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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene por finalidad determinar la actividad
antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados con el extracto hidroalcohdlico
al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a Pseudomona

aeruginosa cepas ATCC 27853.

Se realiz6 el porcentaje de humedad de la especie vegetal de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” determinandose un valor de 87.5%. En el estudio fitoquimico
cualitativo del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” se obtuvo la presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,
glucdsidos, quinonas y azucares reductores, posteriormente el extracto mencionado
fue sometido a un control microbiolégico, para descartar presencia de
microorganismos tales como: Salmonella sp, coliformes fecales, hongos vy

levaduras, mostrando que el extracto obtenido esta libre de contaminacion.

Se evalud la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” por el método de pozos excavados empleando
como farmaco patrén amikacina 30ug, se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto en estudio sobre Pseudomona aeruginosa cepas ATCC
27853 con un valor de 0.125 mg y el halo maximo de 17.306 mm a una

concentracion de 160 mg.

La elaboracion de liposomas, se realizé por el método de Bangham, se utilizé como
componentes, fosfatidilcolina de soya, colesterol y el extracto de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a una proporcion de 12:4:6 p/p/p. Para su
evaluacion en cuanto a su porcentaje de encapsulacion, se realizdé un analisis de
espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis), obteniéndose un 98% de

encapsulacion.

En cuanto a su forma, tamafo se realiz6 mediante un microscopio, se obtuvo como
resultados tamanos diferentes y cantidad variada segun cada concentracion, asi
mismo los liposomas preparados fueron sometidos a un control microbiolégico
donde se muestra que no presentan ningun microorganismo o patégeno que pueda

alterar su composicioén. En la prueba de estabilidad acelerada durante (30 dias) a
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una temperatura de 4°C resulto sin reportes de alteraciones en sus caracteristicas
organolépticas y pH, lo que determina que es un producto estable, mientras que a
una temperatura de 40°C, si hubo variaciones organolépticas y variacion de pH, lo

cual compromete su estabilidad.

Se evalud la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas mediante el método
de macro-dilucion en caldo y la turbidez (lectura al espectrofotdmetro UV-Visible),
se emplearon concentraciones de 12 mg, 25 mg, 50 mg, 100 mg y 200 mg de
extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” en las
diferentes formulaciones, se compard con un farmaco patron amikacina. Los
resultados mostraron que las 5 concentraciones inhibieron el crecimiento
bacteriano, obteniéndose el 7% de crecimiento de Pseudomona aeruginosa a una
concentracion de 200 mgy 11 % de crecimiento de Pseudomona aeruginosa a una
concentracion de 100 mg, son las concentraciones que tuvieron mejor efecto
antibacteriano evitando el desarrollo del microorganismo comparado con el farmaco
patrén amikacina donde hubo un crecimiento de 18%, indica que los liposomas
tienen un buen efecto antibacteriano impidiendo el crecimiento de Pseudomona

aeruginosa cepas ATCC 27853.

Se concluye que los liposomas elaborados con el extracto hidroalcoholico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” tuvieron efecto antibacteriano frente a

Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

PALABRAS CLAVE: Actividad antibacteriana, Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi", liposomas, Pseudomona aeruginosa.
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SUMMARY

The purpose of this research work is to determine the in vitro antibacterial activity of
liposomes made with 70% hydroalcoholic extract from Senecio rhizomatus Rusby

"tikllaywarmi" against Pseudomona aeruginosa strains ATCC 27853

The moisture percentage of the Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” plant
species was determined, determining a value of 87.5%. In the qualitative
photochemical study, of the 70% hydroalcoholic extract of Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” the presence of phenolic compounds, tannins, flavonoids,
glycosides, quinones and reducing sugars was obtained, subsequently the
mentioned extract was subjected to a microbiological control, for rule out the
presence of microorganisms such as: Salmonella sp, fecal coliforms, fungi and

yeasts, showing that the extract obtained is free of contamination.

The antibacterial activity of the 70% hydroalcoholic extract of Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” was evaluated by the method of excavated wells using as
standard antibiotic amikacin 30ug, the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
extract under study on Pseudomona aeruginosa strains ATCC 27853 was
determined with a value of 0.125mg and the maximum halo of 17,306 mm at a

concentration of 160mg.

The liposome elaboration, was carried out by the method of Bangham, was used as
components, soy phosphatidylcholine, cholesterol and Senecio rhizomatus Rusby
extract “tikllaywarmi” at a ratio of 12: 4: 6 p / p / p. For its evaluation in terms of its
encapsulation percentage, a visible ultraviolet spectrophotometry (Uv-Vis) analysis
was performed, obtaining 98% encapsulation, in the organoleptic analysis, no

alterations were reported.

As for its shape, size was made by a microscope obtaining different sizes and varied
quantity according to each concentration, likewise the liposomes prepared were
subjected to a microbiological control do not present any microorganism or pathogen
that can alter its composition also for the test of Accelerated stability for (30 days) at

a temperature of 4 ° C resulted in no reports of alterations in its characteristics, which
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determines that it is a stable product, while at 40 ° C there were organoleptic

variations and pH variation which compromises its stability.

The in vitro antibacterial activity of the liposomes was evaluated by means of the
macro-dilution method in broth and turbidity (reading to the UV-Visible
spectrophotometer) concentrations of 12mg, 25mg, 50mg, 100mg and 200mg of
hydroalcoholic extract of Senecio rhizomatus Rusby were used “ tikllaywarmi "in the
different formulations, compared to an amikacin standard drug. The results showed
that the 5 concentrations inhibited bacterial growth, obtaining only 7% growth of
Pseudomona aeruginosa at a concentration of 200 mg, and 11% growth of
Pseudomona aeruginosa at a concentration of 100 mg, are the concentrations that
had the best Antibacterial effect preventing the development of the microorganism
compared to the standard drug amikacin where there was a growth of 18%, indicates
that liposomes have a good antibacterial effect preventing the growth of

Pseudomona aeruginosa strains ATCC 27853.

It is concluded that liposomes made with the 70% hydroalcoholic extract of Senecio
rhizomatus Rusby "tikllaywarmi" had antibacterial effect against Pseudomona
aeruginosa strains ATCC 278533.

KEY WORDS: Antibacterial activity, Senecio rhizomatus Rusby "tikllaywarmi",

liposomes, Pseudomona aeruginosa.
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera a la medicina natural y
tradicional, como la medicina mas inocua, efectiva, ademas de tener un costo
racional, ser asequible y aceptada por la poblacion. Siendo las plantas la base de
los sistemas de la medicina tradicional para mantener la salud e incrementar la
calidad de vida del hombre, por cientos de anos. Se estima que alrededor del 80 %
de la poblacién en los paises en desarrollo dependen casi completamente de la

medicina tradicional para sus necesidades primarias de salud. (1)

Numerosos grupos de investigacion a nivel mundial estan enfocados en la busqueda
de alternativas naturales para el tratamiento de las multiples enfermedades que
aquejan a la humanidad, fundamentados en las multiples ventajas que ofrecen los
metabolitos secundarios de origen natural sobre los compuestos de origen sintético.
En este sentido, las plantas constituyen la mas ancestral y fructifera fuente para la

obtencién de sustancias activas .(2) (3)

Estudios realizados anteriormente de la especie vegetal de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi”, demuestran que posee efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus y Propinebacterium acnes, también se han reportado

resultados optimos de efecto anti ulceroso, gastro protector y antioxidante.

Las infecciones causadas por Pseudomona aeruginosa que es uno de los
patdogenos oportunistas de mayor frecuencia de aislamiento en los diversos
procesos infeccioso, constituyen un problema de gran trascendencia econémica y
social, ademas de ser un desafio para las instituciones de salud y el personal
meédico responsable. Ellas son de importancia clinica y epidemiolégica porque
condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad e inciden en los afnos de vida
potencialmente perdidos de la poblacién que afectan, a lo cual se suma el

incremento en los costos de atencion. (4)

Es asi que surge la necesidad de ver diferentes enfoques para generar nuevos
antimicrobianos activos frente a este patdégeno por ello podemos mencionar una
posible alternativa en el campo de la nanomedicina, los liposomas (vesiculas

basadas en lipidos, generalmente fosfatidilcolina), son sistemas de escala
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nanométrica, para superar la incapacidad de la mayoria de las terapias
convencionales de entregar las concentraciones terapéuticas de medicamentos sin
provocar efectos toxicos graves en los organos y tejidos normales, por ello los

sistemas vesiculares han recibido la maxima atencion durante las ultimas décadas.
(9)

Por lo mencionado anteriormente y con antecedente de uso popular de Senecio

[13 ”

rhizomatus Rusby “ tikllaywarmi 7, se plantea la elaboracion de liposomas
sintetizadas a partir de fosfatidilcolina mediante la hidratacién con buffer fosfato pH
7.4, la encapsulacion del extracto hidroalcoholico al 70% de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi”, un estudio cuasi experimental, con actividad antibacteriana
sobre Pseudomona aeruginosa con caracteristicas fisicoquimicas estables y
también realizar un estudio comparativo entre el extracto libre y los liposomas para

determinar la presencia de sus propiedades antibacterianas. (6)
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CAPITULO |
ASPECTOS GENERALES

1.1 Planteamiento del problema

Con el avance de la tecnologia hasta la escala nanométrica surgen nuevas vias
para el disefio y desarrollo de sistemas antimicrobianos basados en
nanoparticulas, con gran aplicacién en el sector biomédico. En este sentido las
plantas medicinales representan una fuente potencial de sustancias bioactivas,
por su biodiversidad y riqueza en metabolitos secundarios, brindan la posibilidad
de obtener moléculas con potencial actividad antimicrobiana. La industria
farmacéutica y las investigaciones muestran un interés especifico por los
productos naturales, que emergen como posibles potenciales candidatos a

nuevos farmacos. (3) (7)

Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa ha sido reconocido como un patégeno
oportunista mas comun, siendo una de las principales causas de las infecciones
nosocomiales y neumonia asociada al ventilador, es responsable del 10% de

todas las infecciones adquiridas en el hospital. (8)

La Organizacion Panamericana de la Salud / Organizacién Mundial de la Salud
(OPS/OMS) informé de una serie de infecciones causada por Pseudomona
aeruginosa resistente a antibidticos en personas que fueron sometidos a
procedimientos invasivos en Tijuana (México), el 11 de febrero del 2019 se
notifico 20 casos en nueve estados de los Estados Unidos, 16 de ellos
confirmados y 4 sospechosos. (9) Anivel local se informd sobre un brote de
Pseudomona aeruginosa, registrado en el hospital de Contingencia del Antonio
Lorena de Cusco, seria la causa de muerte de al menos 6 pacientes internados
en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). (10)

Las infecciones causadas por P. aeruginosa a menudo son graves Yy
potencialmente mortales, dificiles de tratar debido a que posee un alto nivel de
resistencia intrinseca a la mayoria de los antibioticos a través de la permeabilidad
restringida de la membrana externa, y la produccion de enzimas inactivadoras
de antibiéticos como las B-lactamasas que lo hacen especialmente virulento

comparado con otros microorganismos. (11) (12).



