un numero amplio de cepas, los
resultados se representan en un sistema de coordenadas, se traza la recta regresién
que refleja la correspondencia existente entre el halo de inhibicion y la CMI para un
antibiotico determinado, de esta forma si conocemos el halo de inhibicién de una cepa
por el método disco-placa, trasladando este a la escala anterior puede conocerse su
CMI. (53)

2. Dilucién en Agar

Es considerado el método de referencia, en este método, placas conteniendo una
determinada concentracion de un antibiético son inoculadas con el microorganismo en
estudio y luego son incubadas. Después de la incubacion, se examina si el organismo
crece 0 no en cada una de las placas, con lo cual se determina la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) para el antibiético. (54)

3. Dilucién en Caldo

En este caso, tubos (macro dilucion) o micro placas (micro dilucidn) contienen
concentraciones crecientes de un determinado antibiotico. El organismo en estudio es
inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la micro placa y la CIM es determinada
después de la incubacion, de la misma forma descrita anteriormente para el método de

la difusion en agar. (53)

4. E-Test
Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una sofisticada
combinacion de métodos descritos anteriormente. El E-test es mas simple que otros

métodos para obtener CIM utiliza una tira de plastico que contiene concentraciones

crecientes de un determinado antibiotico que van desde 0.016 pg/mL esta tira se pone
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sobre una placa, se forma un area de inhibicion de forma eliptica, en el cual la

concentracién inhibitoria minima puede ser leida directamente. (53)

5. Métodos automatizados

En este método existen varios sistemas que ofrecen diferentes niveles de
automatizacion para el estudio de la susceptibilidad. Utilizan una medicién turbidimétrica
o fluorométrica para detectar crecimiento bacteriano en un medio liquido. La mayoria de
ellos emplea el método de micro dilucion y periodos de incubacion menores que los
habituales. Estos métodos son bastante confiables para el estudio de enterobacterias y
otros gérmenes de crecimiento rapido, pero generalmente no son adecuados para los

de crecimiento lento o con requerimientos especiales. (54)
2.7.5 Interpretacion del Antibiograma

a. Susceptible: Significa que la infeccion causada por ese organismo puede ser
apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibiético estudiado. (53)

b. Sensibilidad intermedia: Esta categoria incluye organismos que son inhibidos por
concentraciones del antibidtico que estdan muy cercanas a las alcanzadas en el
plasma, por lo que pueden responder probablemente a la terapia. Esta categoria,
ademas. Implica que ese antibidtico puede ser usada si la infeccion esta localizada
en sitios donde le farmaco es fisiolégicamente concentrado (quinolonas en vias
urinarias) o cuando pueden ser usadas altas dosis (ejemplo Penicilinas). (53)

c. Resistente: Significa que el organismo no seria inhibido por el antibiético en las
dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia contra ese

determinado antibidtico. (53)
2.7.5.1 Criterios de Toda y Col

Para definir el tipo de actividad antimicrobiana, se utilizan generalmente, los criterios
expuestos por Toda y Col (1994). (55)

Tabla 2: Criterios de Actividad Antimicrobiana atendiendo al halo de inhibicion

Actividad Halo de Inhibicién (mm)
Marcada =16
Moderada 16<halo<12
Ligera 12<halo<8
No actividad <8

Fuente: Toda y Col (1994) (55)
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2.7.6 Control Microbiolégico

Los criterios para el control microbiolégico recomendados por la Organizacion Mundial
de la salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) son los

siguientes. (56)

e Criterio Imperativo
e Criterio Indicativo de Higiene

e Criterio de Alerta o Limites Criticos

Cuadro 2: Criterios de Control Microbiolégico

Criterios Peso Exacto Bacterias Cantidad
Permisible
Criterio
Imperativo: Este
microorganismo 1049 Salmonella Ausente
no debe

presentarse. La
presencia de este
indica un riesgo
elevado.

Criterio Indicativo
de Higiene: La
presencia de este

indica que Ia 10g Coliformes Fecales Ausente
higiene en el (E. coli) Rango Aceptado
proceso ha sido 10-102UFC

deficiente, por lo
que el producto

podria

rechazarse,

Criterios alerta o

Limites Criticos: e Aerobios

Significa que el mesdfilos e 10%-10° ufc/g
producto no debe 10g e Hongos y e 10210 ufc/g
exceder los levaduras

limites

especificados en

este rubro.

Leyenda: UFC: Unidades Formadoras de Colonia

Fuente: Vallenas J., 2010 (57)

2.8 Bacteria en estudio: Staphylococcus aureus
2.8.1 Género Estafilococos

El género Staphylococcus esta constituido por cocos gram positivos que se agrupan en
racimos. Son bacterias capaces de fermentar glucosa en medio anaerobio y pueden
sobrevivir en muchas condiciones ambientales lo que permite que se hallen en multiples

superficies, tanto organicas como inanimadas. Su capacidad variable de coagular el
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plasma los subdivide en plasmacoagulsa positivos, caracteristicamente S. aureus o
Estafilococo dorado, y plasmacoagulasa negativos o S, Albus, entre los que se

distinguen varias especies. (58)
2.8.2 Clasificacion del Género Estafilococos

Dentro de este género se puede distinguir las siguientes especies: (59)

Estafilococos aureus

Estafilococos epidermidis

Estafilococos saprophyticcus
a. Estafilococos aureus

Microorganismo gran positivo caracterizado por cocos con un diametro de 0.7 uma 1.2
Mm aparecen aislados en pares, cadenas cortas y tienen una fuerte tendencia a formar

grupos.

Es la especie mas patdgena, agente etiolégico de muchas infecciones, también
conocido como estafilococo dorado por el pigmento no difusible de color amarillo que

forma bioquimicamente produce cogualasa y fermenta el manitol. (60)

Figura 4: Colonias de Staphylococcus aureus

Fuente: Public Health Image Library, 2012 (61)
e Taxonomia

La familia Micrococcaceae comprende cocos Gram positivos, no exigentes catalasa
positivos, con agrupacion, con agrupacion en racimos, aerobios o anaerobios
facultativos. De los tres géneros que la integran Miccrococcus, Planococcus y
Staphylococcus, este ultimo es el unico de importancia médica. Se caracteriza por ser

aerobio anaerobio facultativo, capaz de fermentar la glucosa en anaerobiosis, poseer
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acidos teicoicos en su pared y ser sensible a la enzima lisostafina. Dentro del género

Staphylococcus se conocen mas de 20 especies de las cuales S. aureus es las mas

importante. Otras especies como S. epidermidis y S. saprophyticcus son actualmente

reconocidas como capaces de actuar como patégenos bajo determinadas

circunstancias. (60)

Divisiéon Taxonémica (59) (62)
Reino: Procariota
Division: Bacterias
Seccion: Cocos gram positivos
Clase: Escotobacterias
Orden: Eubacteriales
Familia: Micrococcaceae
Género: Estafilococos
Especie: aureus

Fisiologia

Son cocos gran positivos, inmoviles, aerobios y anaerobios facultativos habitualmente

estan dispuestos enimos irregulares, no forman esporas y tienen un tamano de 0.5 ym
az2um. (63)

a.

Catalasa: La diferencia de los estreptococos catalasa-negativos se basa en la
descomposicion catalitica de H2O2 en presencia de Fe®*

Coagulasa: Permite la diferenciacion con Estafilococos epidermidis y se basa en la
accion de una enzima bacteriana que actua directamente sobre el fibrindgeno para
producir un coagulo de fibrina en ausencia de Ca?'.

Fermentacion del manitol: Para diferenciarlo de los estafilococos epidermidis, ya que
el Estafilococos aureus degrada el manitol poli hidrico a compuestos acidos en
condiciones anaerobias.

Prueba de desoxirribonucleasa: Se basa en la solubilizacion diferencial del DNA
completo o sus fragmentos en acidos y lo diferencia de los Estafilococos epidermidis.

Accién patoégena

S. aureus es un microorganismo especialmente capacitado para producir infecciones

supuradas locales a distancia. Por contacto directo o a través del aire puede transmitirse
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de individuo a individuo. Particularmente importante es su predisposicién a colonizar las
fosas nasales desde donde puede distribuirse por la piel y causar infecciones. En la
poblacién normal se estima que entre un 20%-40% de individuos son portadores nasales
de S. aureus. (64)

Si los mecanismos defensivos locales no son eficaces. S. aureus alcanza los vasos
linfaticos regionales y a partir de ellos el torrente sanguineo, distribuyéndose por toda la
economia esto puede dar lugar a la aparicién de multiples abscesos metastasicos de
origen bacteriémico en cualquier parte del organismo, son frecuentes los cutaneos, la
artritis y/u osteomielitis en el curso de una Sepsis Estafilococica. Ciertas cepas de
estafilococo dorado estan capacitadas para liberar una serie de toxinas con efectos
locales cutaneos, como rash, epidermdlisis, etc., o bien generales como el sindrome de
Shock toxico. (64)

Aunque S. aureus es una bacteria dotada de unos mecanismos patdégenos muy
importantes existen una serie de factores del hospedador que favorecen la apariciéon y

desarrollo de la infeccién estafilococica. (64)
e Clinica

En la piel y mucosas pueden ser frecuentes procesos inflamatorios, forinculos,
infeccién de heridas y quemaduras, procesos supurativos y pidgenos que cicatrizan con

rapidez cuando estas drenan. (63)

Las infecciones locales son particularmente importantes a nivel de la piel y de los anejos
cutaneos. Son tipicos diversos piodermas como la foliculitis, forinculos e impétigos que
se caracterizan por ser lesiones supuradas, de un pus amarillo cremoso, y que puede
cursar con o sin fiebre. La infeccion por Estafilococos aureus también puede resultar de
la contaminacion directa de una herida, por ejm. Infeccion de las heridas post
operatorias o infeccion después de traumatismos (fracturas abiertas, meningitis después

de la fractura de craneo). (65)

Si el Estafilococcus sobrevive puede producir bacteremia, puede producir endocarditis,

osteomielitis hematdgena aguda, meningitis o infeccion pulmonar. (54)
e Tratamiento

Debido a la alta resitencia que ofrece el Estafilococo sobre todo a nivel intrahospitalario,
se debe usar penicilinas resistentes a las penicilinas (meticilina, axaciclina, nafcilina,

dicloxacilina), cefaslosporinas (cefalotina, cefazolina, cefalexina y de tercera
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generacién), gentamicina, eritromicina, vancomicina, lincomicina, clindamicina debido a

que la mayoria de las cepas son sensibles. (59) (66)
e Epidemiologia

Las principales fuentes de infeccion son las lesiones humanas que los diseminan, los
fémites contaminados provenientes de estas lesiones, asi como el aparato respiratorio
y la piel de los humanos. La propagacion de la infeccion adquiere importancia adicional

en los hospitales. (67)
2.8.3 Crecimiento Microbiano

2.8.3.1 Fisiologia del Crecimiento Microbiano

Se entiende por crecimiento al incremento de materia viva, y por lo general, el
incremento en el nimero de células y de la masa celular. En microbiologia la palabra
crecimiento se define como un incremento en el numero de células. El crecimiento es
un componente esencial de la funcidon microbiana, ya que en la naturaleza cualquier
célula tiene un periodo de vida finito y la especie de matiné como el resultado del
crecimiento continuo de la poblacion. La tasa de crecimiento es una medida de la
modificacion de los numeros de células o de la masa celular en una unidad de tiempo.
(68) (69)

2.8.3.2 Nutricion Microbiana

Las células estan compuestas fundamentalmente de macromoléculas y de agua, y las
macromoléculas se componen de unidades mas pequefias denominadas monomeros,
en esencia, la nutricidn microbiana consiste en suministrar a las células los ingredientes
quimicos que necesitan para hacer mondémeros. Estos compuestos quimicos son los
nutrientes diferentes. Diferentes organismos necesitan diferentes tipos de nutrientes y a

menudo son especificos. (68)
2.8.3.3 Medios de Cultivo

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que se usan en el laboratorio para el
cultivo de microorganismos. En microbiologia se usan dos tipos generales de medios de

cultivos; los quimicamente definidos y los complejos o no definidos.

Los medios definidos se preparan afadiendo cantidades precisas de compuestos
organicos o inorganicos purificados a un volumen en agua destilada. Por lo tanto, se

sabe la composicion exacta de un medio nos es importante. (69)
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2.8.3.4 Cultivo de Microorganismos en el Laboratorio

Una vez que ha sido preparado un medio de cultivo, puede ser inoculado (es decir, se
le anaden organismos) y a continuacion incubado en condiciones que favorezcan el
crecimiento microbiano. En general se tratara de un cultivo enéxico o puro, esto es, de
un cultivo que contiene sélo un punico tipo de microorganismo. Para mantener un cultivo
enéxico o puro es esencial evitar la entrada de otros microorganismos. Un método
importante para obtener cultivos anéxicos o puros y para asegurar la pureza de un

cultivo es el uso de medios solidos en placas Petri. (70)
2.8.3.5 Medicion del Crecimiento Microbiano

El calculo del numero de células que existen en una suspension se puede llevar a cabo
mediante el recuento celular (microscopia, nimero de colonias), masa celular (peso
seco, medida del nitrégeno celular, turbidimetria) o actividad celular (grado de actividad
bioquimica con relacion al tamafo de la poblacion). Todos estos métodos se clasifican

en dos apartados; métodos directos y métodos indirectos. (62)

Tabla 3: Métodos de Medicion del Crecimiento Microbiano

Métodos Directos Métodos Indirectos

Recuento del numero de células en | Recuento de colonias en placa

una camara de toma

Peso seco celular Recuento sobre el filtro de membrana

Determinacion de nitrogeno o de | Consumo de oxigeno

proteinas totales

Determinacion de DNA Liberacion de diéxido de carbono
Concentracion de una enzima
Incorporacion de precursores
Radioactivos

Medida de turbidez

Fuente: Lastra J. et al, 2009 (71)

2.8.3.6 Curva de Crecimiento Microbiano

Si la bacteria crece en un medio liquido, en la mayoria de los casos las células que se
producen en cada division contindan su vida independientemente formandose una

suspension de células libres.

El crecimiento es un “sistema cerrado” de este tipo esta sometido a las leyes que son
validas para los organismos uni y pluricelulares. En la practica la curva representa 4
fases: (50)
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Figura 5: Curva de Crecimiento Microbiano en un cultivo discontinuo
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En el grafico se pueden distinguir 4 fases en la curva de crecimiento.
1. Fase lag o de adaptacion

Durante la que los microorganismos adaptan su metabolismo a las nuevas condiciones
ambientales (abundancia de nutrientes y condiciones de cultivo) para iniciar la fase de

crecimiento exponencial.
2. Fase exponencial o logaritmica

En ella la fase de crecimiento es maxima y el tiempo de generacién es minimo. Durante
la fase las bacterias consumen a velocidad maxima los nutrientes del medio. La
evolucion del numero de células durante esta fase se explica con los modelos

matematicos que describiremos a continuacion.
3. Fase estacionaria

En ella no se incrementa el numero de bacterias (ni la masa u otros parametros del
cultivo). Las células en esta fase estacionaria desarrollan un metabolismo diferente al
de la fase exponencial y durante ella se produce una acumulacién y liberacién de
metabolitos secundarios que pueden tener importancia industrial. Los microorganismos
entran es fase estacionaria porque se agota algun nutriente esencial del medio o porque

los productos de desecho que han liberado durante la fase exponencial hacen que el
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medio sea inhdspito para el crecimiento microbiano. La fase estacionaria tiene gran
importancia porque probablemente represente con mayor fidelidad el estado metabdlico

real de los microorganismos en los ambientes naturales.
4. Fase de muerte

Si la incubacion continia después de que una poblacion microbiana alcanza la fase
estacionaria, las células pueden seguir vivas y continuar metabolizando, pero va a
comenzar una disminucion progresiva en el nimero de células viables y cuando esto

ocurre se dice que la poblacién ha entrado en fase de muerte.

2.9 Descripcion de los Farmacos usados como Patrones Comparativos en el

presente Estudio
2.9.1 Penicilina G

Es un antibidtico para uso parenteral producido por le Penicillium chrysogenun. La
penicilina G es un agente de eleccion para el tratamiento de infecciones por
Streptococcus, S. pneumoniae o enterococo, aunque estan aumentado en todo el
mundo las cepas resistentes. Muchos organismos son susceptibles a la penicilina G
entre los gérmenes aerobios Gram-positivos se encuentran la mayoria de los
estreptococos incluyendo los enterococos, muchas cepas de Staphylococcus aureus,
Corynobacterium diphtheriae y Bacillus anthracis; Listeria monocitogenes y
Staphylococcus epidermidis son resistentes a la penicilina G asi como las bacterias

Gram-negativas. (73)
A. Mecanismo de Accion

Es un antibiotico beta-lactamico de accion principalmente bactericida inhibe la tercera 'y
ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana mediante la unién a
determinadas proteinas de la pared celular. Estas proteinas de unién son responsables
de varios pasos diferentes en la sintesis de la pared de la célula y poder formar estas
proteinas. Como todos los antibiéticos beta-lactamico, la capacidad de la penicilina G
para interferir con la sintesis de la pared es la que conduce en ultima instancia a la lisis
celular, lisis que esta mediada por enzimas autoliticas de la pared celular (es decir

autolisinas). (73)
B. Farmacocinética

Penicilina G potasica o sddica: Las farmacocinéticas de la penicilina G sddica y
penicilina G potasica por via parenteral son iguales. Las concentraciones maximas se

producen a los 15-30 minutos después de una dosis intramuscular. La administracion
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de una dosis unica IM de 600.000 o 1 millon de unidades se produce un pico de
concentracién en suero de 6-8 mg/mL, respectivamente. Después de infusiones
intravenosas intermitentes de 2 millones de unidades cada 2 horas o 3 millones de
unidades cada 3 horas, las concentraciones séricas de penicilina G alcanzan un valor
de 20 mg/mL.

Aproximadamente el 46-65% del farmaco circulante esta unico a proteinas del plasma,
principalmente a la albumina. La penicilina G se distribuye en la mayoria de los tejidos
y fluidos corporales, incluyendo pulmén, higado, hueso, rifidn muscular, esputo, bilis,
orina y liquido peritoneal, pleural y sinovial. También penetra en las meninges

inflamadas y alcanza niveles terapéuticos en el LCR.

La penicilina G potasica o sodica penetra en la cavidad peritoneal después de la

instilacion local.

Entre el 15-30% de una dosis IM de penicilina G se metaboliza a derivados inactivados.
El farmaco se excreta en la orina principalmente a través de la secrecién tubular. Un
pequeio porcentaje se excreta en las heces, bilis y la leche materna. En pacientes con
funcién renal normal, la semi-vida de eliminacion de la penicilina G es 20-30 minutos,
aumentando a medida que disminuye la funcién renal. Las dosis deben ajustarse en

consecuencia. La penicilina G se elimina por hemodialisis. (73)
C. Indicaciones

Para el tratamiento de infecciones graves causadas por microorganismos sensibles
como la pericarditis, la listeriosis, infecciones de las vias respiratorias bajas (por
ejemplo, neumonia), infecciones de piel y estructura de la piel, gangrena gaseosa,

erisipela, antrax, bacteriemia o septicemia e infecciones intraabdominales.

Tratamiento de infecciones del tracto respiratorio producidas por anaerobios (por
ejemplo, neumonia, absceso pulmonar) tratamiento de la endocarditis por S. viridians y

Streptococcus bovis (CIM < 0.1 g/mL susceptibles a la penicilina). (73)
D. Contraindicaciones

Pacientes con enfermedad o insuficiencia renal, pacientes con hipersensibilidad a

cefalosporinas e imipenem. (73)
E. Reacciones Secundarias y Adversas

Como con otras penicilinas, son probables reacciones alérgicas, particularmente en
individuos que han previamente demostrado hipersensibilidad a las penicilinas o en

aquellos con antecedentes de alergia, asma, rinitis alérgica o urticaria. (73)
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Los siguientes efectos adversos han sido reportados con penicilina parenteral G:
Generales: reacciones de hipersensibilidad, incluyendo los siguientes:

Erupciones de piel (rash macopapular a dermatitis exfoliativa), urticaria, edema laringeo,
fiebre, eosinofilia, reacciones del tipo enfermedad del suero (incluyendo escalofrios,

fiebre, edema, artralgias y postracién); y anafilaxis y muerte

Gastrointestinales:  Colitis Pseudomenbranosa, los sintomas de  colitis

pseudomenbranosa pueden ocurrir durante o después del tratamiento antibacterial.
Neurolégica: Neuropatia

Urogenital: Nefropatia

F. Precauciones

Precaucion en pacientes con enfermedad gastrointestinal, la penicilina G benzatinay G

procaina deben ser administradas solo por via IM. (73)
G. Interacciones

El probenecid inhibe la secrecion tubular renal de la penicilina G, causando niveles
séricos mas altos y prolongados del antibiético. En general interaccion farmacocinética
no es perjudicial y el probenecid a menudo se administra en combinacién con penicilina

G para aumentar su actividad.

El uso concomitante de la penicilina G con aminoglucésidos proporciona una actividad
sinérgica frente a enterococos. Sin embrago estos antibiéticos no deben ser mezclados
entre si, debido a que son quimica y fisicamente incompatibles y se desactivan cuando
se mezclan. También es posible que la formacion de complejos in vivo, si se administran

grandes dosis de penicilina a pacientes con insuficiencia renal.

La penicilina G en grandes dosis inhibe la secrecion tubular renal de metotrexato,

causando niveles séricos de metotrexato mas altos y prolongados.

El uso concomitante de la penicilina parenteral G potasica con diuréticos ahorradores
de potasio, medicamentos que contengan potasio o sales de potasio puede provocar

hiperpotasemia. (73)
H. Dosis y Via de Administracion

En adultos: 2-24 millones de unidades/dia IV en 4-12 dosis divididas, dependiendo de

la infeccion.
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La via IM no se recomienda (muy dolorosa); usar la forma de sal benzatina o procaina.

En nifios: Mayores de 1 mes 100.000-300.000 unidades/Kg/dia via IV (preferiblemente)
o IM en 4-6 dosis divididas. (73)

2.9.2 Doxiciclina

La doxiciclina es un antibidtico tetraciclinico de larga duracién derivado de la oxiciclina,
siendo posible su administracion en forma de una sola dosis al dia. En la practica diaria,
la doxiciclina se utiliza para tratar las uretritis gonocdcicas, cervicitis, infecciones
bronquiales en pacientes con enfermedades obstructivas respiratorias cronicas y otras
infecciones. La doxiciclina es considerada como la tetraciclina de eleccion en los

pacientes con una disfuncion renal deteriorada.
e Mecanismo de Accion

La doxiciclina es bacteriostatica frente a una gran variedad de microorganismos tanto
gram-positivos como gram-negativos. En las bacterias gram-negativas, el transporte del
farmaco al interior de la célula tiene lugar por difusion pasiva pero también mediante un
sistema de transporte activo ATP-dependiente. Se cree que este sistema también esta
presente en las bacterias gram-positivas. Al ser la doxiciclina y la minociclina mas
lipdfilas que otras tetraciclinas, el paso al interior de las bacterias es mas facil. Una vez
dentro de la célula, estos antibidticos se fijan a las subunidades ribosémicas 30S, con
lo que se bloquea la union del aminoaci-IRNA de transferencia al RNA mensajero. De
esta manera, las tetraciclinas bloquean la sintesis de proteinas impidiendo en definitiva
el desarrollo bacteriano. En dosis muy elevadas, las tetraciclinas también pueden
bloquear la sintesis de proteinas en las células de los mamiferos, pero estas carecen
de los sistemas de transporte activo de las bacterias. La resistencia se produce cuando
las bacterias experimentan mutaciones que hacen que su pared celular sea menos
permeable. La resistencia bacteriana es cruzada para todas las tetraciclinas con la
excepcion de la minociclina. (49)

¢ Indicaciones Terapéuticas

ORL, dental, respiratoria, gastrointestinal, genitourinaria, de piel y tejido blando,
brucelosis (con estreptomicina), psitacosis, pre y postoperatorio de intervenciones con
alto riesgo de infeccion, uretritis, cervicitis y proctitis no gonocécicas no complicadas,
linfogranuloma venéreo, granuloma inguinal, EPI, sifilis en alérgicos a penicilina: estadio
1ario y 2ario, tardia y latente, orquiepididimitis aguda, tracoma, conjuntivitis de inclusion,
neumonia por Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae, infeccion por

rickettsias, colera, estadios 1y 2 de enfermedad de Lyme, fiebre recurrente por piojos y
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garrapatas, Tratamiento de Malaria por P. falciparum resistente a cloroquina.
tratamiento alternativo en: carbunco, tularemia, listeriosis, bartonelosis, actinomicosis,
profilaxis de malaria por P. falciparum en areas con resistencia a mefloquina o
cloroquina; post-exposicion a B. anthracis (alternativo a quinolonas), acné vulgar,

tratamiento. coadyuvante de acné vulgar grave y de la rosacea. (49)
e Reacciones Adversas

Nasofaringitis, sinusitis, infeccién fungica; ansiedad; cefalea sinusoidal; hipertension;
diarrea, dolor abdominal superior, boca seca; dolor de espalda; dolor en el lugar de
inyectable; ASAT, presion sanguinea, LDH en sangre y glucosa en sangre elevadas.
(49)
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales Biolégicos

Material Botanico:

e Especie Vegetal: Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”: partes aéreas
(tallos, hojas y flores)

Cepas de Experimentacion:

e Cepas ATCC 25923 de Staphylococcus aureus

e Cepas aisladas de Staphylococcus aureus
3.2 Materiales e Instrumentos de Laboratorio
3.2.1 Material de Campo

e Cuter.

e Bolsas herméticas de polietileno.
e Bolsas de papel.

e Guantes de cuero.

e Camara fotografica.

o Papel Kraft.

e Marcadores
3.2.2 Materiales de Vidrio

e Tubos de ensayo 5, 10 y 20 mL.

e Tubos de ensayo de 20 mL con tapa rosca.
e Vasos de precipitado de 50, 100 y 200 mL.

e Frascos termo resistentes de 250 y 500 mL.
e Placas Petri.

e Pipetasde 1,5y 10 mL.

e Baguetas.

e Probetas de 10 y 100 mL.

e Botella de vidrio color caramelo de 3 litros de capacidad.

e Embudo.
e Matraces de 250 mL.
e Goteros.