Es asi que la resistencia bacteriana constituye un problema creciente de salud
publica a escala mundial. A pesar de los esfuerzos de muchas entidades de la
salud para su disminucion, continia emergiendo y proliferandose. Debido a esta
situacion surge la necesidad de la busqueda de nuevos antimicrobianos, por ello
en este estudio se evalua la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas
elaborados con extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” que constituyan el desarrollo de una alternativa terapéutica con
potencial aplicacion de liposomas que permita optimizar las propiedades
antibacterianas del extracto en estudio. (13)

Dentro de la medicina tradicional la especie vegetal Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” no ha sido estudiada por completo y con el fin de generar
conocimiento en cuanto a sus posibles propiedades farmacolégicas ya que se le
atribuye propiedades antimicrobianas dentro de la medicina tradicional, teniendo
en cuenta que estudios de su misma familia y genero presentan actividad
antibacteriana. (14)

Es asi que al incorporar el extracto en estudio en un vehiculo como los liposomas
que son estructuras vesiculares formadas por una o varias bicapas de naturaleza
lipidica, que tienen la capacidad de encapsular compuestos de naturaleza
hidrofilica e hidrofobica, permite proteger la molécula (extracto) encapsulado,
gracias a la alta biocompatibilidad y biodegradabilidad que presentan, se
pretende mejorar las desventajas del uso de extractos totales de la planta,
prevenir sus posibles efectos indeseados, evitar su degradacion quimica del

extracto que podria mejorar su perfil farmacocinético. (15)

1.2 Formulacién del problema
¢ Presentaran actividad antibacteriana in vitro los liposomas elaborados con el
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 278537



1.3 Objetivos

1.3.1

Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados
con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

1.3.2 Objetivos especificos

1.

Determinar el porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico al
70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Determinar el porcentaje de humedad, establecer la solubilidad y
analisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico
al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a
Pseudomona aeruginosa cepa ATCC 27853 en comparacion con un
farmaco patrén (amikacina).

Formular y elaborar liposomas con el extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Realizar el analisis organoléptico y control microbiolégico de los
liposomas elaborados con el extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Evaluar la estabilidad acelerada de los liposomas elaborados con el
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” a diferentes temperaturas a 4°C y 40°C durante el periodo
de 30 dias.

Realizar la observacién microscépica del tamafio y la forma de los
liposomas.

Comparar la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas
elaborados con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, con el extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” sin encapsular y con un

farmaco patron (amikacina).



1.4 Justificacion e importancia de la investigacion

Conocimiento:

La OMS recomienda el desarrollo, la aplicacion de politicas, reglamentos y
directrices que permitan la construccion de la base de conocimientos, el
fortalecimiento de la garantia de calidad, el uso adecuado vy la eficacia de
las plantas medicinales (16)

Por ello es importante mencionar que la investigacion tiene por objetivo dar
un aporte de informacién al conocimiento, contribuir a la revalorizacion de
la especie vegetal, que se vino utilizando de generacion en generacion
mediante la investigacion y evaluacion de la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”
y de los liposomas elaborados con el extracto en estudio aprovechando los
metabolitos que posee.

La formulacion de liposomas con el extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” pueda posibilitar mayor
estabilidad y biodisponibilidad del extracto con apreciables ventajas como
la liberacién sostenida en el tiempo del principio activo, la reduccién de la
toxicidad del extracto sin encapsular, la proteccion frente a fendmenos
biolégicos como la degradacion enzimatica y/o quimica, asi mismo se
puede tener cambios en su farmacocinética, lo que permitiria dar un valor
agregado a la especie vegetal Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” (17)
(15)

Prioridad:

Los antibidticos son uno de los medicamentos mas consumidos a nivel
mundial, pero en el siglo actual presentan un problema debido al gran
aumento de resistencias antimicrobianas lo que hace que se incrementen
los costos médicos, se prolonguen las estancias hospitalarias y que
aumente la mortalidad. Por ello surge la necesidad de la busqueda de
nuevos antimicrobianos de origen vegetal, que al ser encapsuladas en
liposomas puedan mejorar la actividad antibacteriana de la especie vegetal
en estudio, que sea una fuente cientifica de investigaciones futuras que

puedan ser alternativas terapéuticas. (18)



1.5

1.6

Aplicabilidad

Bajo la tendencia mundial de producir medicamentos a partir de materias
primas naturales esta investigacion busca elaborar liposomas a base de
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”
como posible alternativa terapéutica y asi poder beneficiar a la poblacion
con una propuesta de producto cuyo principal componente es un activo

natural.

Ademas, con el extracto obtenido a partir de esta planta y la elaboracion de
lipomas se pretende dar un valor agregado a la especie vegetal e
incrementar su valor econdmico en el mercado local y nacional, de esta
manera se pueda crear nuevas alternativas de trabajo e ingreso para el
agricultor que viene sufriendo perdidas de rentabilidad en sus cultivos
tradicionales y orientar su uso como agente antimicrobiano que contenga
una base cientifica con el cual se respalde. (19)

Hipotesis

Los liposomas elaborados con el extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” presentan mayor actividad
antibacteriana in vitro comparado con el farmaco patron (amikacina) frente

a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853

Limitaciones

La etapa de crecimiento y desarrollo de la especie vegetal Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” es estacionaria, debido que aun no es
cultivada, por lo que se limita su disponibilidad en determinadas épocas del

ano.

La determinacion del porcentaje de encapsulacion del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby en los liposomas se
realizd por espectrofotometria UV-Vis, haciendo un barrido
espectrofotométrico para determinar la longitud de onda maxima y que
representa al metabolito o grupo fitoquimico mayormente presente en el
extracto, el cual no se identificd, ni cuantifico en el presente trabajo de

investigacion.



CAPITULO I

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.1.1 Antecedentes a nivel internacional
Navarro G, Cabral P, Malanga A. Disefio de liposomas para el transporte de
diclofenaco sédico. Universidad de Ila Republica, Laboratorio
Farmacéutico. Uruguay, [Articulo técnico, 2018. (20)
El objetivo fue disefar y preparar, liposomas convencionales que contengan un
farmaco anfifilico. Mediante el método de rehidratacion manual (hand-shaken),
se preparo a partir de una solucion de fosfatidilcolina de huevo y colesterol (10:4
p/p) en mezcla de cloroformo: metanol (9:1v/v), se eliminé la fase organica por
rota evaporacion a 50 °C y se seca al vacio durante 12 horas. La reduccion de
tamano se realizé mediante ultrasonido se llevo a cabo tomando muestras a 5,
10, 15 y 20 minutos, en tanto que la determinacion de la distribucion de tamario
de las vesiculas se realizé mediante difraccion de luz laser. Posteriormente se
realizo la determinacion de diclofenaco sodico libre mediante espectrofotometria
UV a A=272 nm para asi calcular el porcentaje de farmaco encapsulado en los
liposomas.
Se obtiene como resultado, una suspension primaria multilaminar de liposomas.
Al comparar los diametros medios liposomales, se observa que los liposomas
extruidos son de menor tamafo y el rango de diametros en que aparecen es mas
estrecho que para los obtenidos mediante ultrasonido y el aumento de la
sonicacion por encima de cinco minutos no disminuye de manera significativa los
tamafos medios de los liposomas ni en rango de tamafos. El porcentaje de
captura de diclofenaco sodico en la membrana fue de 74,6 + 5,8 % y en la fase
acuosa fue de 72,5 + 2,3 %. (20)
Se concluye que mediante los procesos propuestos se pueden obtener
liposomas convencionales en forma reproducible. La distribucion de tamanos
Optima se obtuvo con el proceso de extrusion. Los parametros de distribucion de
tamafo vesicular y cesion del farmaco, no presentan diferencias significativas
entre si. La encapsulacion del farmaco produce una liberacién controlada que
sugiere una forma de vehiculizacion alternativa a aplicar en diferentes formas

farmacéuticas (20)



Mai Alhajlan, Moayad Alhariri, Abdelwahab Omri. Eficacia y seguridad de la
claritromicina liposémica y su efecto sobre los factores de virulencia de
Pseudomonas aeruginosa. Department of Chemistry and Biochemistry,
Laurentian University, Sudbury, Ontario, Canada, [Articulo] 2015. (21)

El objetivo fue investigar la eficacia de las formulaciones de claritromicina
liposomal con diferentes cargas superficiales contra aislados clinicos de
Pseudomona aeruginosa de los pulmones de pacientes con fibrosis quistica
(FQ).

Se realizé por el método de deshidrataciéon rehidratacion, y sus tamanos se
midieron usando la técnica de dispersion de luz dinamica. Las estabilidades de
las formulaciones en fluido bioldgico se evaluaron durante un periodo de 48 h.
La CMI y las concentraciones bactericidas minimas (CMB) de formulaciones
libres y liposomales se determinaron con cepas de P. aeruginosa aisladas de
pacientes con fibrosis quistica. Las citotoxicidades de las preparaciones de
liposomas y el farmaco libre se evaluaron en una linea celular epitelial pulmonar
(A549).

Como resultado se obtuvo el diametro promedio de las formulaciones fue de
222 nm, con eficiencias de encapsulacion que variaron de 5.7% a 30.4%. Los
liposomas retuvieron mas del 70% de su contenido de drogas durante el periodo
de 48 h. Las cepas altamente resistentes de P. aeruginosa se volvieron
susceptibles a la claritromicina encapsulada en liposomas (CMI, 256 mg / litro
versus 8 mg / litro; P<0,001). La claritromicina liposomal redujo el crecimiento
bacteriano dentro de la biopelicula en 3 a 4 unidades logaritmicas (P <0.001),
redujo significativamente la produccion de factor de virulencia y redujo las
sacudidas bacterianas, el enjambre y las motilidades de natacion. Los liposomas
atrapados en claritromicina fueron menos citotoxicos que el farmaco libre (P
<0.001).

Se concluye que las nuevas formulaciones podrian ser una estrategia util para
mejorar la eficacia de la claritromicina contra las cepas resistentes de P.

aeruginosa que comunmente afectan a las personas con fibrosis quistica



2.1.2 Antecedente a nivel nacional
Soto Montoya M. Determinacion del efecto antimicrobiano in vitro de un gel
elaborado con extracto etandlico de hojas de Senecio
rhizomatus(asteracea). E.P. de Farmacia y Bioquimica. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima-Peru. 2015 (22)
El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto antimicrobiano del gel
elaborado con extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby; se
recolecté en la zona de Chavin de Huantar, distrito de Huari, Departamento de
Ancash, con la cual se hizo un extracto etandlico de hojas para la determinacion
de metabolitos secundarios utilizando reacciones en tubo y Cromatografia en
Capa Fina para la determinacién de Alcaloides.
Como resultados se encontrd alcaloides, flavonoides y saponinas esteroidales y
mediante la lectura e interpretacion de zonas claras de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Con el extracto etandlico se elaboré un gel antimicrobiano a
concentraciones de 12,5 y 25 mg/mL; se evaludé su efecto antimicrobiano
mediante el método de difusibn en agar, utilizando para ello cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de muestra clinica hospitalaria y de la
comunidad.
Se comprob0 el efecto antibacterial significativo del gel a concentracion de
25 mg/mL frente a cepa de la comunidad de S. aureus, el halo de inhibicion
formado fue de 20 mm y con la cepa hospitalaria el halo de inhibicién formado
fue de 18 mm
Se concluye entonces que el gel elaborado con extracto etandlico de hojas de
Senecio rhizomatus Rusby tiene efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de muestra clinica hospitalaria y de la

comunidad.