3.2.3 Instrumentos

e Mechero.
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e Gradilla.

e Pisetas.

e Mortero.

e Soporte universal.

e Papelfiltro.

e Agujay asa de siembra.

e Pinzas.

e Micropipeta de 100-100 uL.
e Micropipeta de 5-50 L.

e Calibrador digital.

3.2.4 Equipos de Laboratorio

e Autoclave Modelo LS - BSOI - 1. Pres. Max. 0.22 Mpa, TO max. 134°C.

e Balanza analitica con una capacidad de 210 g, resolucion de 0,1 mg y

sensibilidad de 1 mg.
o Espectrofotémetro visible JASUGO V-630 BIO con un rango de medicién de
325 nma 1100 nm.

o Estufa Fisherbrand

e Incubadora MERD, con un rango de temperatura desde 5°C temperatura

ambiente) hasta 60°C.
e Refrigeradora Coldex hasta -20°C.

e Barfo Maria.
3.2.5 Reactivos y Solventes

e Alcohol etilico.

e Acetato de cobre

e Acetona

e Acido clorhidrico (c)
e Acido clorhidrico 1%
e Acido clorhidrico 5%
e Acido clorhidrico 0.5%
e Acido clorhidrico 1N
e Acido sulfurico (c)

e Agua destilada

e Amoniaco

e Cloruro férrico al 1%
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Etanol 96%,70%, 60%, 50%, 40%.

Hidréxido de sodio al 1%
Hidroxido de potasio 2N
Reactivo de Shinoda.
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Bajlet

Reactivo de Fehling Ay B

3.2.6 Medios de cultivo para activacion de Staphylococcus aureus y su Respectivo

Antibiograma.

3.2.7 Reactivos para la Determinacion de la Actividad Antioxidante

3.2.8 Farmacos empleados como Patrén

Agar Muller Hinton MERCK®
Agar Tripticasa Soja MERCK®

Caldo Brain Heart Infusion (BHI) MERCK®

Reactivo DPPH CALBIOCHEM®
Acido ascérbico MERCK®

Etanol absoluto

Penicilina G frasco vial 1M Ul

Doxiciclina 100mg

3.2.9 Otros Materiales

Cuchillos.
Crondmetro.

Camara fotografica.

Guantes quirurgicos descartables.

Mascarillas.
Gorros.
Mandil.
Tijera estéril.
Detergente.
Lejia.
Marcador.

Molino.
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3.3 Diseiio Metodolégico

3.3.1 Tipo de Estudio

3.3.1.1 Tipo de Investigacién

El presente estudio es de tipo cuasiexperimental.

3.3.2 Diseno de la Investigaciéon

El disefio es cuasiexperimental con post prueba unicamente y grupo control.

3.3.3 Ensayo de la Actividad Antioxidante

G X1 O
G, X2 (07
G; X O;
Ga X4 O4
Gs Xs Os
Ge Xe Os
G, X7 07
Gs - Os

DONDE:

Gn: Oxidante (DPPH 50 pM, radical libre que se reduce cuando reacciona con el

antioxidante lo que se aprecia con el cambio de coloracion)
G1=G2=G3=G4= G5= Gs: G7=Gs

X: Es el tratamiento con antioxidante (expresado en pg/ml del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl).

X1=5 pg/mL
X2=10 pg/mL
X3= 30 pg/mL
X4= 50 pg/mL
Xs= 70 pg/mL
Xe= 100 pg/mL

X7: Patron (Acido Ascorbico)
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--: Ausencia de tratamiento

04, Oz, O3, ... Og, O7, Og: Medicion de la absorbancia del tubo de ensayo en el

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 517 nm, después de usar X.
3.3.4 Ensayo de la Actividad Antibacteriana

Para determinar la actividad antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Cori kisa” se siguié el diseio de Post Prueba y grupo

control de la siguiente manera:

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
G X4 O
G, X2 02
Gs X3 O3
Gs Xa O4
Gs Xs Os
Gs X Os
Gy X7 Oy
Gs Xs Os
Go Xo Og
G1o Xio O1o
G X114 O
G2 Xi2 O12
G13 Xi3 O13
G X14 O14
G1s Xis O1s
G Xi6 O16
Gir X7 O17
G1s Xig O1s
Gio - O19

Donde:

G4, G2, Gs, ..., G12, G13, G19: Cepas de Staphylococcus aureus que fueron sembradas en

las placas Petri.

Xn: Son las diferentes concentraciones en mg/25mL del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”.
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X1=0.05 mg/25mL
X2=0.10 mg/25mL
X3=0.30 mg/25mL
X4= 0.40 mg/25mL
Xs=0.50 mg/25mL
Xe= 0.80 mg/25mL
X7=1.00 mg/25mL
Xg= 1.50 mg/25mL
Xo= 2.50 mg/25mL
X10=5.00 mg/25mL
X11=7.50 mg/25mL
X12=10.00 mg/25mL
X13= 12.50 mg/25mL
X14= 20.00 mg/25mL
X15= 30.00 mg/25mL
X16= 50.00 mg/25mL

X47: Concentracion del farmaco patron “Penicilina G”.

X1s: Concentracion del farmaco patrén “Doxiciclina”.

--: Solucién que sera usado como blanco.

04, Oz, O3, ..., O46: Observacion y medicion de los halos de inhibicion que se
observaran.

047, O4s: Observacion de los halos de inhibicion representada por el grupo del
farmaco patron.

0O19: Observacion de los halos de inhibicion representada por el grupo control.

NOTA: El modelo de ensayo de la actividad antibacteriana para el extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”, se aplicé de igual

forma a las cepas aisladas.
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3.3.5 Identificacion, Definicion y Operacionalizaciéon de Variables
3.3.5.1 Variables Implicadas

3.3.5.1.1 Variable Independiente

Concentracion del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de las partes

aéreas de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”.

Definicion conceptual: Se define como la cantidad de extracto obtenido a partir de
materia prima desecada de origen vegetal por maceracion en contacto con etanol al

70% que fue disuelta en agua destilada. (74)
Definicion Operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

¢ Medicién: Directa

e Escala: Razoén o Proporcion.

¢ Instrumento de Medicion: Balanza Analitica (sensibilidad de 0.001 g)

e Proceso de Medicién: Se procedi6 a pesar el extracto seco hidroalcohdlico al
70% (mg) luego se realizé una dilucién en agua destilada (mL) y se tomara la
cantidad adecuada.

e Expresion final: mg/mL
3.3.5.1.2 Variables Dependientes

Actividad Antioxidante del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

Definicion conceptual: Se basa en la capacidad de secuestrar el radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacién del electron desapareado,

esta deslocacion también le otorga una coloracion violeta caracteristica. (75)
Definicion Operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

e Medicién: Indirecta

e [Escala: Razén o Proporcion.

¢ Instrumento de Medicion: Espectrofotémetro UV-Visible

e Proceso de Medicién: Se produjo una coloracién morada cuando se trato al
extracto seco hidroalcohélico con el reactivo DPPH y fueron incubadas por media

hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Se midi6é la absorbancia en el
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espectrofotdmetro a una longitud de onda de 517 nm. El grado de decoloracién
de DPPH-morado a DPPH-amarillo indica la eficiencia captadora del extracto.

e Expresion final: Porcentaje de captacion de radicales libres’

Actividad antibacteriana in Vitro del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas aisladas

de Staphylococcus aureus.

Definicion conceptual: Se define como la capacidad inherente de una sustancia de
origen sintético o natural a inhibir o matar bacterias. Los antibacterianos pueden ser
bacteriostaticos o bactericidas segun inhiban su crecimiento o produzcan lisis de las
bacterias. (76)

Definicion Operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

¢ Medicién: Directa

e Escala: Razoén o Proporcion.

¢ Instrumento de Medicion: Vernier.

e Proceso de Medicidon: Se procedid6 a medir los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano producido por el extracto seco hidroalcohdlico de
Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas aisladas de
Staphylococcus aureus.

e Expresion final: mm
3.3.5.2 Variables intervinientes
3.3.5.2.1 De la Muestra Vegetal

e Tiempo de recoleccion.
e Altitud de recoleccion.
e Temperatura de secado.

e Lugar de secado (Ventilacién, luz, temperatura, grado de humedad
3.3.5.2.2 De la Extraccion

e Tipo de extraccion.

e Solvente, concentracion del solvente.
e Temperatura ambiental.

e pH de la maceracion.

e Temperatura de la maceracion.
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e Agitacion periddica de la maceracion.

e Tiempo de maceracion
3.3.5.3 Criterios de Inclusién y Exclusién

De la muestra vegetal

e Criterios de inclusion: Se tomaron partes aéreas de las plantas, que no
presentaron dafo evidente y que estan completas.

e Criterios de exclusiéon: No se tomaron en cuenta las raices y los frutos de la planta
en estudio, de igual manera de hojas y tallos que fueron dafiados o con posible

presencia de contaminantes y aquellas que no fueron plantas maduras

De la cepa bacteriana:

e Criterios de inclusion: Se trabajé con cepas ATCC y cepas aisladas de
Staphylococcus aureus.

e Criterios de Exclusiéon: No se utilizaron cepas distintas a las cepas aisladas y a la
ATCC 25923 de Staphylococcus aureus, ni aquellas de las cuales su procedencia

no fue esclarecida.
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Cuadro 3: Resumen de Variables de la Actividad Antioxidante

VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTE

DEPENDIENTE

Concentracion del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia C.
Presl “Ccori kisa”

Actividad antioxidante sobre el reactivo DPPH

DEFINICION CONCEPTUAL

Concentracién es relacion que existe entre la
cantidad de una sustancia disuelta y la del
disolvente en una disolucion. Extracto seco
hidroalcohdlico se define como aquella sustancia
extraida por etanol, que posee una composicion
quimica que le proporciona una accién
farmacoldgica util en terapéutica y que no ha
sufrido otro tratamiento que el necesario para su
limpieza y desecacion. (28)

Capacidad de secuestrar el radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la
deslocalizaciéon del electron desapareado, esta
deslocacion también le otorga una coloracion
violeta caracteristica. (28)

NATURALEZA Cuantitativa Cuantitativa
MEDICION Directa Indirecta
ESCALA Razon o proporcion Razoén o proporcion

INSTRUMENTO DE MEDICION

Balanza Analitica (Sensibilidad 0.001g)

Espectrofotometro UV-Visible

PROCESO DE MEDICION

Se procedi®6 a pesar el extracto seco
hidroalcohdlico al 70% (ug) luego se realizd
diluciones en etanol absoluto (mL) y se tomé la
cantidad adecuada.