2.1.3 Antecedente a nivel local
Salcedo Quispe Y. Evaluaciéon de la actividad antibacteriana in vitro y
citotoxicidad de los extractos acuoso y etandlico al 70% de las hojas de
heliotropiun arborescens L. “hierba del alacran”. Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco [Tesis]. 2017 (23)
El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro y la
citotoxicidad de los extractos acuosos y etandlico al 70% de las hojas de
heliotropiun arborescens L “hierba del alacran”.
Metodologia: La sensibilidad bacteriana se realizé por el método de difusion en
agar excavado-placa, evaluando diferentes concentraciones de 100, 50, 25,
12.5, y 6.25 mg/mL, colocando 50 upL del extracto acuoso y etandlico al 70%
frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Echerichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomona aeruginosa,
empleando como controles positivos oxacilina, ampicilina y amikacina.
El resultado de la sensibilidad bacteriana para el extracto acuoso presenté halos
de inhibicion de 0.00 mm en todas las cepas aisladas, a las diferentes
concentraciones del extracto. Mientras que el extracto etandlico al 70 % presenté
halos de inhibicion promedio de 20.33 mm para S. aureus 13.33 mm para S.
pneumoniae, 14.6 mm para E. coli, 14. 67 para K. pneumoniae, 14.67 mm para
P. mirabilis y 16.33 mm para P. aeruginosa a la concentracion de 100mg/mL,
colocando 50 pL del extracto.
La CMI del extracto etandlico al 70%, se encontré en la concentracion de 6.25
mg/mL para S. aureus y E. coliy 12.5 mg/mL para S. pneumoniae, P. mirabilis y
Pseudomona aeruginosa. La CMB del extracto etandlico al 70% se encontré en
la concentracion de 12.5 mg/mL para E. coli, 25mg/mL para S. aureus y
Pseudomona aeruginosa y 50 mg/ml para S. pneumoniae y P. mirabilis.
Se concluye que el extracto etandlico al 70% presenta actividad antibacteriana

frente a las cepas aisladas gram positivas y gram negativas.



Llocallasi Huamani A. Actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de
éter de petroleo y etandlico al 70 % de las hojas de Mustisia acuminata Ruiz
& Pav “chinchircuma” frente a cepas aisladas de Escherichia coli,
klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans.
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, [tesis] 2017. (24)

El presente estudio tuvo como objetivo la determinacion de la actividad
antimicrobiana in vitro de los extractos de éter de petroleo y etandlico al 70 % de
las hojas de Mustisia acuminata Ruiz & Pav “chinchircuma” frente a cepas
aisladas de Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y
Candida albicans.

La metodologia: se realizoé por el método de maceracion, para ello se utilizaron
dos disolventes: etanol al 70% y éter de petréleo, con un porcentaje de
rendimiento de 24.71% y 43.22% respectivamente. Luego se realzé la
sensibilidad microbiana por el método de difusion pozo-placa, evaluando
diferentes concentraciones del extracto etandlico al 70% y etéreo frente E. coli,
k. pneumoniae, P. aeruginosa, y C. albicans. Resultando que el extracto
etandlico al 70% presentd halos de inhibicion de 19.67 mm para E. coli,

16.33 mm K. pneumoniae, 24.67 mm para P. aeruginosa y 24.67 mm para C.
albicans a la concentracion 100 mg/ mL, colocando 50uL del extracto. Mientras
que el extracto de éter de petréleo presentd halos de inhibicién promedio de 12
mm para E. coli ,15.33 mm para K. pneumoniae, 14mm para P. aeruginosay
15.33 mm para C. albicans a la concentracion de 100mg/ml colocando 50 uL del
extracto, se obtuvieron con ANOVA valores de p=0.00, lo que indica que existen
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones del extracto.

La concentracién minima inhibitoria fue determinada por el método de macro
dilucién en caldo y la concentracion minima bactericida por el método de dilucién
en agar, con el extracto etandlico al 70% se obtuvo para E. coli, una CMI de 12.5
mg/mL y una CMB de 25 mg/mL, para K. pneumoniae una CMI de 12.5 mg/mL
y una CMB de 25 mg/ mL para Pseudomona aeruginosa una CMI de 25 mg/mL
y una CMB 50mg/MI.

Para el extracto de éter de petréleo se obtuvo como resultado para Pseudomona
aeruginosa una CMI de 12.5mg/mL y una CMB de 25mg/mL.

Se concluye que el extracto etandlico al 70% presenta actividad antibacteriana.
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Espinoza Salcedo V. Chambi Bellota L. Efecto gastroprotector y toxicidad
aguda del Senecio rhizomatus Rusby “ticllay huarmi”. Universidad
Nacional De San Antonio Abad Del Cusco, [ tesis] 2002. (25)

El presente trabajo se realizd con el objetivo de determinar el efecto
gastroprotector del extracto seco hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby
“ticllay huarmi” sobre las ulceras gastricas tanto agudas como crénicas y su
posible toxicidad aguda en animales de experimentacion.

Se realizé el analisis fitoquimico preliminar donde se mostré presencia de
flavonoides, taninos y alcaloides principalmente. Para el efecto gastroprotector
se trabajo el primer modelo de induccion de ulceras agudas fue por ligadura de
piloro. Se utilizaron 36 ratas machos, se utilizé, dosis de 50, 150, 300 y 500
mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby, como
patrén ranitidina a una dosis de 20 mg/kg y como control agua. Se obtuvo un
porcentaje de inhibicion ulcerosa de 62,99 % a la dosis de 50mg/kg y un efecto
anti secretor, con un porcentaje de 29,12% a la misma dosis.

El segundo modelo de induccién de ulcera crénica, grupo control recibio
unicamente agua los grupos problema recibieron dosis de 50 y 200 mg/kg de
extracto seco hidroalcohdlico Senecio rhizomatus Rusby, el grupo patrén se le
administr6 subsalicilato de bismuto (bismutol). Se obtuvo un efecto
gastroprotector de la mucosa gastrica a la dosis de 50 mg/kg ya que se evidencio
cicatrizacion de las ulceras reducidas en el ensayo.

La prueba de toxicidad aguda por via oral, en animales de experimentacion
(ratones), bajo el criterio de Williams, califico a la especie de estudio como
practicamente atoxica, con una dosis letal media (DL 50), por via peroral estaria
sobre los 15000 mg/ Kg.

Se concluye de la investigacion que el extracto seco hidroalcohdlico de Senecio
rhizomatus Rusby, posee efecto gastroprotector de la mucosa gastrica en ratas

albinas y no presenta toxicidad aguda en animales de experimentacion.
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Ninatay Huaman k y Ardiles Ayala L. Estudio comparativo in vitro de la
actividad antibacteriana de los extractos acuosos de Pelargonium
hortorum LH Bailey (Geranium) y Senecio rhizomatus Rusby (tigllaywarmi)
sobre cepas ATCC de Staphyloccoccus aureus, Propinebacterium acnes y
determinacion de su capacidad antioxidante. Universidad Nacional De San
Antonio Abad Del Cusco, [ tesis] .2018 (26)

El objetivo fue comparar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
acuosos liofilizados de las especies Pelargonium x hortorum L.H. Bailey
(Geranio) y Senecio rhizomatus Rusby (tigllaywarmi), sobre cepas ATCC de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Propinebacterium acnes ATCC 6919 y
determinar su capacidad antioxidante.

Dentro de la metodologia se evalué mediante el método de pozos excavados,
primero se realizé la prueba piloto para luego estandarizar las concentraciones
que se utilizaron en el trabajo final, para asi determinar la CMI, de cada extracto
sobre las bacterias en estudio.

Obteniéndose como resultados: Porcentaje de humedad de 80%; porcentaje de
extracciéon de 16.81%; en la solubilidad es de naturaleza polar; para el analisis
fitoquimico cualitativo, presenta abundante cantidad de quinonas, azucares
reductores y moderada cantidad de flavonoides y fenoles para Senecio
rhizomatus Rusby (tigllaywarmi).

Al determinar la CMI para el extracto acuoso liofilizado de Senecio rhizomatus
Rusby (tigllaywarmi), fue de 4.5mg/25uL para Staphylococcus aureus ATCC
25923 con halo de inhibicion maximo de 16.43mm y 6.30mg/25uL para
Propinebacterium acnés ATCC 6919 con halo de inhibicion maximo de 14.07mm
comparandose con los medicamentos patrén clindamicina y doxiciclina los
cuales presentaron mayor actividad antibacteriana frente al extracto en estudio.
Se concluye que el extracto acuoso liofiizado de la especie de Senecio
rhizomatus Rusby (tigllaywarmi), presenta actividad antibacteriana sobre las
cepas ATCC de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Propinebacterium acnes
ATCC 6919.
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2.2 ESTADO DE LA CUESTION

El uso medicinal del género Senecio es muy antiguo, en un reporte de la region
de Iraq (Slamidar) se encontrdé polen que data de la época del hombre de
Neanderthal (sesenta mil afios AC). Se establecio originalmente por Linneo con
25 especies ahora se conocen mas de 3000, toma su nombre del verbo latino
senecere, que significa volverse viejo. En el Peru se registraron 175 especies de
Senecio, de los cuales 97 son endémicas del Peru. Otros autores mencionan
que existen unas 106 especies del género en nuestro pais que representa
aproximadamente el 60% de la diversidad de Senecio en Sudamérica.(27).

La especie vegetal en estudio en la medicina tradicional andina se fundamenta
en la dicotomia caliente /frio (basada en el principio de opciones binarias ), es
asi que la especie vegetal de Senecio rhizomatus Rusby se clasifica como
caliente, por ello es usada para tratar enfermedades frias como el resfrio comun,
el asma, la bronquitis y las bronconeumonias; padecimientos musculo
esqueléticos como: reumatismo, calambres y artritis; sintomas digestivos como:
diarrea, vomito y dolor colico causado por frio dentro de la medicina tradicional.
(28)

Por otro lado, la ciencia vivié en las dos ultimas décadas una nueva revolucion,
el paradigma “nano”, representado por dos nuevas disciplinas denominadas
nanociencia y nanotecnologia. Los liposomas fueron descubiertos en 1961 por
Alec D. Bangham mientras estudiaba un tipo de biomoléculas (los fosfolipidos) y
su relacidén con la coagulacion sanguinea. Desde entonces, se han convertido
en herramientas versatiles en Biologia, Bioquimica y Medicina. (29)

Los liposomas y las estructuras de vesiculas relacionadas se consideran
actualmente uno de los portadores de farmacos mas prometedores para los
nuevos sistemas terapéuticos y la administracion controlada. El uso de los
liposomas como carriers de farmacos se ha dirigido a reducir los efectos toxicos
colaterales de las drogas en érganos sensibles, tales como corazon y rifiones, y
asi mejorar su farmacocinetica. (30)

Asi mismo se esta llevando a cabo numerosos estudios sobre las diversas
cuestiones relacionadas con el suministro pulmonar, no solo para los péptidos y
proteinas terapéuticas, sino también para los antibidticos utilizados en las

infecciones respiratorias.
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Teniendo en cuenta la revision bibliografica, en este estudio se pretende evaluar
la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico al 70 % de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” y de liposomas frente a Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853.

2.3 BASES TEORICO Y CIENTIFICAS

2.3.1 Aspectos botanicos de la especie en estudio

A. Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase: Steridae
Orden: Asterales
Familia: Asteracea
Género: Senecio
Especie: Senecio rhizomatus Rusby

Fuente: Herbario Vargas CUZ. Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco (ANEXO 1)

Figura N° 1 : Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Fuente: Propia (Ocongate-Cusco).