Se produjo una coloraciéon morada cuando se trato
al extracto seco hidroalcohdlico al 70% con el
reactivo DPPH y seran incubadas por media hora a
temperatura ambiente y en oscuridad. Se midié la
absorbancia en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 517 nm. El grado de decoloracion de
DPPH-morado a DPPH-amarillo indica la eficiencia
captadora del extracto.

EXPRESION FINAL

pug/mL

Porcentaje de captacién de radicales libres

FUENTE: Elaboracion Propia
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Cuadro 4: Resumen de Variables de la Actividad Antibacteriana

VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTE

DEPENDIENTE

Concentracion del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia
C. Presl “Ccori kisa”

Actividad antibacteriana sobre los cultivos de
Staphylococcus aureus

DEFINICION CONCEPTUAL

Concentracion es relacion que existe entre la
cantidad de una sustancia disuelta y la del
disolvente en una disolucién. Extracto seco
hidroalcohdlico al 70% se define como aquella
sustancia extraida por etanol, que posee una
composicion quimica que le proporciona una
accion farmacoldgica util en terapéutica y que no ha
sufrido otro tratamiento que el necesario para su
limpieza y desecacion. (28)

Capacidad inherente de una sustancia de origen
sintético o natural a inhibir o matar bacterias. Los
antibacterianos pueden ser bacteriostaticos o
bactericidas segun inhiban su crecimiento o
produzcan lisis de las bacterias. (28)

NATURALEZA Cuantitativa Cuantitativa
MEDICION Directa Indirecta
ESCALA Razon o proporcion Razoén o proporcion
INSTRUMENTO DE MEDICION Balanza Analitica (Sensibilidad 0.001g) Vernier

PROCESO DE MEDICION

Se procedi®6 a pesar el extracto seco
hidroalcohdlico al 70% (mg) luego se realizé una
dilucién en agua destilada (mL) y se tomé la
cantidad adecuada.

Se procedid a medir los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano producido el extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C.
Presl “Ccori kisa” frente a S. aureus.

EXPRESION FINAL

mg/mL

mm

FUENTE: Elaboracion Propia
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Cuadro 5: Resumen de Variables Intervinientes

VARIABLES INTERVINIENTES

DE LA MUESTRA VEGETAL

Tiempo de recoleccion, altitud de la recoleccion, temperatura del secado, lugar del secado
(Ventilacion, luz, temperatura, grado de humedad)

DE LA EXTRACCION

Tipo de extraccion, solvente, concentracion del solvente, temperatura ambiental, pH de la

maceracion, temperatura de la maceracion, agitacion peridédica de la maceracion, tiempo de
maceracion
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3.4 Procedimiento
FLUJOGRAMA DE LA INVESTIGACION

Recoleccioén de las partes aéreas de Caiophora
cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa”

A 4

Identificacion botanica

) 4

Seleccion y secado de la planta
# Determinacion del % de Humedad

A 4
Trituracion
¥
Pruebas de [ Maceracion en etanol al 70% }
Solubilidad 4
‘ Evaporacién y concentracion del [ Determinacion del % de Rendimiento ]
Extracto
Analisis Fitoquimico = =
Cualitativo Obtencion del extracto seco
hidroalcohélico
Control ¥
Microbiolégico [ Ensayos ]
Actividad antioxidante
Actividad Antibacteriana
Preparacion de tubos con el
Extracto a diferentes
Activacion y Aislamiento de las concentraciones
Conservacion de cepas de . . .
la Cepa ATCC Staphylococcus ‘ Adicion del reactivo DPPH
aureus

Identificacion

Mantener en la oscuridad
(30 min)

Obtencion de
las muestras

Elaboracion de la curva

. Patrén
Procesamiento

Bacteriologico

Lectura en el
espectrofotometro a 517nm

Estandarizacion de las
curvas de Crecimiento

Preparacion del Inéculo ‘

Preparacion de las Placas
usando Agar Muller Hinton

Realizacion de la Prueba de
Sensibilidad

Realizacion de la Prueba de
Sensibilidad

Andlisis de
resultados y 66

Fuente: Elaboracion Propia ;
conclusiones



Procedimiento General

Se realizé la recoleccion de la planta en estudio en la comunidad de Llullucha, distrito
de Ocongate, provincia de Quispicanchis, se selecciono las partes areas (tallo, hojas
y flores) en perfecto estado, al estar secas las partes aéreas se procedid a la
molienda y secado después se realizé el macerado con alcohol al 70%, se filtré y se
sometié a evaporacién a bano Maria a 37°C y se obtuvo un extracto seco luego se
procedié a determinar las pruebas de solubilidad, analisis fitoquimico cualitativo y
control microbioldgico, posteriormente se realizo el estudio farmacoldgico mediante
la determinacion de la actividad antioxidante del extracto por el método Brand-
Williams captacion del radical libre DPPH; en el que se preparé concentraciones de
100, 70, 50, 30, 10, 5 yg/mL (28) del extracto que fueron mezcladas con la solucién
DPPH luego fueron guardadas en la oscuridad por 30 minutos para leer sus
absorbancias a 517 nm para determinar el porcentaje de actividad de captacién vy la
determinacion de la actividad antibacteriana del extracto sobre cepas ATCC y cepas
aisladas de Staphylococcus aureus por el método de pozos excavados en el que se
activaron, conservaron y estandarizaron las cepas ATCC de Staphylococcus aureus,
en las cepas aisladas de Staphylococcus aureus se aislaron y se realizaron pruebas
para su identificacion (Tincion Gram, Prueba de Catalasa, Fermentacién del Manitol,
Prueba de Coagulasa) luego se realiz6 la estandarizacion y la conservacion de las
cepas aisladas. Una vez obtenidas ambas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
y cepas aisladas) se procedio al sembrado de ambas cepas en medio de cultivo Agar
Muller hinton Iluego se realizaron pozos (por ftriplicado) para colocar las
concentraciones del extracto y de los farmacos patrén posteriormente fueron
incubados a 36 °C por 24 horas. El diametro de la zona de inhibicién fue medido en
mm en el que se determind la concentraciéon minima inhibitoria del extracto en ambas

cepas Yy la susceptibilidad antibacteriana de los farmacos patron.

3.4.1 Preparacion de la Muestra

Recoleccioén de la Especie Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

La especie vegetal en estudio se recolecto en la comunidad de Llullucha, distrito de

Ocongate, provincia de Quispicanchis, departamento del Cusco.
Seleccién

Hojas sanas que no hayan sufrido ataque de plagas, hongos o insectos.
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e Secado
En un lugar sombreado y ventilado a temperatura ambiente
e Molienda y conservacion

La muestra seca fue triturada groseramente y se conservé en frascos de color ambar

herméticamente cerrados fresca.
3.4.1.1 Obtencidon del extracto hidroalcohoélico al 70%

Procedimiento

e El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia
C. Presl “Ccori kisa” se obtuvo por maceracion, la planta seca fue pulverizada en un
molino de granos y llevada a maceracion al amparo de la luz y a temperatura
ambiente, por un periodo de 14 dias, el disolvente usado fue etanol al 70%, el
solvente fue vertido en la botella color caramelo hasta cubrir por sobre 3 cm el nivel
de la planta seca.

o Se filtré y el liquido filirado se sometié a evaporacion a bafno Maria a 37°C hasta
eliminar todo el solvente y obtener un extracto seco, en el cual se realizé el analisis

fitoquimico.

Se procedio, a la determinacion del Porcentaje de Rendimiento:

L peso final
% de Rendimiento = ———— — x 100
peso inicial

Doénde:

¢ % de Rendimiento: Porcentaje de rendimiento
e Peso Final: Peso del extracto seco

e Peso Inicial: Peso de la planta seca.
3.4.1.2 Determinacion de la Humedad
La determinacién de la humedad se realiz6 por triplicado.

e Se prepar6 3 placas Petri vacias
e Se cort6 en trozos las muestras vegetales de Caiophora cirsiifolia C. Presl. “Ccori
kisa”.

e Se peso la placa con la muestra vegetal fresca.
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e Estas placas fueron introducidas a la estufa a la temperatura de 50°C por 24
horas, luego se procedio a leer los pesos respectivos y se calculo el porcentaje

de rendimiento mediante la siguiente ecuacion.

g = ML—M2Z 00
T T

Dénde:

e %H: Porcentaje de humedad.
e M1: Peso de la muestra fresca.

e M2: Peso de la muestra seca
3.4.1.3 Pruebas de Solubilidad

Se tomaron unos 5 a 10 mg del extracto que fueron depositados en diferentes tubos de
ensayo a los cuales se les agregd 1mL de solventes de diferentes polaridades en forma
descendente: Agua destilada, Metanol, Etanol 40%, Etanol 70%, Etanol 70%, Acetato

de etilo, Acetona, Cloroformo, Hexano.
3.4.1.4 Analisis Fitoquimico Cualitativo

Se tomaron unos 5 a 10 mg del extracto que fueron depositados en diferentes tubos de
ensayo a los cuales se les realizo los ensayos de indetificacion de metabolitos siguiendo

el procedimiento del analisis fitoquimico.

Tabla 4: Analisis Fitoquimico del extracto seco hidroalcohélico de Caiophora cirsiifolia

C. Presl. “Ccori kisa”

METABOLITO SECUNDARIO REACTIVOS
Azucares reductores Benedict
Flavonoides Shinoda y NH3
Compuestos fenolicos Cloroformo
Alcaloides Wagner
Lactonas Acido picrico
Quinonas KOH 10%
Taninos KOH 10%

Fuente: Lock O., 1994 (77)
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3.4.1.5 Control Microbidlogico del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

Cuadro 6: Analisis Microbiolégico

Criterios Agar Peso del Bacterias y Cantidad
Usado Extracto Hongos Permisible
Criterio Imperativo:
No debe presentarse
caso contrario el | AgarSS 19 Salmonella Negativo
riesgo muy elevado.
Criterio _Indicativo
de  Higiene: El
exceso indica que
las condiciones de
higiene en el proceso
son deficientes y que
el producto puede Agar 19 Coliformes Fecales Negativo
ser rechazado. Mcconkey (E. coli)
Criterios alerta o
Limites  Criticos:
Significa que durante
el proceso de e Aerobios
propagacion del Agar 19 mesdfilos Negativo
extracto no se debe | Saboraud e Hongos vy
exceder los limites levaduras

especificados.

Fuente: DIGESA, 1999 (78)
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3.4.2 Determinacion de la Actividad Antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante del extracto seco hidroalcohdlicoal 70%

de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” se realizé de acuerdo al método de Brand-
Williams. (79)

Procedimiento:

1.

Se prepararon las concentraciones 100, 70, 50, 30, 10, 5 pg/mL del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% en etanol absoluto. El control positivo fue una solucién de
acido ascérbico hecha en concentraciones de 100, 70, 50, 30, 10, 5 yg/mL en etanol
absoluto.

La solucién de DPPH (0.004%) fue preparada en etanol absoluto y 5 mL de esta
solucion fue mezclada con el mismo volumen del extracto y solucion estandar
separadamente.

Estas soluciones fueron guardadas en la oscuridad por 30 minutos para leer sus
absorbancias a 517nm. El grado de coloracion DPPH-morado a DPPH-amarillo
indicara la eficiencia de captacién del extracto. Bajas absorbancias de la reaccion
de la mezcla indican una alta actividad de captacion de radical libre. La actividad de

captacion frente a DPPH fue calculada usando la ecuacion.

(Am — Ab)
—x

Porcentaje de Captacion de Radicales libres = 100 — 100

Donde:

Am= Absorbancia de la muestra

Ab= Absorbancia del blanco de la muestra

Ac= Absorvancia del control

3.4.3 Determinacion de la Actividad Antibacteriana

3.4.3.1 Primera Fase

a. Cepas ATCC: Reactivacion

La cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue adquirida de Microbiologics Inc, para

su reactivacion se uso Agar tripticasa Soja, empleando las instrucciones.
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b. Conservacion de la Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

La cepa fue conservada en un tubo de ensayo con tapa y con 5 mL de caldo BHI
debidamente rotulado y codificado e incubado a 37°C por 24 horas, para posteriormente

ser conservado a 4°C en refrigerador. (80)

c. Estandarizacion de la curva de crecimiento para Staphylococcus aureus ATCC

25923

e Setomod una asada de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (que se encontraba
en conservacion en el caldo BHI) y se inoculé en 5 mL de caldo BHI.

e Se incubd durante 24 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se ajustd la
suspension bacteriana a la turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala de
McFarland, inmediantamente después de realizé una dilucién de 1/100 tomando
1mL de este caldo con la cepa y vertirlo en un matraz con 99 mL de caldo BHI
puro.

e Se incubd a 37°C, la evaluacion del crecimiento Bacteriano se realizé cada
media hora mediante la lectura de la absorbancia del cultivo a una logitud de
onda de 623nm en el espectrofotdmetro durante 10 horas. (81)

d. Estandarizacion de la Concentracion Antibacteriana del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Las concentraciones se determinaron hallando el factor de incremento para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, teniendo en cuenta las concentraciones minima'y

maxima inhibitorias. (81)
factor de Incremento = VI

Donde:

Concentracion Maxima

Concentraciéon minima
r=N-1

N = Numero de concentraciones con las que se desea trabajar.
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Las concentraciones con las que se trabajara seran las siguientes.

l.