Descripcion: Tallos, hojas, capullo e inflorescencia de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”.
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2.3.1.1 Sinonimia de nombre de la especie conocida y nombre comun de

la planta

» Nombre comun: Llancahuasha, llancahuasi, yancahuasa, ticlla-

huasca, tikllaywarmi, ticllaihuarmi, ticllaywarmi. (22)

> Nombre cientifico: Senecio rhizomatus Rusby.

2.3.1.2 Descripcion botanica de la especie

Senecio rhizomatus Rusby es una hierba perenne, postrada de familia

de las asteraceas, que llega a medir 20 cm de alto, raiz adventicia

fibrosa que nace del tallo subterraneo. (25)

Tallos.- Ascendentes o erectos, cubiertos de tricomas glandulares,
subterraneos (rizoma) y aéreo de rizoma alargado ramoso
horizontal u oblicuo de 3-4 mm de diametros protegido por las
vainas de las primeras hojas, pubescente ligeramente estriado.
(25)

Hojas.- Basales y alternas, pecioladas, base abrazadora, algo
dentadas, pilosas de disposicion alterna de peciolos largos alcanza
hasta 16 cm de longitud, limbo de forma aovada, bordes finamente
dentados, haz verde brillante y glabro, envés de color morado y de
aspecto aterciopelado por la gran cantidad de vellosidades que
posee. (22)

Inflorescencia. -Capitulos terminales, discoideos, de 20 x10 mm;
involucro acampanado con numerosas bracteas involucrales
dispuestos en dos series lanceoladas, mas o menos todas iguales
afuera pubescente, glabra y purpureas en los margenes. (26)
Flores. - El tallo florifero alcanza 19 cm de altura, lleva bracteas
abrasadoras de contorno lanceolado y 3 a 5 cabezuelas
homogamas. Muy numerosas amarillas isomorfas, con corolas
tubulosas, hermafroditas, actinomorfas, pentadentadas, caliz
plumoso; estambres con anteras unidas, ovario infero y estilo

dividido en dos ramas (22)
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2.3.1.3 Ecologia de la Especie

A.

Habitat: Hierba terrestre, se desarrolla en suelos humedos vy
generalmente asociada a roquedales donde se protege de la luz solar
directa o0 muy cerca de la laguna siempre pegada a roquedales que
circunda a esta, crece asociada a la paja de agua (poacea) llamada
yacugsha a 4000 - 4900 m.s.n.m. Florece, en otofio e invierno, raras veces
en primavera o verano. (22)

Distribucion geografica: En las zonas alto andinas (Ocongate), en
altitudes a mas de 4000 msnm, Valle del Paucartambo, hacienda de
Ccapana a mas de 4000 msnm, Cerro de Pasco (Atococha) Junin, Puno,
en el valle del Huascaran Jauja, La Libertad, Huancavelica, Ancash,

Apurimac, se extiende hasta la puna de Bolivia. (26)

2.3.1.4 Composicion Fitoquimica

Presenta metabolitos secundarios: Taninos, alcaloides, flavonoides,

compuestos fendlicos, glucdsidos, azucares reductores, resinas, quinona,

lactona sustancias pectinas, ceras, aceites, sales minerales y acidos organicos.

(22)

2.3.1.5 Dosis y Usos Medicinales Populares

Dependiendo la afeccion en la que es empleada y el lugar de esta en el cuerpo:

R/
0‘0

0,
”

Neumonia y bronquios, en infusioén las hojas tallos y flores ( se toma
hasta sentir mejoria ) y en inhalaciones.

Heridas, las ramas molidas se ponen encima del area de afeccion.
Enfermedades pulmonares y tos en infusion la hoja con leche se toma
dos o tres veces al dia

Afecciones cutaneas, acné y forunculos se utilizan las hojas en
maceracion

Torceduras se utiliza toda la planta en forma de emplastos
Quemaduras como macerado, lavados y bafos;

Ulceras gastricas en decoccion;

Para curar heridas en decoccién, las hojas sancochadas son
aplicadas en forma de cataplasma.

Se recomienda no tomar la infusion en forma cronica y no ingerir la

maceracion porque produce enfermedad al higado. (22)
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2.3.2 Descripcion general de la especie bacteriana en estudio

2.3.21 Pseudomona aeruginosa

A. Clasificacion cientifica
Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Pseudomonales
Familia : Pseudomonadaceae
Genero : Pseudomonas

Especie : Pseudomona aeruginosa (31)

Figura N° 2 : Pseudomona aeruginosa

u, Fardt

;': r
- »
:..—"[" '

Fuente: Karen C. Carroll, Jeffery A. Hobden, Steve Miller, Stephen A. Morse.
Microbiologia Médica. 27 ed. México, Mc Graw-Hill Interamericana Editores S.A .2016.
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2.3.2.2 Caracteristicas generales de Pseudomona aeruginosa
Son bacilos gram negativos, moviles por la presencia de uno o varios flagelos
polares, aerobio estricto, catalasa y citocromo oxidasa positivo, no forman

capsulas algunos de los cuales producen pigmentos hidrosolubles. (32)

Las Pseudomonas tienen una amplia distribucién en el suelo el agua, las plantas
y los animales. Es un patdgeno oportunista mas importantes en el medio
hospitalario frente a estados de inmunodepresion o cuando el paciente es
expuesto a reservorios del ambiente hospitalario. Pseudomona aeruginosa a
menudo esta presente en pequefias cantidades en la micro biota intestinal
normal y en la piel del ser humano normal, es un saprofito, causa enfermedades
en individuos con neutropenia, es el principal microorganismo patégeno de su

grupo. (31)

Puede provocar infecciones graves como: bacteriemia, neumonia, infecciones
del sistema nervioso central, infecciones del tracto urinario e infecciones
cutdneas en personas quemadas. Estas infecciones, generalmente
nosocomiales, tienen un curso fulminante y una letalidad extremadamente alta a

pesar de un tratamiento adecuado con antibiéticos. (31)
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Cuadro N° 1 : Factores de virulencia de Pseudomona aeruginosa

Factores de virulencia

Alginato

Pili

Exotoxina A

Enterotoxina

Exoenzima S

Fosfolipasa C

Elastasas

Piocianinas

Actividad biol6gica

Polisacarido capsular que permite a las bacterias
infectantes adherirse a las superficies de las células
epiteliales pulmonares y formar biopeliculas que, a su vez,
protegen a las bacterias de los antibiéticos y el sistema
inmune del cuerpo.

Apéndices de superficie que permiten la adherencias del
microorganismo a los receptores del gangliésidos GM-1
sobre las superficies de las células epiteliales de huésped.
Destruccion tisular, inhibicion de la sintesis proteica,
interrumpe la actividad celular y la respuesta de los
macrofagos.

Interrumpe la actividad gastrointestinal normal y provoca
diarrea.

Inhibe la sintesis proteica

Destruye la membrana citoplasmatica, destruye las

sustancias tensoactivas pulmonar, inactiva las opsoninas.

Escinde las inmunoglobulinas y los componentes del
complemento, interrumpe la actividad de los neutrdfilos.

Suprime a otras bacterias e interrumpe la actividad de los
cilios respiratorios. Produce dafio oxidativo de los

tejidos,(como el pulmon ).

Fuente: Procop G, Koneman E, Churchill D, Janda W, Koneman Diagndstico

Microbiolégico.7° edicion, Wolters Kluwer Health. Espafia. 2017.
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2.3.2.3 Fisiologia y estructura

Son bacilos gram negativos rectos o ligeramente curvados (0.5 a 1.0 por 5.0 um)
con flagelos polares que les hacen moviles. Estos microorganismos no son
fermentadores, utilizan los hidratos de carbono a través del metabolismo
respiratorio en el que el oxigeno es el aceptor terminal de los electrones. Aunque
se definen como aerobios estrictos, pueden crecer de forma anaerobia utilizando

nitrato o arginina como aceptor terminal de electrones. (33)

Algunas cepas tienen un aspecto mucoide por la abundancia de polisacaridos de
la capsula. Estas cepas son especialmente frecuentes en los pacientes con
fibrosis quistica. Algunos producen pigmentos difusibles (p ej. Piocianina (azul),
fluoresceina(amarillo), piorrubina (marrén). Produciendo en ocasiones un olor
dulce o parecido al de las uvas o a la tortilla de maiz, forma colonias redondas y

lisas con un color verdoso fluorescente. (32)

2.3.2.4 Epidemiologia

Se puede encontrar en ambientes de agua dulce (arroyos, lagos y rios), asi como
en sumideros, duchas, equipos respiratorios, incluso contaminando el agua
destilada. Los seres humanos pueden ingerir la P. aeruginosa de tales fuentes;
sin embargo, no se adhiere bien al epitelio intacto normal y con un sistema
inmunoldgico saludable rara vez forma parte de la flora normal de los seres

humanos sanos. (33)

2.3.2.5 Patogenia

P. aeruginosa es patdégena sélo cuando se introduce en zonas desprovistas de
defensas normales, por ejemplo, cuando hay solucién de la continuidad de
mucosas Yy de la piel por lesidn directa del tejido, cuando se utilizan catéteres
intravenosos o sondas urinarias; o cuando hay neutropenia, como en el caso de
quimioterapia antineoplasica. (32)

La bacteria se adhiere a las mucosas o la piel y las coloniza, produce invasion
local y enfermedad sistémica. Estos procesos son favorecidos por las fimbrias,
las enzimas y las toxinas antes descritas.

El lipopolisacarido desempena un papel directo en la produccién de fiebre,
choque, oliguria, leucocitosis y leucopenia, coagulacién extravascular
diseminada y sindrome de dificultad respiratoria del adulto. P. aeruginosa y otras

Pseudomonas son resistentes a muchos antimicrobianos. (32)
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2.3.2.6 Manifestaciones clinicas

P. aeruginosa produce infeccion de heridas y quemaduras y origina pus de color
verde azuloso, meningitis, cuando se introduce por puncion lumbar; e infecciones
urinarias cuando se introduce por catéteres e instrumentos o en soluciones de
irrigacion. La afectacion del sistema respiratorio, sobre todo por respiradores
contaminados, produce neumonia necrosante violeta. (33)

Las bacterias a menudo se encuentran en la otitis extrema leve en nadadores.
Puede generar otitis externa invasora ( maligna ) en diabéticos. La infeccién
ocular puede desencadenar la destruccion rapida del ojo, es mas frecuente
después de lesiones o procedimientos quirurgicos. (32)

La necrosis hemorragica de la piel, suele presentarse en los casos de septicemia
por P. aeruginosa; las lesiones, llamadas ectima gangrenoso, estan rodeadas
por eritema y a menudo no contienen pus. Se puede ver P. aeruginosa en
muestras de lesiones por ectima tefiidas con tincion de Gram . (32)

2.3.2.7 Tratamiento

Las infecciones por Pseudomona aeruginosa son cada vez mas resistentes a
ciertos antibioticos, y el organismo puede adquirir resistencia durante la terapia.
Deben usarse dos agentes de diferentes clases cuando el riesgo de resistencia
a los antibioticos es alto (p. Ej., En sepsis grave, septicemia y neutropenia en
pacientes hospitalizados).