Il.
M.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.
[X.
X.
XI.
XII.

Concentracion minima = Concentracion 1

Concentracion 1 x Factor de Incremento = Concentracion 2
Concentracion 2 x Factor de Incremento = Concentracion 3
Concentracion 3 x Factor de Incremento = Concentracion 4
Concentracion 4 x Factor de Incremento = Concentracion 5
Concentracion 5 x Factor de Incremento = Concentracion 6
Concentracion 6 x Factor de Incremento = Concentracion 7
Concentracion 7 x Factor de Incremento = Concentracion 8
Concentracion 8 x Factor de Incremento = Concentracion 9
Concentracion 9 x Factor de Incremento = Concentracion 10
Concentracion 10 x Factor de Incremento = Concentracion 11

Concentracion Maxima

e. Prueba de la Actividad Antibacteriana por el método de Pozos Excavados para

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Preparacién del inéculo:

Se cultivé la especie bacteriana en estudio en 5 mL de caldo BHI y se incubaré a una

temperatura de 37°C durante 7 horas (Segun la curva de crecimiento). Luego se ajusto

la suspension bacteriana a la turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala de
MacFarland. (80)

Preparacion de las placas Petri y procedimiento:

Se preparoé las placas Petri con Agar Muller Hinton 20 mL aproximadamente.
Luego se incubd a 37°C por 24 horas para el estudio de control de esterilidad.
Se preparo las concentraciones del extracto en mg/mL y los farmacos patron
(Penicilina 1Ul/25pL, Doxiciclina 30ug/25uL). (80)

Obtenida la suspension bacteriana (0.5 MacFarland=1.5x108UFC/mL). Se
procedi6 a la siembra con la ayuda de un hisopo estéril, en las placas de agar
Muller Hinton ya prepradas.

Se incubaron a 37°C por 30 minutos, luego se hicieron 3 pozos por placa con la
ayuda de una pipeta Pasteur (diametro de 5.9 nm).

Luego usando una micropipeta se depositaron los extractos ya preparados y los
farmacos patrén en los pozos.

Finalmente se incubaron a 37 °C por 24 horas, luego de este tiempo se midieron

los diametros de los halos formados. (82) (83)
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3.4.3.2 Segunda Fase

a. Aislamiento de las cepas Staphylococcus aureus

El aislamiento e identificacidon de las cepas Staphylococcus aureus fueron realizadas en
el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Medicina Humana-
UNSAAC en Setiembre del ano 2017, se tomaron las muestras bioldgicas mediante un
hisopado faringeo con el fin de aislar a Staphylococcus aureus de la microbiota que se

encuentra en el humano.

Las muestras se inocularon en caldo BHI y se incubaron durante 24 horas a 37°C para

su optimo crecimiento y reproduccion. (84)
Identificacion

Del cultivo en caldo BHI se realizé una resiembra en Agar Manitol Salado (durante 24
horas a 37°C) para identificar la presencia de Staphylococcus aureus en dicho medio
de cultivo al ser selectivo permitié el aislamiento y diferenciacién de Staphylococcus

aureus, generando colonias con zonas amarillas a su alrededor. (84)
La identificacion del microorganismo se realizé mediante las siguientes consideraciones:

Tincion Gram
Prueba de Catalasa

Fermentacion del Manitol

N~

Prueba de Coagulasa (84)
Obtencion de las muestras:

Una vez obtenidos los cultivos positivos, los microorganismos fueron aislados a 5 mL de
caldo BHI con el fin de ser conservadas para realizar el respectivo ensayo de

sensibilidad bacteriana. (80)
b. Procesamiento bacteriolégico

Las bacterias aisladas de cultivos positivos previamente identificadas en el laboratorio
fueron conservadas en tubos con 4 mL de Agar Tripticasa Soja en pico de flauta
debidamente rotulados y codificados en incubados a 37°C por 24 horas, para
posteriormente ser conservados a 4°C en refrigerador y replicados a un medio cada 15

dias para la conservacion de la cepa. (80)
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c. Estandarizacién de las curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus

Para proceder a la estandarizaciéon de las curvas de crecimiento, se tomo un inéculo de
cada una de las bacterias que se encontraban en estado de conservacion en el Agar
Tripticasa Soja, este inéculo se propagd en 5 mL de caldo de cultivo BHI para luego
incubar durante 24 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se realizé una dilucion de
1/100 tomando 1 mL de este caldo con bacterias y vertiéndolo en un matraz con 99 mL
de caldo BHI puro, luego se incubé a 37 °C, la evaluacién del crecimiento bacteriano se
realizara a cada hora mediante la lectura de la densidad 6ptica (D.O) del cultivo a una

longitud de onda de 623 nm en el espectrofotometro. (81)

d. Prueba de sensibilidad por el método de pozos excavados

o Preparacion del inéculo:

Se Cultivaron las especies bacterianas en estudio en 5 mL de caldo BHI y se llevara a
la estufa a una temperatura de 37 °C durante 5 a 6 horas (segun la Curva de

Crecimiento), con la finalidad de realizar a partir de este el sembrado en placas. (80)

o Preparacion de las palcas Petri y procedimiento

1. Se prepararon las placas Petri que contengan Agar Muller Hinton con una cantidad
de 20 mL aproximadamente, luego se incubaron a 37 °C por 24 horas para el
respectivo control de esterilidad. (80)

2. Se elaboraron los preparados de las concentraciones del extracto en mg/mL y los
farmacos patrén (Penicilina 1U1/25uL, Doxiciclina 30ug/25uL). (80)

3. Una vez obtenida la suspensién bacteriana se procedio a la siembra con la ayuda
de un hisopo estéril, en placas con agar Muller Hinton ya preparadas.

4. Se incubaron a 37°C por 30 minutos, luego se realizaron 3 pozos por palca con la
ayuda de una pipeta Pasteur (diametro 5.9 mm)

5. Luego usando una micropipeta se depositaron los extractos ya preparados y los
farmacos patrén en los pozos.

6. Finalmente se incubaron a 37°C por 24 horas, luego de este tiempo se mediran los

halos formados. (82)

3.4.4 Técnicas para el Analisis y Procesamiento de Datos

Para el Analisis Estadistico de los datos en la Determinacion de la Actividad Antioxidante
y Antibacteriana in Vitro del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia
C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas ATCC y cepas aisladas de Staphylococcus aereus.
Se uso el paquete estadistico Statistical Package for Social Sciences (SPSS), en el cual

se realizo la distribucién ordenada de los datos para procesar la informacion sin errores.
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CAPITULO IV: ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Porcentaje de Humedad

Tabla 5: Resultado del Porcentaje de Humedad de las partes aéreas de Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

N° de Determinaciones 1 2 3
Peso de la muestra fresca 5.007 g 5.039¢ 5.060 g
Peso de la muestra seca 2.832¢g 2.837¢g 2.835¢
Porcentaje de humedad 43.43% 43.69% 43.97%
Promedio de Porcentaje
de Humedad 43.69 %

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION

Segun la Tabla N°5, la especie en estudio (Caiophora Cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”)
presenta un porcentaje de humedad de 43.69 valor que refleja un alto contenido de agua

en las partes aéreas de la especie vegetal en estudio.

Como dice Stubsgaard, F., 1997 (85), el contenido de humedad determina la actividad
fisioldgica y bioquimica en la planta, por lo tanto, la determinacién del porcentaje de
humedad es un parametro indicador de la cantidad relativa de agua, sustancias que

participan en los procesos de degradacion de metabolitos con accidén de enzimas.

Por ello, el proceso de secado es de suma importancia, porque ademas de lo ya
mencionado del porcentaje de humedad es un factor para el desarrollo de bacterias,
hongos y la produccion de reacciones de oxidacion e hidrdlisis, que son los principales
causales de descomposicion o alteracién de los metabolitos presentes en la planta, este
procedimiento se realizd en un ambiente fresco y limpio con lo cual se estabilizaron los
procesos enzimaticos e interrumpieron la degradacion de los metabolitos secundarios

de las plantas en estudio.
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4.2 Porcentaje de Rendimiento de Extraccion

Tabla 6: Porcentaje de Rendimiento de Extraccion de las partes aéreas de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

Peso de la muestra molida 2509
Peso del extracto seco 85.486 g
Porcentaje de extraccion 34.19%

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION:

Los resultados de la Tabla N°6 permitié determinar la cantidad necesaria de muestra

vegetal para la realizacion del trabajo de Investigacion.

El porcentaje de extraccion de las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori

kisa” obtenido por maceracion con etanol al 70% fue de 34.19%, valor que indica un

rendimiento estandar para este tipo de especie vegetal.

4.3 Pruebas de Solubilidad

Para la determinacién de las pruebas de solubilidad del extracto seco hidroalcohdlico al

70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” se utilizaron diferentes solventes de

diferente polaridad obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 7:Pruebas de Solubilidad del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora

cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

SOLVENTE GRADO DE SOLUBILIDAD
Agua destilada ++

Metanol -

Etanol 40% ++

Etanol 70% +++

Etanol 90% +

Acetato de etilo -

Acetona +

Cloroformo -

Hexano +

Fuente: Datos Experimentales del Estudio
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Leyenda:

Muy soluble
Soluble
Poco soluble
Insoluble

ANALISIS E INTERPRETACION:

+++
++

Como podemos apreciar en la tabla N° 7 el extracto seco de las partes aéreas de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” obtenido por maceracién con etanol al 70%

muestra poca solubilidad en los diferentes solventes polares y apolares.

El extracto es muy soluble en alcohol al 70% cumpliéndose que lo semejante disuelve

a lo semejante. Ademas, se puede apreciar que es soluble en agua destilada y etanol

40%, poco soluble en etanol 90%, acetona y hexano e insoluble en metanol en metanol

y hexano. Segun estos resultados el extracto seco hidroalcohdlico de las partes aéreas

de Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa” presenta naturaleza parcialmente polar.

4.4 Analisis Fitoquimico Cualitativo

Tabla 8: Analisis Fitoquimico Cualitativo del extracto seco hidroalcohélico de Caiophora

cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa

METABOLITO SECUNDARIO REACTIVOS RESULTADOS
Azucares reductores Benedict +++
Flavonoides Shinoda y NH3 +++
Compuestos fendlicos Cloroformo +

Alcaloides Wagner

Lactonas Acido picrico +++

Quinonas KOH 10% +++

Taninos KOH 10% +++

Saponinas Prueba de espuma +

Aminoacidos Ninhidrina +++

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

Leyenda:
e Abundante cantidad
e Regular cantidad
e Poca cantidad
e Ausente

+++
++
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INTERPRETACION, ANALISIS Y DISCUSION:

Segun los resultados de coloracion y precipitacion obtenidos en la marcha fitoquimica
se observa que el extracto de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” presenta
abundante cantidad de azucares reductores, flavonoides, lactonas, quinonas, taninos y
aminodacidos; ligera cantidad de compuestos fendlicos y saponinas; y ausencia de

alcaloides.

Aquino E. (2017) (21) al estudiar el aceite esencial de Caiophora cirsifolia determiné

que presenta abundante cantidad de alcaloides, fenoles y carbohidratos.

Quino F. et al. (2015) (23) al estudiar las caracteristicas fitoquimicas de Caiophora
carduifolia determin6 la presencia de compuestos fendlicos, saponinas, alcaloides,

aminoacidos libres y flavonoides.

Matta M. (2009) (13) al estudiar los extractos, aceites e infusos de Caiophora sepiaria
determind la presencia de terpenos y esteroles en el aceite esencial, flavonoides y
cumarinas en la infusion y respecto a Caiophora rhameri determina la presencia de
terpenos en el aceite esencial esteroles y triterpenos, flavonoides y cumarinas en la
infusion.