La infeccion por Pseudomonas se puede tratar con una combinacién de un
betalactamico antipseudomonal (p. Ej., Penicilina o cefalosporina) y un
aminoglucésido (amikacina, gentamicina). (34)

Los carbapenems (por ejemplo, Imipenem, meropenem) con quinolonas
antipseudomonales se pueden usar junto con un aminoglucésido. Con la
excepcion de los casos que involucran pacientes febriles con neutropenia, en los
que se usa monoterapia con ceftazidima o un carbapenem ( Imipenem,
meropenem ), se recomienda un régimen de 2 medicamentos. (35)

Los patrones de susceptibilidad de P. aeruginosa varian segun las diferentes
zonas geograficas y se deben realizar pruebas de susceptibilidad como un

complemento para seleccionar el tratamiento antimicrobiano. (34)
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2.3.3 CRECIMIENTO MICROBIANO

2.3.3.1 Fisiologia del crecimiento microbiano
Es el incremento ordenado de la suma de todos los componentes de un
organismo. El aumento de masa por si solo podria no indicar un crecimiento real,
ya que las células podrian estar incrementado su contenido Unicamente en
productos de reserva tales como el glucégeno, absorber agua o almacenar
lipidos o polisacaridos. En un medio adecuado, en el cual se ha adaptado
perfectamente las bacterias se encuentran en un estado de crecimiento
equilibrado. (36)
En el periodo de crecimiento equilibrado, una duplicacion de la biomasa va
acompanado de una duplicacion de las demas propiedades medibles de la
poblacién. La multiplicacién de las células es consecuencia de fisién binaria, esta
incrementa el nuamero de las bacterias individuales que conforman una
poblacién, conocida como cultivo (32)
2.3.3.2 Curva de crecimiento en cultivos discontinuos
Si un volumen fijo de medio liquido, se inocula con células microbianas
provenientes de un cultivo que ya ha crecido hasta su saturacion, se determina
y grafica de forma perioddica el numero de células viables por mililitro se obtiene
una curva como la que se muestra en la figura N° 3. (37)
Este tipo de cultivo se conoce como cultivo discontinuo es un sistema de cultivo
cerrado con recursos finitos, al que no se le afade mas cantidad de medio mas
que la inicial en consecuencia las concentraciones de nutrientes disminuyen y
las de residuos aumentan (32)
2.3.3.3 Fases del crecimiento bacteriano
A. Fase de latencia
Es el periodo de adaptacién de los microorganismos a un nuevo ambiente
es de escasa o nula division celular. Sin embargo, durante este tiempo las
células no estan inactivas. La poblaciéon microbiana atraviesa un periodo
de intensa actividad metabdlica que comprende sobre todo sintesis de

enzimas y diversas moléculas . (37)
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Una fase de latencia previa al comienzo de la divisién celular puede ser
necesaria para que las células que poseen una cantidad reducida de ATP,
cofactores esenciales, y ribosomas, sean sintetizadas antes de que se
inicie el crecimiento. La duracion de la fase de latencia varia
considerablemente segun la condicion del microorganismo y la naturaleza
del medio. (38)

. Fase exponencial

Los microorganismos crecen y se dividen hasta el nivel maximo posible,
en funcién de su potencial genético el tipo de medio y las condiciones en
que crecen. La velocidad de crecimiento es constante durante la fase
exponencial, es decir el nuevo material celular se sintetiza a una tasa
constante, pero es catalitico por si mismo y la masa incrementa de
manera exponencial.

La representacion logaritmica del crecimiento durante esta fase
exponencial es una linea recta, es el momento en que las células
presentan mayor actividad metabolica. Esto continua hasta que se agota
uno o mas nutrientes del medio o hasta que se acumulan productos
metabdlicos téxicos que inhiben el crecimiento . (32)

. Fase estacionaria

El niumero total de microrganismos viables permanece constante. Este
hecho puede ser resultado del equilibrio entre la division y la muerte de
las células o, simplemente que la poblacion deje de dividirse, aunque siga
activa. Metabolicamente, la cantidad de células se incrementa con
lentitud, aunque el recuento viable permanece constante (37)

En este periodo se generan dos factores, limitacion de nutrientes y
acumulacion de productos toxicos de desecho interrumpe por completo el
crecimiento Si la poblacion no se reproduce ni muere, el numero de
células permanece constante y dependera del balance que logren las

células con el medio ambiente, s un periodo de equilibrio. (32)
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. Fase de muerte o de declive logaritmico

Las células bacterianas mantenidas en un estado en el que no hay
crecimiento llegan a morir. La muerte es consecuencia de varios factores
uno importante es agotamiento de las reservas celulares de energia.

Al igual que el crecimiento, la muerte es una funcién exponencial
(representacion logaritmica). La velocidad de muerte de las bacterias es
muy variable y depende tanto del ambiente como del organismo en
concreto (36)

Con frecuencia después de que la mayoria de las células han muerto, la
tasa de mortalidad disminuye de forma drastica de tal manera que un
pequeno numero de supervivientes puede persistir durante meses incluso
anos. (36)

Figura N° 3 : CURVA DE CRECIMIENTO

Fase
estacionaria

Fase de
proliferacién
logaritmica o
exponencial

Fase de muerte
o deterioro
logaritmico

Fase de
latencia

Logaritmo de la concentracion celular

Tiempo
Fuente: Karen C. Carroll, Jeffery A. Hobden, Steve Miller, Stephen A. Morse.

Microbiologia Médica. 27 ed. México, Mc Graw-Hill Interamericana Editores S.A.
2016.
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2334 El Cepario
Los ceparios son el sitio de depdsito no solo de cepas de referencia, sino también
de microorganismos aislados, caracterizados e identificados a partir de muestras
de origen humano, obtenidas de investigaciones realizadas en diferentes
periodos de tiempo, habilitando asi su categoria como cepas de referencia. La
preservacion de los microorganismos de la coleccion debe garantizar su
viabilidad en estado inactivo, puro y homogéneo, bajo condiciones que aseguren
la estabilidad microscépica, macroscoépica, bioquimica, fisiolégica y genética, es
decir, sin variaciones fenotipicas ni mutaciones con respecto a las condiciones
originales. (39)
Por ejemplo:

e ATCC: American Type Culture Collection — Rockville

¢ NCIC: National Collection of industrial Bacterial — Survey, Inglaterra.

e JFCC: Japonese Federation of culture collection of Microorganism

Japon.

e CCTM: Collection National -lille, Francia.

e RIA: USRR Research Institute for Antibiotics- Moscu, Russia.

e NCBI: Coleccion Nacional Industrial- Aberdeen, Escocia.

e DCM: Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen Guttienger,

Alemania.

Las cepas de referencia pueden ser utilizadas para confirmar la identificacion de
bacterias aisladas, son cepas que se encuentran perfectamente caracterizadas
por diferentes metodologias y conservadas por diferentes técnicas en las cuales
permanecen con sus caracteristicas autéctonas intactas. Ademas, también se
utilizan para verificar el cumplimiento de las normas de calidad y demostrar la
trazabilidad, el laboratorio debe utilizar cepas de referencia de microorganismos
suministrados por una coleccién nacional o internacional reconocida. Las cepas
de referencia deben cumplir los siguientes requisitos : Caracteristicas tipicas,

caracteristicas estables y reproducibilidad de cepas. (40)

25



2.3.3.5 Cepas ATCC
Las cepas ATCC (American Type Culture Collection), constituye la coleccion mas
grande e importante del mundo estas cepas bacterianas pueden ser utilizadas
como control en una gran variedad de utilidades, lo cual nos permite conocer el
grado de confiabilidad de los productos comerciales o elaborados en el
laboratorio. (40)
2.3.3.6 Mantenimiento del Cepario
Se debe tener especial cuidado en el mantenimiento del cepario ya que el mismo
constituye una ayuda importante en la validacion de equipos, materiales
reactivos y habilidad del personal. Debe existir un plan metddico de transporte
de cepas, archivo de cada uno de los cultivos, caracteristicas bioquimicas.
sensibilidad a los antibidticos, origen de la cepa, método de identificacion, fecha
de siembra y de proximo transporte. (39)

2.3.4 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, numero de colonias), masa
celular (peso seco, medida del nitrégeno celular, turbidimetria) o actividad celular
(grado de actividad bioquimica en relacion al tamafio de la poblacion).
Todos estos métodos se clasifican en dos apartados: métodos directos y

métodos indirectos.

A. Métodos directos:
» Recuento del numero de células en una camara Thoma
» Peso seco celular.
» Determinacion de nitrégeno o de proteinas totales.
» Determinacion de DNA.
B. Métodos Indirectos:
» Recuento de colonias en placa.
Recuento sobre filtro de membrana.
Liberacion de dioxido de carbono.
Concentracion de un enzima constitutivo.
Incorporacién de precursores radiactivos.
Medida de la turbidez. (41)

YV V V V V
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2.3.5 Medicion de la actividad antimicrobiana
No existen una reglamentacion y/o estandarizacién de la metodologia para la
evaluacion de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas, como se establece
para antibidticos. La mayoria de los métodos estan basados en los métodos
utilizados para evaluar la resistencia y/o susceptibilidad a antibiéticos. (42)
Los métodos mas comunmente utilizados en laboratorio por su sencillez son:
La técnica de difusion por discos en agar, es utilizada para generar datos
cualitativos principalmente, y los métodos de dilucién en medio liquido de cultivo
y en agar, ambos métodos nos permiten conocer datos cuantitativos. (43)

2.3.6 Modelos experimentales in vitro

2.3.6.1 Método de difusién en placa:

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores
es uno de los métodos que el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. (42)

Este método es cualitativo, que se caracteriza por ser facilmente estandarizable
y que esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento
rapido.Consiste en depositar en la superficie de una placa de agar previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los
diferentes antibidticos.

Tan pronto el disco impregnado en antibiotico se pone en contacto con la
superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde por el
agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas
de incubacién, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de
inhibicion de crecimiento bacteriano. (44)

Indicaciones:

e Se aisla una bacteria responsable de un proceso infeccioso y no puede
predecirse su sensibilidad, especialmente si se sabe que este tipo de
bacteria puede presentar resistencia a los antimicrobianos mas
habituales.

e En estudios epidemiolégicos, aunque hasta el momento no se halla

descrito mecanismos de resistencia para dicho organismo.
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e Cuando a pesar de conocerse la sensibilidad del germen a drogas
altamente efectivas, el paciente no puede recibir dicha medicacién (
sensibilidad de S. pyogenes a eritromicina en pacientes alérgicos a la
penicilina ).

e En el estudio de nuevos antibioticos.