Los flavonoides son sintetizados por las plantas en respuesta a una infeccién
microbiana; su actividad probablemente se debe a su habilidad de formar complejos con
proteinas extracelulares solubles, asi como también formar complejos con la pared
celular bacteriana, los flavonoides mas lipofilicos probablemente sean los que
quebrantan la membrana celular. Ademas, los flavonoides tienen la capacidad para

neutralizar radicales libres. (86)

Segun estos resultados la actividad antioxidante y antibacteriana se deberia a la

presencia de Flavonoides.
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4.5 Control Microbiolégico

Tabla 9: Resultados del Control Microbiolégico del extracto seco hidroalcohélico al 70%

de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

<102 UFC

CRITERIOS | RESULTADOS EN LIMITES OBSERVACIONES
LADILUCION 10" | MICROBIOLOGICOS
PERMISIBLES (LMP)
CRITERIO Ausencia de Salmonella spp: La muestra cumple
IMPERATIVO | Salmonella spp Ausencia los LMP
CRITERIOS Numero de Escherichia coli: La muestra cumple
INDICATIVOS | Coliformes fecales: Ausencia los LMP
DE HIGIENE | Escherichia coli:
Ausencia
CRITERIO DE | Recuento de
ALERTA O | microorganismos 10* - 10° UFC La muestra cumple
LIMITES Aerobios Mesdfilos los LMP
CRITICOS Viables:
<10? UFC
Recuento de
hongos y levaduras 102 -103 UFC La muestra cumple

los LMP

Fuente: Resultado de Control Microbiolégico (ANEXO 2)

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la tabla N° 9 se muestran los resultados del analisis microbioldgico realizado al

extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” para

determinar la presencia de microorganismos contaminantes. Los resultados indican que

los extractos estan libres de contaminacion (salmonella, coliformes fecales, mesdfilos

viables hongos y levaduras), usando los criterios que se encuentran dentro de los limites

de Control de Calidad a nivel microbioldgico indicado por la DIGESA y el MINSA, lo cual

nos lleva a decir que los extractos estan aptos para el ensayo de la actividad antioxidante

y antibacteriana in vitro. (87)
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4.6 Determinacion de la Actividad Antioxidante

Grafico 1: Efecto del porcentaje de Actividad de Captacion del Radical DPPH del Patron
Acido Ascorbico
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION ANALISIS Y DISCUSION:

El Grafico N° 1 muestra el porcentaje de captacién de radical libre DPPH por el acido
ascorbico, observandose un 98.83% a una concentracion de 100pug/mL y un 87.52% a
5ug/mL del cual se puede observar que a medida que aumenta la concentracion del
patron aumenta también el porcentaje de actividad antioxidante del cual se puede

concluir que a mayor concentracion mayor capacidad antioxidante.

Teves F. (2011) (88) en su estudio sobre la actividad antioxidante in vitro de 4 especies
vegetales mediante el método DPPH reporta el uso de acido ascérbico como patron en
el que se trabajé a diferentes concentraciones de 0.25ug/mL, 0,5 pg/mL, 1pg/mL,
1.5ug/mL, 2ug/mL, 3pug/mL, 5ug/mL y 7.5ug/mL obteniéndose porcentajes de inhibicién
de 7.21%. 14.01%, 31.21%, 46.28%, 56.05%, 77.70%, 81.10% y 81.74%

respectivamente.

Ninantay K., Ardiles L. (2018) (89) en su estudio sobre la actividad antioxidante de 2
especies vegetales reportan al acido ascorbico como patron, trabajaron a
concentraciones de 10ug/mL, 50ug/mL y 100ug/mL y obtuvieron porcentajes de
inhibicion de 95.52%, 96.5% y 96.78% respectivamente.
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El acido ascérbico actua como antioxidante al estar disponible para una oxidacion
energéticamente favorable. El acido ascorbico es un donante de electrones y esta

propiedad representa todas sus funciones conocidas. (11)

Tabla 10: Resultados de la Actividad Antioxidante del extracto seco hidroalcohoélico al

70% de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa”

EXTRACTO SECO PORCENTAJE | PROMEDIO DE
HIDROALCOHOLICO AL 70% | DE ACTIVIDAD | PORCENTAJE
DE Caiophora cirsiifoliaC. | DE CAPTACION | DE ACTIVIDAD
Pres| “Ccori kisa” DE RADICALES | DE CAPTACION
(ug/mL) LIBRES DE RADICALES
LIBRES
43.03
5 43.94 43.64
43.94
73.77
10 74.14 74.01
74.14
82.82
30 83.18 83.06
83.18
85.89
50 86.25 86.13
86.25
88.60
70 88.78 88.78
88.96
90.77
100 90.77 90.69
90.55

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

Abs. Control: 0.553

INTERPRETACION, ANALISIS Y DISCUSION:

Se detallan los porcentajes de actividad antioxidante del extracto seco hidroalcohdlico
al 70%de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa” obteniéndose 90.69% a 100ug/mL y

un 43.64% a 5pg/mL; los resultados del porcentaje de captacion y/o inhibicion de
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radicales DPPH nos indica que a medida que aumenta la concentracion del extracto
seco hidroalcohdlico al 70% aumenta también el porcentaje de inhibicion del cual se

puede concluir que a mayor concentracion mayor capacidad antioxidante.

Quino F. et al (23), reportd capacidad antioxidante Caiophora carduifolia superior al
25% a 0.420 mg/mL por el método DPPH, mientras Khera S. et al, 2003 (90) reporté
que Caiophora coronata, alcanzo altos potenciales de inhibicion mediante el método de
DPPH y ABTS.

Compuestos con potencial antioxidante pueden actuar como prooxidantes, el grupo de
sustancias polifenolicas en parte proporcionan ligeras cargas prooxidantes a traves de

reacciones de transferencia de electrones llevando a una formacion moderada de ROS
influyen en ello factores como: la concentracion efectiva que se alcance en el sitio donde
la ERO es formada; las condiciones del ensayo, la estabilidad del radical del flavonoide
formado al donar un atomo de hidréogeno al radical atacante; la lipofilicidad para ser

captados por la membrana y el pH del medio. (91)

4.6.1 Valor de concentracion de inhibicion 50 (IC50)

Grafico 2: Concentracion de Inhibiciéon 50 del extracto seco hidroalcohoélico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa”
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio
INTERPRETACION, ANALISIS Y DISCUSION:

En el Grafico 2 se observa el valor de IC50 del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” con el valor de 18.31ug/ml. Este valor indica
que cuanto menor sea el IC50 del extracto tendra mayor actividad antioxidante segun
Carhuapoma M., (2006) (92) en su trabajo sobre actividad antioxidante de Luma
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chequen (Arrayan), donde trabajo con tres concentraciones (10 ug/ml, 50 ug/ml y
100ug/ml), para determinar el IC50; el aceite esencial de arrayan presento valores de
43.3571ug/ml, y la vitamina C de 36.4090ug/ml, de IC50 respectivamente.

Este dato sirve de referencia para comparar la actividad antioxidante del extracto que

presenta una excelente capacidad antioxidante.

Tabla 11: Resultados Descriptivos de la Actividad Antioxidante del extracto seco

hidroalcohélico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa”

CONCENTRACION DEL N MEDIA DESVIACION MINIMO MAXIMO
EXTRACTO ESTANDAR
(ug/mL)

5 3 43.64 0.53 43.03 43.94
10 3 74.02 0.21 73.77 74.14
30 3 83.06 0.21 82.82 83.18
50 3 86.13 0.21 85.89 86.25
70 3 88.78 0.18 88.60 88.96
100 3 90.70 0.13 90.55 90.77

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la tabla N° 11 se observan los resultados descriptivos de la actividad antioxidante del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa” donde
la media mayor fue de 90.70% a 100ug/mL de extracto y la media de menor actividad
fue de 43.64% para una concentracion de Sug/mL, se distingue que los porcentajes de

captacion de radical DPPH son concentraciones-dependientes.

Tabla 12: Analisis de la Varianza (ANOVA) para la Actividad Antioxidante del

extracto seco hidroalcohodlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori

kisa”
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4696.048 5. 939.210 12341.783 0.000
Dentro de
0.913 12 0.076
grupos
Total 4696.962 17

Fuente: Datos Experimentales del Estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION:

La tabla N° 12 muestra el analisis de Varianza de los resultados de la actividad
antioxidante del extracto seco hidroalcohodlico al 70%de Caiophora cirsiifolia C. Presl
“Ccori kisa” de la tabla N° 11, segun la tabla N° 12 se aprecia que se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en las medias del porcentaje de captacion de
radical DPPH a favor del extracto de Caiophora cirsiifolia C. Presl, siendo el valor de la
significancia 0.00 (<0.005), por tanto se acepta la hipdtesis alterna de que las
concentraciones agrupadas de extracto no tienen un efecto similar en la captacion del
radical DPPH.

Tabla 13: Prueba de Scheffé para la Actividad Antioxidante del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa”

CONCENTRACION SUBCONJUNTO PARA ALFA = 0.05
DEL EXTRACTO
— N 1 2 3 4
5 3 | 43.6367
10 3 74.0167
30 3 83.0600
50 3 86.1300 | 86.0600
70 3 88.7800 | 88.7800
100 3 90.6967
Sig. 1.00 1.00 262 ,092

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la tabla N° 13 se realizé la prueba de post hoc de Scheffé que realiza todos los
contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacién entre la
media de los porcentajes de actividad de captacion de radicales obteniéndose 4
subgrupos de concentraciones, entre los grupos 3 y 4 se observa heterogeneidad ya
que el valor de significancia es mayor de 0.05 a excepcion de los grupos 1y 2 que solo

se encuentra conformado por la media del porcentaje de actividad de captacion de

radicales.
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Grafico 3: Porcentaje de Actividad de Captacién del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION:

Se muestran graficamente las medidas de los porcentajes de actividad de captacién de

extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”

obteniéndose 90.69% a 100ug/mL. Se muestran variaciones de actividad, siendo

proporcionales a la concentracion.
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Grafico 4: Comparacioén del porcentaje de actividad de captacion de radicales
libres entre el Acido Ascérbico y el extracto seco hidroalcohélico al 70% de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION:

En el grafico N°3 se observan los resultados del efecto de captaciéon de radical DPPH
del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa” y
el patron &cido ascorbico, expresados en porcentajes. Donde se muestran a
concentracion de 100ug/mL actividades de 98.83% y 90.69% del patrén acido ascorbico
y extracto seco hidroalcohdlico al 70% respectivamente con una diferencia entre ambos
8.14%.
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4.7 Determinacioén de la Actividad Antibacteriana

4.7.1 De la estandarizacién de la Curva de Crecimiento para Staphylococcus

aureus ATCC 25923

Tabla 14: Absorbancias para la Estandarizacion de la Curva de Crecimiento para
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Horas Absorbancias (A 623 nm)
0.5 0.016
1.0 0.027
1.5 0.035
2.0 0.060
25 0.108
3.0 0.191
3.5 0.270
4.0 0.343
4.5 0.400
5.0 0.482
5.5 0.560
6.0 0.627
6.5 0.720
7.0 0.789
7.5 0.881
8.0 0.954
8.5 1.008
9.0 1.018
9.5 1.029
10.0 1.035

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION:

En la tabla N°14 se observan los valores de las absorbancias obtenidas en la curva de
crecimiento para Staphylococcus aureus ATCC 25923 en caldo BHI cada 30 minutos

por el lapso de 10 horas a una longitud de honda de 623nm
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Grafico 5: Curva de Crecimiento para Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS E INTERPRETACION:

En el grafico N° 4 se puede observar el desarrollo de la bacteria en estudio Staphylococcus aureus ATCC 25923; donde se aprecia la curva de
crecimiento celular y se pueden reconocer las fases de crecimiento como son: La fase estacionaria, la fase exponencial y la fase de latencia. La
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se adapté al medio de cultivo en un tiempo de 2 horas, esta fase es la llamada fase de latencia;
la fase exponencial de crecimiento esta entre las 2 y 8.5 horas, es esta fase donde la cepa ya esta adaptada a su ambiente por lo que presenta
un crecimiento acelerado, entre las 8.5 y 10 horas se puede observar la fase estacionaria , donde los nutrientes del medio se estan agotando, y
ademas existe la acumulacion de desechos metabdlicos de la bacteria este grafico es semejante a la curva de crecimiento tipica de una poblacién
bacteriana segun Madigan, M., 2003 (68).
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4.7.2 De la Estandarizacion de la Curva de Crecimiento para Cepas Aisladas
Staphylococcus aureus
Tabla 15: Absorbancias para la Estandarizacion de la Curva de Crecimiento para

cepas aisladas de Staphylococcus aureus

Cepa Aislada de Staphylococcus aureus
Horas Absorbancias (A 623 nm)
0.5 0.101
1.0 0.113
1.5 0.129
2.0 0.234
25 0.395
3.0 0.432
3.5 0.539
4.0 0.689
4.5 0.802
5.0 0.971
5.5 1.203
6.0 1.39
6.5 1.425
7.0 1.483
7.5 1.517
8.0 1.574
8.5 1.639
9.0 1.698
9.5 1.703
10.0 1.712