La concentracion de antibiético en la interfase entre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se aproxima a la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucién. Sin
embargo, los métodos disco-placa no permiten una lectura directa del valor de la
CMI. (32)

2.3.6.2 Método de difusiéon en placa excavada (Bauer, Kirby)

Este método se basa en el agente antimicrobiano contenidos en pozos del medio
de cultivo se produce un halo de Inhibicion del crecimiento, cuyo diametro es
proporcional a la accién del agente antimicrobiano. (43)

El diametro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y
la concentracion de la solucion de antimicrobiano, sino también del espesor de
la capa de agar, del PH y de la composicion del medio de cultivo, de la capacidad
de difusion del producto en este medio, de la temperatura y de la atmdsfera de
incubacion, de la velocidad de duplicacion bacteriana, y del tamafio del inoculo
y fase de crecimiento de la bacteria o microorganismo en estudio. (43)

2.3.6.3 Medicidén de los halos e interpretacién de los mismos

Luego de corroborar que las cepas ATCC se encuentran en rango procedemos
a realizar la lectura a través de la medicion de los halos de inhibicion, existen
tablas proporcionadas por la NCCLS que, segun el diametro del halo de
inhibicion de crecimiento bacteriano, definen categorias de resistencia,

sensibilidad y sensibilidad intermedia. (42)

2.3.6.4 Método de dilucién en caldo

Las técnicas de dilucion en caldo, se pueden utilizar para medir
cuantitativarnente la actividad in vitro de un antibacteriano, frente a un cultivo.
Por tanto, es un método referencial para la determinacion de la sensibilidad a los
antimicrobianos. Se requiere de una serie de tubos con caldo a los cuales se les

agrega el antimicrobiano en distintas concentraciones. Luego se inoculan cada
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uno de los tubos o placas con una suspension estandarizada del microorganismo

en estudio. Las pruebas se examinan después de incubar. (45)

La lectura e Interpretacion de los Resultados: El punto final se define a simple
vista, por la falta de turbidez del caldo, para ello comparar cada tubo con el tubo

de control de crecimiento (42)

2.3.6.5 Turbimetria
Es un método practico para controlar el crecimiento bacteriano. Cuando las
bacterias se multiplican en un medio liquido este se torna turbio o nebuloso por

las células.

En una suspension microbiana, la cantidad de microrganismos encontrados esta
directamente relacionado con la turbidez e inversamente relacionado con la
cantidad de luz que pasa por la misma. De tal manera, se establece con bastante
exactitud el numero de microorganismos presentes en una suspension mediante

la determinacién de la turbiedad. (46)

El instrumento utilizado para medir la turbidez es el espectrofotometro (o
colorimetro). En el espectrofotémetro un haz de luz se transmite a través de una
suspension bacteriana a una célula fotoeléctrica. Cuando la cantidad de bacteria

aumenta, menos luz alcanza a la célula fotoeléctrica. (47)

Este cambio de luz se registra en la escala del instrumento como porcentaje de
transmision. También se puede determinar como una medicién logaritmica del
instrumento denominada absorbancia (densidad optica), o como un valor
derivado del porcentaje de transmision. La absorbancia se utiliza para graficar el
crecimiento bacteriano es Cuando las bacterias se encuentra en fase logaritmica
de crecimiento o declinacion la representacion de la absorbancia frente al tiempo

forma una linea casi recta. (47)
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2.3.7 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),
para productos farmacéuticos afines y fitofarmacos son los siguientes:

Cuadro N° 2 : Control Microbiolégico

CRITERIOS BACTERIAS | CANTIDAD
PERMISIBLE

Criterio imperativo: Este

microorganismo no debe

presentarse. La presencia de este | Salmonella Ausente

indica un riesgo elevado.

Criterio indicativo de higiene: La | Coliformes Ausente

presencia excesiva indica que la | Fecales (E. | Rango aceptado:

higiene en el proceso ha sido | coli) 10 -102UFC /g

deficiente. Por lo que el producto
podria rechazarse.

Criterio alerta o limites criticos: | Aerobios 104 - 105 UFC/g
Significa que el producto no debe | mesdfilos.
exceder los limites especificados en | Hongos y | 102—-10% UFC/g
este rubro. levaduras.

Fuente: MINSA/ DIESA. Norma Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano, 2008,
Lima.

Leyenda: UFC: Unidades Formadoras de Colonia.

» Criterio indicativo
» Criterio de alerta o limites criticos.
» Criterio imperativo. (48)
2.3.8 Descripcion del Farmaco Usado Como Patron comparativo en el

Presente Estudio.

2.3.8.1 Amikacina

Es un aminoglucésido semisintético, derivado de la kanamicina, aunque de mas
amplio espectro antimicrobiano y que se caracteriza por su resistencia a las
enzimas inactivadoras de aminoglucésidos. Es activo contra casi todos los
bacilos aerobios gramnegativos de la comunidad y del hospital, incluyendo
Pseudomonas aeruginosa, y casi todas las cepas de Serratia y Proteus.
Asimismo, es bactericida para casi todas las cepas de Klebsiella, Enterobacter y

Escherichia coli resistentes a gentamicina y tobramicina. (49)
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Son menos susceptibles las cepas de Acinetobacter, Providencia, Flavobacter y
Pseudomonas que no sean aeruginosa. En general, tiene poca actividad contra
microorganismos anaerobios y bacterias facultativas en condiciones de

anaerobiosis. Su accion contra las bacterias grampositivas es limitada. (49)

2.3.8.2 Mecanismo de accién

Los aminoglucosidos se difunden a través de los canales de porinas en la
membrana externa de los microorganismos sensibles. Estos microorganismos
tienen también un sistema dependiente de oxigeno que transporta los
medicamentos a través de la membrana citoplasmatica. Detro de la célula se
unen de forma irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo en el
acoplamiento del aparato ribosémico funcional ocacionando que la subunidad
30S del ribosoma completo lea de modo errroneo el codigo genético con el
consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la bacteria. (50)

La incorporacién de los aminoglucosidos en el interior de la bacteria,
especialmente en los cocos grampositivos, es mayor al coadministrarse con
antibioticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana, como son los
betalactamicos y los glicopéptidos.

2.3.8.3 Farmacocinética

En general, los aminoglucésidos se administran por via intramuscular se
absorben totalmente, obteniéndose la concentracion maxima (Cmax) sérica
entre 30 y 90 min. Por via intravenosa se recomienda administrarlos mediante
perfusion durante 15-30 min, y si la dosis es elevada (caso de monodosis), el
tiempo de perfusién se debe incrementar hasta 30-60 min para evitar la aparicion
de bloqueo neuromuscular. (51)

Los aminoglucdsidos por su hidrofilia, las concentraciones tisulares pueden ser
subterapeuticas y la penetracion en todo casi todos los liquidos es variable. La
alteracion del mismo, como sucede en caso de insuficiencia cardiaca, ascitis,
quemados o insuficiencia renal, obliga a modificar la dosis. (50)

En su distribucion unida a proteina en un 0 - 11%, con un volumen de distribucion
de 0.25 - 0.4 L / kg, principalmente en fluido extracelular (altamente hidrofilico) ;
penetra la barrera hematoencefalica cuando las meninges se inflaman ; cruza la
placenta, difusion relativa de agentes antimicrobianos de la sangre al LCR:

buena solo con inflamacioén (excede las CMI habituales) (52)
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En cuanto a su eliminacién tiene una vida media 2-3 horas cuando la funcion
renal es normal, se excreta por la orina en un 94 - 98%. (52)

2.3.8.4 Reacciones adversas

Dentro de los mas frecuentes se encuentra la nefrotoxicidad ( poliuria, oliguria )
neurotoxicidad ( parestesias, convulsiones), ototoxicidad (puede ser irreversible):
auditiva (hipoacusia inicialmente a tonos de alta frecuencia, tinnitus), vestibular
(vértigos, nausea, vomito, ataxia, inestabilidad en la marcha). (53)

Poco frecuente: hipersensibilidad ( mayormente cutdnea, muy raramente
anafilactica), algunas atribuibles a la presencia de bisulfito de sodio en las
formulaciones parenterales, teniendo mas riesgo las personas con asma
bronquial. Raras: bloqueo neuromuscular (depresion respiratoria, debilidad

muscular). (53)

2.3.9 Consideraciones generales de los liposomas

Los liposomas fueron descubiertos en el afio de 1965 por Bangham vy
colaboradores, quienes constataron que ciertos lipidos pueden formar
estructuras membranosas artificiales cuando estan en presencia de un exceso
de agua. Estas estructuras vesiculares, altamente organizadas, estan
constituidas por una pared formada por lamelas o bicapas lipidicas concéntricas
que estan separadas por un numero igual de espacios de contenido acuoso.
Para su elaboracion habitualmente se utilizan fosfolipidos, con o sin la
incorporacion de colesterol o de otros materiales, introducidos en la pared del
liposoma con el fin de dotar a las particulas de alguna propiedad particular,
ejemplo carga superficial. (54)

2.3.9.1 Concepto de Liposomas

Los liposomas son vesiculas submicroscopicas con una cavidad central acuosa
envuelta por una o numerosas laminas biomoleculares de fosfolipidos ( formando
bicapas concéntricas ) separadas las unas de las otras. De forma estructura y
tamafo diversos, sus dimensiones oscilan entre 0.001um y 10um. Esta
estructura compartimental permite la incorporacion de una gran variedad de
sustancias hidrosolubles ( zonas acuosas ) o liposolubles ( laminas lipidicas )
quedando asi protegida del medio que les rodea (degradacidén enzimatica

estabilidad quimica) (55)
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Figura N° 4 : Estructura de los Liposomas

Fosfolipido

Colestarol
Compuesto lipofikco
Compuesto hidrofilico

Modficacion superficial

Fuente: Neves et al. Liposomes in tissue engineering and regenerative medicine
(2017 ). Disponible en: http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2014.0459.

2.3.9.2 Principales Componentes de los Liposomas

A. Los fosfolipidos

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas solubles en disolventes organicos que
en dispersion acuosa son capaces de constituir de formar espontaneamente
asociaciones micelares Estas asociaciones son en funcion a parametros
fisicoquimicos (temperatura), quimicos (fuerza ionica, pH, composicion),
intervienen las fuerzas electrostaticas: Fuerzas atractivas de Vander Waals entre

las colas hidrocarbonadas que favorece el empaquetamiento compacto. (56)

Los fosfolipidos poseen dos colas hidrofébicas y un grupo polar o cabeza unido
a ambas cadenas se pueden clasificarse como naturales o sintéticos.

Los fosfolipidos naturales se pueden obtener de diversas fuentes, como la soja
o0 la yema de huevo. En términos de los grupos principales polares, los
fosfolipidos se clasifican como fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl). Son los fosfatidos mas abundantes en
plantas y animales y también son los mas utilizados para producir liposomas.
Sin embargo, los fosfolipidos naturales son menos estables que los fosfolipidos

sintéticos. (57)
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Los fosfolipidos sintéticos se pueden producir a partir de lipidos naturales.La
modificacion de las regiones no polares y polares de las moléculas de
fosfolipidos permite la creacién de una variedad ilimitada de fosfolipidos bien
definidos y caracterizados . (58)
Ejemplos de lipidos sintéticos son dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dimiristoil
fosfatidilcolina (DMPC), diestearoil fosfatidilcolina (DSPC) y fosfatidilcolina de
soja hidrogenada (HSPC). (58)

B. Colesterol
Es una molécula de ciclopentanoperhidrofenantreno, es un lipido esteroide por
cuatro carbociclicos condensados o fundidos, posee una cabeza polar
constituida por el grupo hidroxilo y una porcion apolar formada por los anillos
condensados y sustituyentes alifaticos, debido a esta caracteristica es una
molécula hidréfoba, es bastante soluble en disolventes apolares como el
clorofomo. (59)
La adicidon de colesterol (esteroles presentes en la membrana celular ), permite
modificar la organizacién (arquitectura) molecular de las laminas lipidicas. Su
presencia controla la fluidez de la membrana y en consecuencia modula la
capacidad de encapsulacion y estabilidad fisica de las vesiculas. (59)
Aumentar la rigidez de las membranas en “estado cristalino” (se inserta en las
cadenas lipidicas, originando un aumento en el empaquetamiento y una
disminucién de la permeabilidad y fluidez) y reducir la rigidez de las membranas
que no estan en “estado gel” se inserta junto a las cabezas polares, aumentando
la permeabilidad y fluidez de las cadenas. (60)
2.3.9.3 Aspectos Fisicoquimicos
Los fosfolipidos son moléculas anfilicas solubles en disolventes organicos, que
en dispersion acuosa son capaces de constituir de forma espontanea
asociaciones micelares.
Los liposomas se clasifican segun su tamano, uno difiere entre vesiculas multi-
laminares (MLV, 0.1-10um) y vesiculas unilamelares, que se distinguen entre
pequenas (SUV, <100 nm), grande (LUV, 100-500 nm) o gigantes (GUV, =21 m)

vesiculas y por el numero de bicapas en uni, oligo, o multilaminares. (55)
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Cada tipo tiene su propio método de produccion, asi como sus propias
aplicaciones potenciales. En las preparaciones farmacéuticas, los mas
utilizados, por sus caracteristicas generales, son los liposomas unilamelares
pequenos (40-250 nandmetros), los otros tipos plurilamelares, oligo y
multilamelares, tienen aplicaciones puntuales y concretas. (61)

Los liposomas difunden la luz dando un aspecto ligeramente turbio a la solucion
que se convierte en opalescente e incluso en lechosa si la concentracion de
lipomas es elevado o su diametro aumenta.