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION:

En la tabla N°15 se observan los valores de las absorvancias obtenidas en la curva de
crecimiento de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus en caldo BHI cada 30

minutos por el lapso de 10 hors a una longitud de honda de 623nm.
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Grafico 6: Curva de Crecimiento para Cepas Aisladas de Staphylococcus aureus
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Fuente: Datos Experimentales del Estudio

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS:

En el grafico N° 5 se puede observar el desarrollo de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus; donde se aprecia la curva de crecimiento
celular y se pueden reconocer las fases de crecimiento como son : la fase estacionaria, la fase exponencial y la fase de latencia. Las cepas
aisladas de Staphylococcus aureus se adaptaron al medio de cultivo en un tiempo de media hora, esta fase es la llamada fase de latencia; la
fase exponencial esta entre las 1 y 6.5 horas, en esta fase donde la cepa ya esta adaptada a su ambiente por lo que presenta un crecimiento
acelerado; entre las 7 y 10 horas la bacteria entra en la fase estacionaria debido a que los nutrientes del medio se estan agotando, y ademas de
la acumulacién de desechos metabdlicos de la bateria. Probablemente las lecturas sigan aumentando muy ligeramente como en el estudio de
Martinez S, 2005 (93), donde las lecturas crecen levemente desde las 8 horas hasta las 24 horas segun Madigan M, 2005 (68) muchas
funciones bioquimicas contintdan, algunas bacterias crecen y otras mueren llegando a un equilibrio y puede deberse a en el método
espectrofotométrico no se distingue a las células muertas de viables, por lo que, todos los elementos del medio , al cabo de las horas seran
leidos.
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4.7.3 Del Ensayo de la Sensibilidad Bacteriana de la Prueba Piloto sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.7.3.1 Resultado de los Diametros de los Halos de Inhibiciéon de la Actividad

Antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% De Caiophora cirsiifolia

C. Presl “Ccori kisa” obtenidos en

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tabla N°16: Resultados de la Prueba Piloto del extracto seco hidroalcohélico al

70% sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

la Prueba Piloto sobre Cepas de

N° de | Concentracion del | Diametro del Halo de Inhibicion (mm) en cepas de
disco Extracto Staphylococcus aureus ATCC 25923
(mg/25ul) IG G G Promedio
1 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.30 7.80 7.50 7.30 7.53
4 0.40 8.50 8.60 8.55 8.55
5 0.50 10.00 10.20 10.10 10.07
6 0.80 11.60 11.40 11.70 11.57
7 1.00 12.40 12.80 12.50 12.57
8 1.50 13.60 13.70 13.60 13.63
9 2.50 14.90 14.70 14.50 14.70
10 5.00 15.60 15.50 15.70 15.60
11 7.50 16.90 16.50 16.50 16.63
12 10.00 17.50 17.00 17.00 1717
13 18.70 19.00 18.50
14 20.00 18.20 18.15 18.18 18.17
15 30.00 17.92 17.85 17.83 17.87
16 50.00 18.13 18.15 18.17 18.15

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

IG: Primer Grupo de Halos

lIG: Segundo Grupo de Halos

llIG: Tercer Grupo de Halos
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 16 se encuentra los resultados de los didmetros de los halos de inhibicién
obtenidos de la prueba piloto de la evaluacién del extracto seco hidroalcohdlico al 70%

sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla podemos ver que el extracto presenta un halo minimo de inhibicion de
7.53mm en promedio a una concentracion de 0.30mg/25pL, a menores concentraciones
no se logran obtener halos de inhibicién, como se observa a la concentracion de
0.10mg/25uL se pusieron valores de 0.00 que presenta alrededor del pozo que mide

6mm no se videncia ningun halo.

Los halos maximos promedio que se obtuvieron fueron de 18.73mm en promedio a una
concentracion de 12.50mg/25uL, concentraciones mayores se obtienen halos menores
que se indican que el extracto empieza a perder actividad sobre la cepa e incluso a

mayores concentraiones se observo en el experimento saturacion del extracto en pozos.

De esta manera se evidencia que el extracto etandlico de las partes aéreas de
Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” posee actividad antibacteriana in vitro sobre

las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Con las concentraciones de los halos mayores y menores, se procedid a calcular el
Factor de Incremento para obtener las concentraciones estandarizadas del extracto

seco hidroalcohdlico de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa”.
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Tabla 17: Resultados Descriptivos para la Prueba Piloto de la Actividad

Antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia

C. Presl “Ccori kisa” sobre la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC

25923
CONCENTRACION
DEL EXTRACTO o
(mg/25uL) Desviacion
N Minimo Maximo Media Estandar

0.05 3 0.00 0.00 0.00 0.00
0.1 3 0.00 0.00 0.00 0.00
0.3 3 7.30 7.80 7.53 0.25
0.4 3 8.50 8.60 8.55 0.05
0.5 3 10.00 10.20 10.10 0.10
0.8 3 11.40 11.70 11.57 0.15
1 3 12.40 12.80 12.57 0.21
1.5 3 13.60 13.70 13.63 0.06
25 3 14.50 14.90 14.70 0.20
5 3 15.50 15.70 15.60 0.10
7.5 3 16.50 16.90 16.63 0.23
10 3 17.00 17.50 1717 0.29
12.5 3 18.50 19.00 18.73 0.25
20 3 18.15 18.20 18.18 0.03
30 3 17.83 17.92 17.87 0.05
50 3 18.13 18.17 18.15 0.02

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

En la tabla N° 17 se observan los resultados descriptivos de la prueba piloto, donde la

media del diametro de mayor actividad fue de 18.73mm a una concentracién de extracto

de 12.5mg/25pL y la medida del diametro de menor actividad fue de 7.53mm a una

concentracion de extracto de 0.3mg/25uL. La menor desviacion estandar de la media

de didametro de inhibicién se dio a una concentracion de 0.4mg/25uL con 8.55mm de

diametro. Se distingue que los diametros entre los puntos mayor y menor son

concentraciones-dependientes.
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Tabla 18: Analisis de Varianza (Anova) para la Prueba Piloto de la Actividad
Antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia

C. Presl “Ccori kisa” sobre la Cepa Bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC

25923
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1637.236 15.000 109.149 4375.809 0.000
Dentro de
0.798 32.000 0.025
grupos
Total 1638.035 47.000

Fuente: Datos Experimentales del Estudio
INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

La tabla N° 18 muestra el Andlisis de varianza de los resultados de la actividad
antibacteriana de la prueba piloto del extracto seco hidroalcohdélico al 70% de Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 de la tabla
N° 16, segun la tabla N° 18 se aprecia que se encontré una diferencia estadisticamente
significativa en las medidas del diametro de inhibicién de crecimiento bacteriano a favor
del extracto de Caiophora cirsiifolia C. Presl, siendo el valor de la significancia 0.000
(<0.05), por tanto se acepta la hipotesis alterna de que las concentraciones agrupadas

de extracto no tienen un efecto similar en la inhibicidon de crecimiento.
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Tabla 19: Prueba POST HOC de Scheffé para la Prueba Piloto de la Actividad

Antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia

C. Presl “Ccori kisa” sobre la Cepa Bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC

259

23

Concentracion
del (mg/25ul)

SUBCONJUNTO PARA ALFA = 0.05

4

5

6

7

0.05
0.1
0.3
0.4
0.5
0.8

1

1.5
25
5
7.5
10
12.5
30
50
20
Sig.

W W W W W W W WwWwWwWwwwwwwow

0.0000
0.0000

1.000

7.5333
8.5500

734

10.1000
11.5667
12.5667

.262

11.5
12.5
13.6

667
667
333

453

13.6333
14.7000

0.80

14.7
15.6
16.6

000
000
333

.092

17.1667
18.7333

146

17.8667
18.1500
18.1767

.558

18.1500
18.1767
.376

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 19 segun la prueba de POST HOC scheffé que realiza todos los contrastes

de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacion entre la media de los

halos de inhibicion obteniéndose 9 subgrupos de concentraciones. Entre los subgrupos

se observa heterogeneidad ya que el valor de significancia es mayor de 0.05.

También podemos observar que el subgrupo 7 esta conformado por las concentraciones

que presentaron una actividad antimicrobiana marcada que segun Toda y Col es a partir

de 16mm.
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4.7.3.2 Resultado de los Diametros de los Halos de Inhibiciéon de la Actividad

Antibacteriana del Extracto Seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia

C. Presl “Ccori kisa” obtenidos en la Prueba Piloto sobre Cepas Aisladas de

Staphylococcus aureus.

Tabla 20: Resultados de la Prueba Piloto del extracto seco hidroalcohdlico al

70% sobre Cepas Aisladas de Staphylococcus aureus.

N° de | Concentracion del Diametro del Halo de Inhibicién (mm) en cepas
disco Extracto aisladas de Staphylococcus aureus
(mg/25ul)) IG G NG Promedio

1 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.30 0.00 0.00 0.00 0.00
4 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00
6 0.80 0.00 0.00 0.00 0.00
7 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
8 1.50 0.00 0.00 0.00 0.00
9 2.50 0.00 0.00 0.00 0.00
10 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00
11 7.50 0.00 0.00 0.00 0.00
12 10.00 0.00 0.00 0.00 0.00
13 12.50 0.00 0.00 0.00 0.00
14 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15 30.00 0.00 0.00 0.00 0.00
16 50.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

IG: Primer Grupo de Halos

lIG: Segundo Grupo de Halos

llIG: Tercer Grupo de Halos
INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 20 se muestran los resultados de los diametros de los halos de inhibicidon

obtenidos en la prueba piloto de la evaluacion del extracto seco hidroalcohdlico de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” frente a cepas aisladas de Staphylococcus

aureus. En el cual podemos observar que el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de

Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” no presenta actividad antibacteriana, no formo
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en ninguna concentracién halo de inhibicion como se puede evidenciar, se debe a que
la cepa aislada de es una bacteria resistente y muy patogena ya que al realizar el ensayo
con 2 antibidticos patron (Penicilina 10 Ul/25ul y Doxiciclina 30ug/25uL) no se formaron

halos de inhibicion con Penicilina y fue de resistencia intermedia con Doxiciclina.

4.7.3.3 Determinacion de las concentraciones estandarizadas para el ensayo de la
Actividad Antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70% sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Factor de Incremento = 1.49
INTERPRETACION:

Empleando la féormula de estandarizacion, se logra hallar el factor de incremento de
concentraciones de extracto al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Pres| “Ccori kisa” a usarse
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, obteniedose un factor de incremento de
1.49.

Tabla 21: Concentraciones Estandarizadas del extracto seco hidroalcohdélico al

70% sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

OPERACION N° DE RESULTADO
CONCENTRACION mg/25uL
Concentracién minima Concentracion 1 0.300
Concentracion 1 x F Concentracion 2 0.450
Concentraciéon 2 x F Concentracion 3 0.590
Concentraciéon 3 x F Concentracion 4 0.750
Concentraciéon 4 x F Concentraciéon 5 0.190
Concentraciéon 5 x F Concentracion 6 1.490
Concentracién 6 x F Concentracion 7 2.240
Concentraciéon 7 x F Concentracion 8 3.730
Concentracién 8 x F Concentracion 9 7.450
Concentraciéon 9 x F Concentracion 10 11.160
Concentracion 10 x F Concentracion 11 14.900
Concentracion 11 x F Concentracion 12 18.630

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

98



INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 21 se encuentran los valores de las concentraciones antibacterianas
estandarizadas determinadas luego de hallar el factor de incremento, con los datos
obtenidos de la orueba piloto. Como se puede observar la concentracién minima
prevalece de la prueba piloto (0.30mg/25uL) y la concentracion maima a evaluarse
ahora es 18.630mg/25L con estas concentraciones se procedid al nuevo ensayo de la

actividad antibacteriana.