2.3.9.4 Eficacia de encapsulaciéon

La eficacia de encapsulacion (%) es la relacién entre la cantidad encapsulada
del principio activo y la cantidad total del farmaco anadido en la preparacion .

El contenido en principio activo revela la cantidad real del principio activo en
capsulado por unidad de masa del polimero o de la mezcla polimerica empleada
en la formulacion. (62)

Los procedimientos para la determinacién de la eficacia de encapsulacion y del
contenido en principio activo dependera del polimero utilizado y del farmaco
encapsulado. En general, el contenido en principio activo se determina tras la
disolucién de los liposomas en un disolvente apropiado seguido de la
ultracentrifugacion o ultrafiltracion de las mismas. El principio activo se cuantifica
empleando distintos métodos dependiendo de su naturaleza (espectofotometria
UV , HPLC, ELISA, etc). (63)

2.3.9.5 Usos y Aplicaciones

Los liposomas han sido objeto de un considerable interés en el campo de la
medicina, bien con fines terapéuticos o0 como herramientas de diagndstico.

Los liposomas han sido utilizados para proteger moléculas sensibles (p. e€j.
arabindsido de citosina, DNA, RNA, oligonucleétidos antisentido), para mejorar
la captura intracelular y para cambiar el perfil farmacocinético y la biodistribucion
(tanto temporal como espacial) de la molécula encapsulada (54)

Desde el punto de vista de la administracién, los liposomas pueden ser
formulados como suspensiones liquidas inyectables, aerosoles, cremas o geles,
que pueden ser administrados por diferentes vias, si bien lo mas frecuente es

que lo sean por inyeccion endovenosa. (6)
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Cuadro N° 3 : Formulaciones de liposomas que estan en el mercado y

aquellas que se encuentran en una fase avanzada de investigacion clinica.

Via Administracion/
producto Estatus
Administracion
endovenoso venoso

Molécula activa

Indicaciones

Abisome

Anfoterisina B

Infecciones fungicas sistémicas

Daunosome Daunorubicina citrato Sarcoma de Kaposi

Mikasome Amikacina Infecciones bacterianas graves

Doxil/Caelix Doxorubicina sulfato Sarkoma de Kaposi y cancer de ovarios
refractario

SPI 077 Fase Il Cisplastino Carcinoma células escamosas de
cabeza y cuello

Myocet/Evacet Doxorubicina citrato Cancer de mama metastasico en

combinacién con ciclofosfamida

Ventus Fase Il

Prostaglandina E1

Sindrome de distress respiratorio
agudo

Fase I/l

OSI 211 Fase I Lurtotecan Leucemia mieloide refractaria. Cancer
de ovario y pulmén de células
pequefas

Margibo Vincristina Linfoma no Hodgkin

Annamicina liposomal Annamicina Cancer de mama

Aroplatin/Platar Fase |

Derivados de platino

Mesotelioma, cancer colorectal.
Tumores solidos

Atra Intra Venoso
/Antragen

Acido all-trans retinoico

Leucemia promielocitica; Sarkoma de
Kaposi

Visudyne

Verteporfin

Degeneracion macular humeda en
combinacién con laser

Fuente: Vila Jato José Luis . Nanotecnologia farmacéutica realidades y posibilidades
farmacoterapéuticas.Instituto de Espafia Real Academia Nacional de Farmacia.

Monografias XXVlll.editorial. Realigraf S.A. Pag-58-60.
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2.3.9.6 Aplicaciones de Liposomas en Infecciones

Los liposomas se utilizan principalmente para transportar principios activos o
medicamentos de la forma mas selectiva posible aumentando la eficacia y
disminuyendo los efectos no deseados de los mismos, especialmente su
toxicidad. Su tamafio y caracteristicas fisicoquimicas hacen que estas vesiculas
o estructuras circulen, penetren y difundan en los tejidos con gran facilidad,
liberando el principio activo en ellas encapsulado de forma controlada y eficaz
(55)

Por otro lado, la encapsulacion de agentes antiinfecciosos en liposomas de
circulacion prolongada puede modificar el perfil farmacocinético y de
biodistribucion del farmaco y, por lo tanto, lograr una mejora de su indice
terapéutico. (54)

2.3.9.7 Clasificacion de liposomas

La clasificacion de los liposomas se puede realizar en base a tres criterios:
atendiendo a sus caracteristicas fisicoquimicas, al proceso por el que han sido
elaborados y a las aplicaciones de los liposomas. Para la clasificacion de los
liposomas en funcién de sus caracteristicas fisicoquimicas, se tiene en cuenta
su tamafo iy el numero de bicapas o lamelas que conforman la pared del
liposoma. (64)

Cuadro N° 4 : Clasificacién y nomenclatura de liposomas en funcién del
método de preparacion.

Abreviatura Nombre completo Método de preparacion
REV Reverse phase Vesiculas uni u oligolamelares
evaporation method obtenidas por evaporacion en
fase reversa
SPLV Stable plurilamell Vesiculas estables
vesicles plurilamelares
FATMLV Frozen and Thawed Vesiculas multilamelares

obtenidas por ciclos repetidos
de congelacion
/descongelacion

VET Vesicles prepared by Vesiculas obtenidas por
extrusion technique extrusion

DRV Dehydration- Vesiculas obtenidas por
Rehydration method deshidratacion/rehidratacion

Fuente: Kirby, C.G., G., Dehydratation -Rehydration vesicles:a Simple Method for High
Yield Drug Entrapment in Liposomes. Biotehnology, 1984. 2: p. 5.
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A. Por el Numero de Bicapas

Los liposomas se pueden clasificar segun el numero de capas, segun el
siguiente cuadro.
Cuadro N° 5 : Clasificacion de los liposomas segun el numero de capas

Nimero de bicapas Propiedades

Suv ~ Debido a su elevado radio de curvatura,
(vesiculas una elevada proporcion de fosfolipidos
unilaminares se halla en la monocapa externa
de pequenas - Presentan una importante relacion
dimensiones) 20-80 nm superficie/lipido
~ Dado que el porcentaje de encapsulacion
O es bajo, no se recomienda para
Unilaminares moléculas hidrosolubles
(liposomas formados
por una Gnica bicapa) LUV - Presentan una elevada capacidad
(vesiculas unilaminares de encapsulacion
de grandes dimensiones) - El elevado volumen del compartimiento
interno permite la encapsulacion de
80 nm-1 um moléculas hidrosolubles con eficacia
— Existen variantes de MLV, tales como:
MLV * REV (Reverse-phase
(vesiculas Evaporation Vesicles)
Plurilaminares multilaminares) -
(liposomas formados varios um * SPLV (Stable Plurilamelar
por varias bicapas) Vesicles)
* MVL umultivesicular
Liposomes)

Fuente: SzokaComparative Properties and Methods of Preparation of Lipid Vesicles

(Liposomes). Ann. Rev. Biophs. Bioeng., 1980. 9: p. 41.
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2.3.10 Preparacion de Liposomas

2.3.101 Métodos de Elaboracion de Liposomas

Los liposomas se pueden obtener aplicando distintas metodologias, que
conducen a la formacion de vesiculas con caracteristicas diferentes en funcion
del procedimiento aplicado (tamafio y distribucion de tamafios, lamelaridad,
eficacia de asociacion), lo que sugiere que diversos mecanismos pueden estar

implicados en este proceso de formacion. (65)

La elaboracion de los liposmas se puede dividir en dos pasos: La fabricacion
preliminar y el acondicionamiento de las vesiculas (se modifica principalmente

sus caracteristicas fisicas). (66)

2.3.10.2 Obtencion de Liposomas Método de Banghan
Banghan y colaboradores propusieron un método para la obtencion de
vesiculas multilaminares de grandes dimensiones:
2.3.10.3 Obtencion de Liposomas tipo SUV. Método De Dispersion
Simple
Se realiza en varias etapas
» Evaporacion. - Se obtiene la bicapa lipidica a partir de disoluciones de
lipido en medios no polares. como son el cloroformo o el ciclohexano.
Las disoluciones de los distintos lipidos que pretenden utilizarse se
mezclan en proporcion adecuada. El disolvente se evapora mediante
una bomba de vacio o con ayuda de una corriente de N2 o Ar
obtiéndose una fina pelicula formada por la bicapa lipidica sobre las
paredes del vial con el que se trabaja (67)
> Hidrataciéon de la bicapa lipidica . La hidratacién de la pelicula se

logra afadiendo un liquido y agitando. La temperatura del medio de
hidratacion debe ser cercana a la temperatura de transicion cristalina
del gel-liquido (Tc o TM). Posterior a la adicion del liquido, la
suspension formada se debe mantener a esa temperatura durante un
periodo de tiempo de hidratacion. Siendo los medios de hidratacidn
mas utilizados son el agua destilada, las disoluciones salinas, y los
tampones. (68)
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» Extrusion de fosfolipidos. - Es una técnica mediante Las vesiculas
unilamelares y multilameres se hacen pasar por un filtro de
policarbonato, con un tamafo de poro bien definido, en un numero de
veces superior a once. Este procedimiento da lugar a particulas que
tienen un diametro igual al tamano del poro del filtro usado. (68)

23104 Obtencion de Liposomas tipo LUV - El método evaporacion en

fase reversa

Utiliza un volumen muy pequeino de fase acuosa en la solucion organica en la
que estan inmersos los fosfolipidos (relacion molar 1:3). Tras la adicién de la fase
acuosa por encima de la temperatura de transicion del lipido, la mezcla se sonica
dando lugar a una emulsion. La fase organica se elimina a presién reducida
dando lugar a liposomas en una fase de gel intermedio. Finalmente, tras una
fuerte agitacion se obtiene una disolucién concentrada de vesiculas muy
polidispersa desde pocos nanometros hasta 10 ym segun la composicion y
concentracién de los lipidos, la temperatura, fuerza de sonicacion y tiempo.