4.8 Del Ensayo de la actividad Antibacteriana con las concentraciones

estandarizadas sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.8.1 Resultados de los diametros de los Halos de Inhibicién de la Actividad
Antibacteriana del Extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia
C. Presl “Ccori kisa” sobre Cepas de Staphylococcus aureus ATCC obtenidos con
las Concentraciones Estandarizadas.
Tabla 22: Halos de Inhibicién del extracto Seco hidroalcohélico al 70% sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con las Concentraciones

Estandarizadas.

N° de Concentracion del Diametro del Halo de Inhibicion (mm) en
disco extracto cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(mg/pl) IG G G Promedio

1 0.300 8.10 8.10 8.00 8.06
2 0.450 10.00 10.20 10.10 10.10
3 0.590 11.30 11.20 11.30 11.27
4 0.750 12.50 12.40 12.50 12.47
5 0.950 13.20 13.40 13.30 13.30
6 1.490 14.30 14.50 14.20 14.33
7 2.240 15.10 15.00 15.10 15.07
8 3.730 16.40 16.30 16.40 16.37
9 7.450 17.80 17.80 17.70 17.77
10 11.160 18.70 18.60 18.70 18.67
11 14.900 19.20 19.20 19.50 19.3
12 18.630 20.40 20.50 20.30 20.23
13 | Penicilina (10U1/25pl) 23.00 23.20 23.50 23.23
14 | Doxiciclina (30ug/25pl) 27.00 26.90 26.90 26.93

Fuente: Ficha de recopilacion de los diametros de los halos de inhibicion.
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IG: Primer Grupo de Halos

lIG: Segundo Grupo de Halos

lIG: Tercer Grupo de Halos

INTERPRETACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

En la tabla N°22 se aprecia que el mayor tamafio del diametro de halo de inhibicién es
de 20.23 que corresponde a la concentracion de 18.63 mg/25pul del extracto; mientras
que el diametro de halo de inhibicion para Penicilina y Doxiciclina (82) es de 23.93mm

y 29.93mm respectivamente.

En cuanto a la actividad antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al 70%de
Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa” se obtuvo mayor hablo de inhibicion (20.23mm)
a 18.6330mg/25uL presentando una diferencia de 3mm y 6.7mm con respecto a
Penicilina y Doxiciclina respectivamente. Apaza E. 2012 (21) reportd que el aceite
esencial de Caiophora cirsiifolia a concentraciones de 5ul, 10ul, 20ul y 1mL no mostré
actividad antimicrobiana para Staphylococcus aureus. Matta M. 2009 (13) reporté que
los extractos polares y aceite esencial de Caiophora rahmeri presenté actividad para

Staphylococcus aureus.

La actividad antibacteriana de esta especie podria deberse a la presencia de flavonoides
que se encontro en el analisis fitoquimico cualitativo, ya que se han reportado estudios
sobre la actividad antibacteriana atribuyendo la actividad a los flavonoides como lo
menciona Rahman, A., 2012 (31) en su estudio sobre actividad antibacteriana de los

extractos etandlicos.

Para la clasificacion de la actividad antibacteriana del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl| “Ccori kisa” se tomo en cuenta los criterios de Toda
y col (1994) (ANEXO N°8) teniendo en cuenta esta clasificacion se puede observar que
entre las concentraciones 0.30-0.590mg/25ul, el extracto presenta una ligera actividad
antibacteriana; entre las concentraciones 0.750-2.240mg/25ul, el extracto presenta una
moderada actividad antibacteriana y entre las concentraciones 3.730-18.630mg/25ul el
extracto presenta una marcada actividad antibacteriana. En este sentido se toma la CMI
de la actividad antibacteriana para el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora
cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 el
valor de 0.300mg/25ul.

De acuerdo a los datos del Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana por el Método de Disco Difusién (82) los didmetros criticos para

Staphylococcus usando a la Penicilina y Doxiciclina como farmacos patrén son:
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Tabla 23: Halos de Inhibicion de los Farmacos Patron para cepa ATCC 25923 de
Staphylococcus aureus

Farmacos Halos de inhibicion (mm)
Resistente Intermedio Sensible
Penicilina <28 -- 229
10UI
Doxiciclina <14 15-18 219
30ug

Fuente: Elaborado con datos del Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion, 2012. (82)

INTERPRETACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Los halos de inhibicion obtenidos sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 para la
Penicilina (10UI/25uL) vy Doxiciclina (30ug/25uL) fueron 23.23mm y 26.93
respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa ATCC 25923 Staphylococcus
aureus es resistente al patrén Penicilina y es sensible al patron Doxiciclina, de acuerdo
a los datos elaborados de patrones estandar de halo de inhibicion para Staphylococcus
aureus del Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
por el Método de Disco Difusién, 2012 (82).
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Tabla 24: Resultados Descriptivos para la Actividad Antibacteriana del extracto
seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori kisa” con las
Concentraciones Estandarizadas sobre la Cepa Bacteriana de Staphylococcus
aureus 25923.

Concentracion del
Extracto (mg/25pl) N Minimo Maximo Media Desviacion estandar
0.3 3 8.00 8.10 8.0667 .05774
0,45 3 10.00 10.20 10.1000 .10000
0,59 3 11.20 11.30 11.2667 .05774
0.75 3 12.40 12.50 12.4667 .05774
0.95 3 13.20 13.40 13.3000 .10000
1.49 3 14.20 14.50 14.3333 15275
2.25 3 15.00 15.10 15.0667 .05774
3.73 3 16.30 16.40 16.3667 .05774
7.45 3 17.70 17.80 17.7667 .05774
11.16 3 18.60 18.70 18.6667 .05774
14.9 3 19.20 19.50 19.3000 17321
18.63 3 20.30 20.50 20.4000 .10000
Penicilina 10U1/25pl 3 23.00 23.50 23.2333 .25166
Doxiciclina 30ug/25pl
3 26.90 27.00 26.9333 .05774

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 24 se observan los resultados descriptivos para la actividad antibacteriana
con las concentraciones estandarizadas, donde la media del diametro de mayor
actividad fue de 20.40mm a una concentracién de 18.63 mg/25uly la media del diametro
de menor actividad fue 8.0667mm a una concentracion de extracto de 0.3mg/25ul. La
menor desviacion estandar de la media de diametro de inhibicion se dio a una
concentracion de 0.3mg/25uL con 8.0667mm de diametro. Se distingue que los
diametros entre los puntos mayor y menor son concentraciones-dependientes. Con
respecto a los farmacos patrén Penicilina 10Ul/25ul posee un diametro de inhibicion
23.23mm siendo S. aureus ATCC 25923 resistente a penicilina y con respecto a la
Doxiciclina 30ug/25ul posee un diametro de inhibicion 26.93mm siendo aureus ATCC
25923 sensible al patron Doxiciclina, de acuerdo con el Manual de Procedimientos para

la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion (82).
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Tabla 25: Analisis de Varianza (ANOVA) para la Actividad Antibacteriana del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori
kisa” con las Concentraciones Estandarizadas sobre la Cepa Bacteriana de

Staphylococcus aureus 25923.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1065.867 13.000 81.990 | 6622.249 0.000
Dentro de grupos 0.347 28.000 0.012
Total 1066.213 41.000

Fuente: Datos Experimentales del Estudio
INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

La tabla N° 25 muestra el Analisis dee varianza de los resultados de la actividad
antibacteriana con concentraciones estandarizadas del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Caiophora cirsiifolia C Presl. “Ccori kisa” sobre cepas ATCC de Staphylococcus
aureus de la tabla N° 21, segun la tabla N° 24 se aprecia que se encontré una diferencia
significativa en las mdediadas del diametro de inhibicidon de crecimiento bacteriano a
favor del extracto de Caiophora cirsiifolia C. Presl, siendo el valor de la significancia
0,000 (<0.05), por tanto se acepta que la hipdtesis alterna de que las concentraciones

agrupadas de extracto no tiene un efecto similar en la inhibicién del crecimiento.
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Tabla 26: Prueba POST HOC HDS DE TUKEY para la Actividad Antibacteriana del

extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori

kisa” con las Concentraciones Estandarizadas sobre la Cepa Bacteriana de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CONCENTRACION
DEL EXTRACTO
(mg/25pL)

SUBCONJUNTO PARA ALFA =0.05

1

10

0.3
0.45
0.59
0.75
0.95
1.49
2.24
3.73
7.45

11.16

14.90

18.63
Penicilina
10U1/25p1
Doxiciclina
30ug/25ul

Sig.

W W W wWwwWwwWwwWwwwWww w w

w

8.0667
10.1000

73

10.1000
11.2667
12.4667

.262

11.2667
12.4667
13.3000

.99

12.4667
13.3000
14.3333

.061

13.3000
14.3333
15.0667

453

14.3333
15.0667
16.3667

AT

15.0667
16.3667
17.7667

.080

16.3667
17.7667
18.6667

146

17.7667
18.6667
19.3000

.354

18.6667
19.3000
20.4000

.268

23.2333

1.000

26.9333

1.000

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

En la tabla N° 26 segun la prueba de POST HOC scheffé que realiza todos los contrastes

de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacion entre la media de los

halos de inhibicion obteniéndose 12 subgrupos de concentraciones. Entre los subgrupos

se observa heterogeneidad ya que el valor de significancia es mayor de 0.05 a

excepcion del subgrupo 11 y 12 que soélo se encuentra conformado por la media de los

halos frente a penicilina y doxiciclina respectivamente

También podemos observar que el

subgrupo 10 esta conformado por las

concentraciones que presentaron una actividad antimicrobiana marcada que segun

Toda y Col es a partir de 16mm.
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4.9 Determinacion de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las
cepas aisladas de Staphylococcus aureus frente a farmacos antimicrobianos.

Tabla 27: Resultados de los halos de inhibicion de los patrones sobre cepas aisladas de

Staphylococcus aureus

Diametro del Halo de Inhibicion (mm) en cepas aisladas
Farmacos de Staphylococcus aureus
IG G NG Promedio
Penicilina
(10U1/25pl) 0.00 0.00 0.00 0.00
Doxiciclina
(30pg/25ul) 18 18.5 18.5 18.33

Fuente: Datos Experimentales del Estudio

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

La tabla N° 27 muestra los resultados de los halos de inhibicién obtenidos sobre cepas
aisladas de Staphylococcus aureus Penicilina (10Ul/25uL) y Doxiciclina (30ug/25uL)
fueron 0.00mm y 18.33m respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa
aislada de Staphylococcus aureus es resistente a Penicilina y tiene sensibilidad
intermedia frente a Doxiciclina de acuerdo a los datos elaborados de patrones estandar
de halo de inhibicién para Staphylococcus aureus del Manual de Procedimientos para

la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion (82).

Russi N. (2008) (94) en su estudio Susceptibilidad a antibioticos de Staphylococcus
aureus reporta que se aislaron 95 cepas y el 52,6% de estas fueron resistentes a
Penicilina. Lépez R. (95) en su estudio Determinacion de la Resistencia Microbiana de
cepas aisladas de Staphylococcus aureus reporta que se aislaron 31 cepas de S. aureus

coagulasa positivas y el 96.77% de esta fueron resistentes a Penicilina.

Segun Levy S. (2002) (96) los principales factores que favorecen el surgimiento de la
resistencia bacteriana son: el movimiento de pacientes dentro y entre instituciones
médicas; la apropiacion de prescripcion y uso de antibioticos (automedicacion); las
medidas excesivas del control de las infecciones; los viajes; la dosis y duracion del

tratamiento y otros factores socioeconémicos diversos.

105




CONCLUSIONES

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori
kisa” presenta actividad antioxidante in vitro siendo el efecto dosis dependiente,
presenta actividad antibacteriana in vitro sobre cepas ATCC de Staphylococcus
aureus y no presenta actividad antibacteriana in vitro sobre cepas aisladas de
Staphylococcus aureus.

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori
kisa” presenta: porcentaje de humedad: 43,69%, porcentaje de rendimiento:
34.19%, es de naturaleza parcialmente polar y en el analisis fitoquimico
cualitativo el extracto presenta abundante cantidad de azucares reductores,
flavonoides, lactonas quinonas, taninos y aminoacidos.

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Caiophora cirsiifolia C. Presl “Ccori
kisa” presenta alta actividad antioxidante in vitro por el método Brand-Williams
captacion del radical libore DPPH con 90.69% de porcentaje actividad de
captacién a una concentraciéon de 100 