Los liposomas obtenidos por medio de este método no son estables para el
almacenamiento a temperaturas por debajo de la temperatura de transicion del

lipido, ya que los liposomas tienden a fusionarse. (69)

2.3.10.5 Método de dispersion simple para obtener MLV

Se trata de un protocolo que incluye varios ciclos de evaporacién del disolvente
y sonicacion.

Se inicia con el proceso de evaporacién del cloroformo en el que se encuentran
los lipidos y una vez se tiene la bicapa de lipidos, se afade ciclohexano con un
pequefio volumen de etanol (1-2% del volumen total) para aumentar la
miscibilidad. Se liofiliza la muestra con ayuda de un sistema de vacio durante al
menos 5 horas. Asi, la pelicula de lipidos otra vez formada y es el momento de
pasar al proceso de hidratacién de la bicapa lipidica, por encima de la
temperatura de transicion de fase de los lipidos, se agita enérgicamente
mediante un sonicador. Este proceso permite obtener vesiculas multilamelares,

pero el tamafio y la lamelaridad es dificil de controlar. (68)
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2.3.11 Otros métodos para obtener liposomas

A. Inyeccién de etanol o éter

Este método consiste en inyectar una solucion etérea del fosfolipido en otra
acuosa del agente activo a la temperatura de 55-66 °C o a 30 °C a baja
presiéon. Una vez que se realizada la eliminacion del disolvente por
evaporacion, se obtiene la formacidon espontanea de vesiculas,
principalmente LUV (0.005 a 0.25 ym), aunque también se forman algunas
MLV por lo que se recurre generalmente a la filtracion para conseguir
vesiculas uniformes y para eliminar los posibles restos de etanol o éter segun

sea el caso.

Es aplicable a numerosos lipidos y mezclas lipidicas, el uso de disolventes
organicos y temperaturas elevadas pueden desnaturalizar o inactivar las

macromoléculas, fosfolipidos insaturados son insolubles en éter. (55)

B. Dialisis del detergente

En este método los fosfolipidos se suspenden en la fase acuosa con ayuda
de detergentes formando estructuras que se conocen como de micelas
mixtas. Para formar la micela los detergentes requieren cierta concentraciéon
conocida como concentracion micelar critica (CMC), ya que a niveles
inferiores las moléculas se encuentran como monoémeros. Por encima del nivel
de la concentracién micelar critica (CMC) existe un equilibrio entre las
moléculas libres y aquellas que estan formando las micelas, fendmeno que se
aprovecha para que estabilizado el sistema micelar mixto se pueden dializar
moléculas libres de detergente, produciendo que el detergente que forma la
estructura junto con los fosfolipidos, se muevan al medio acuoso para poder

restablecer el equilibrio. (66)
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2.3.12 Estabilidad de los Liposomas
La estabilidad tanto "in vitro" como "in vivo" de una suspension liposomal
depende principalmente del método de fabricacién utilizado en su produccion, de
la composicion final del producto, incluido el principio activo, asi como de las
condiciones y caracteristicas del medio receptor y, ademas, de la forma y lugar
de almacenamiento del producto. Las caracteristicas fisicas, como el tamafio o
diametro medio del liposoma, y la homogeneidad de las particulas, la

concentracion lipidica utilizada y la temperatura del medio. (70)

Al estar constituidos por fosfolipidos con cadenas hidrocarbonadas insaturadas
la oxidacion lipidica puede verse favorecida por la presencia de metales, luz y
ser minimizada por la adicion, en proporciones adecuadas de antioxidantes tales
como el alfa-tocoferol o los betacarotenos. Varia con el tiempo (dias a algunos
meses) con la composicion, pureza concentracion en sales del medio,
temperatura, etc. No obstante con el tiempo, los liposomas se agregan en
estructuras plurillaminares de mayor tamafio que acaban por separarse en forma

de fase cristal liquido laminar. (56)

Sin embargo, el colesterol es afectado minimamente por la oxidacion ya que la
fosfatidilcolina es un inhibidor muy efectivo.
Otro factor a considerar es la hidrolisis de los acidos grasos, que depende del
tiempo, la temperatura y el pH. Dicha hidrolisis se minimizar a pH = 6.5.
Fisicamente, el principal problema consiste en la agregacion de los liposomas,
lo que modifica las caracteristicas de permeabilidad de la pared lipidica, con la
consiguiente liberacion del principio activo captado (55)

2.3.13 Determinacion de la tamano y forma de los liposomas por

microscopio .

La liberaciéon de farmacos puede verse afectada por el tamano de las particulas
o moléculas involucradas. Por una parte, los lipsosomas pequefas tienen una
mayor relacion area superficial-volumen, lo que favorece una mayor asociacion
del farmaco con las moléculas del 6rgano diana (al estar mas expuesto) y por
tanto, una liberacion mas rapida del farmaco. Por otra parte, las particulas de
mayor tamafo tienen grandes nucleos, lo que permite una mayor cantidad de
farmaco encapsulado por las particulas y hacen que la liberacién sea mas
lenta.(71)
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El tamafio puede ser determinado por diferentes técnicas, de acuerdo con el

diametro aproximado de las nanoparticulas . La microscopia éptica convencional

no es adecuada para la caracterizacién de nanoparticulas porque su resolucion

esta limitada a 1 ym. Por tanto el tamafo de los sistemas nanoparticulas debe

ser evaluado mediante microscopia electrénica o difractrometro de laser. (63)

Cuadro N° 6 : Diferentes técnicas empleadas en el analisis del tamano de

particula
TECNICA

Microscopia
electrénica
(barrido
electrénico)

Microscopia
electrénica
transmision
(electrénica).

Microscopia
electrénica

Seial
electronica
relacionada
con el diametro
al pasar la
particula a
través de un
orificio.

Fuente: Vila Jato José Luis.

INTERVALO DE VENTAJAS

ANALISIS
50 nm- 100 pm

50 nm- 100 um

50 nm- 100 ym

10nm- 1000 ym

Apariencia
tridimensional y
morfologia de la
muestra

Mayor
capacidad de
aumento y
mayor
resolucién que
la SEM

No necesidad
de recubrimiento
conductor.
Permite trabajar
en modo de bajo
vacio.

Elevada
resolucion y
gran
profundidad de
campo.
Facilidad de
operacion.

Nanotecnologia farmacéutica

LIMITACIONES

Delicada preparacion de
la muestra y su influencia
en el resultado

Delicada preparacion de
la muestra y su influencia
en el resultado.
Apariencia
bidimensional.

Necesita alto vacio.
Complejidad de
operacion .

Estrecho rango en
escala nanométrica.
Ajustes y cambio de
componentes del
aparato para efectuar el
analisis a lo largo de un
amplio intervalo de
diametros.

realidades y posibilidades

farmacoterapéuticas. Instituto de Espafia Real Academia nacional de farmacia. Monografias
XXVIll.editorial. Realigraf S.A. Pag-58-60.
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2.4 MARCO CONCEPTUAL

Medicina Tradicional.- La medicina tradicional es todo el conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y
experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados
para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico,

la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales (72)

Principio activo: Sustancia con actividad farmacoldgica extraida de un
organismo vivo que una vez purificada o modificada quimicamente, se le

denomina farmaco o medicamento. (73)

Bactericida. - La mas débil concentracion de una sustancia capaz de provocar
la destruccidn definitiva de la vitalidad de un microbio. Provocan la lisis y muerte

de microorganismos. Ej.: Penicilina, Cefalosporina, Polipeptidicos.

Concentracion minima inhibitoria (CMI).- Es la concentracion minima

inhibitoria de un farmaco presente en la sangre capaz de frenar una infeccion.

Colonia.- Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medio sdlido,

originada por la multiplicacion de una sola bacteria preexistente.(10)

Disco de sensibilidad.- Discos impregnados con algun antimicrobiano usados

para determinar la susceptibilidad antimicrobiana por disco difusion.

Incubacion.- Mantenimiento de cultivo bacteriano en condiciones favorables

para su desarrollo y multiplicacion.(28)
Inéculo.- Alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un medio de cultivo.(29)

Lecitinas.- Es una mezcla compleja de lipidos neutros (triglicéridos, acidos
grasos y esteroles), lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos) y carbohidratos,
que dependiendo de las proporciones de los compuestos mencionados, tiene
diferentes propiedades tecnoldgicas vy fisioldgicas, siendo la mas importante su

capacidad de emulsificacion.(52)

Liposomas.- Son vesiculas extraordinariamente pequefas compuestas
principalmente por fosfolipidos organizados en bicapas. Estas vesiculas
contienen una fase acuosa interna y estan suspendidas en una fase acuosa

externa (54).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES BIOLOGICOS
3.1.1 Material vegetal
e Se utilizaron las hojas y tallos de la especie vegetal Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi”, Siendo la zona de recoleccion, la localidad de
Mahuayany, Distrito de Ocongate, provincia de Quispicanchis
departamento del Cusco a 4979 m.s.n.m. Latitud Sur : 13° 37°24" y
Longitud W: 71° 23" 07".
3.1.2 Material microbiolégico
e Se utilizaron cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 que fueron

adquiridos del laboratorio GenLab del Peru S.A.C.

3.2 Materiales e instrumentos de laboratorio
3.2.1 Patrén comparativo
Discos de sensibilidad de amikacina 30 ug.
3.2.2 Materiales e instrumento de laboratorio.
3.2.2.1 Materiales de campo:
e Bolsa de papel kraft y de polietileno.
e Camara fotografica.

e Prensa botanica.

Cuaderno de campo.

Lapicero
3.2.2.2 Materiales de laboratorio:
. Tubos de ensayo 5 mL,10 mL y 20 mL
o Vasos de precipitado 50 mL,100 mL, 500 mL y 1000 mL.
o Pipetas 2mL, 5mLy 10 mL
. Micropipetas graduadas 0.5 pl, 1000 pL
. Matraz de base redonda 250 y 500 mL
. Fiolas 50 mL,100mL, 250 mL .
. Probetas 25, 50 y 100 Ml
. Embudo de vidrio.

o Placas Petri.
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Pipetas Pasteur.
Baguetas.

Goteros.

Gradillas.

Soporte universal y llaves
Papel filtro

Algoddn

Botellas de vidrio de color oscuro de 4 a 5 litros de capacidad.

Asa de siembra
Mechero Bunsen
Pinzas

Pizetas

Laminas porta objetos
Laminas cubreobjetos

Viales de vidrio con tapa de goma, (5mL).

3.2.3 Equipos de laborarorio

Balanza analitica de sensibilidad 0.0001 g.OHAUS.
Bafio Maria. MEMMET. Modelo WINE22. Capacidad 20L
Incubadora.BINDER. Modelo 16-07400. T° max 250°C
Rotavapor.BOECO. Modelo RV0-400

Autoclave.L INDUME LAB . T° max 134 °C

Microscopio : Novel, modelo N-800 M

Centrifuga.HETTICH ZENTRIFUGEN. Modelo 0124094-07.

Horno Pasteur.k™*STERIL. T° max 200 °C

Baro de ultrasonido. BRANSON CPX2800H-E.
Agitador magnético. BENCHMARCK BV1000.
Agitador VORTEX VELP SCIENTIFIA MOD:WIZARD

Vernier.
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3.2.4 Solventes y Reactivos

>

Solventes para la prueba de solubilidad.

Etanol de 70°.

Agua destilada.
Metanol Q.P.
Hexano Q.P.
Acetato de etilo Q.P.
Cloroformo Q.P.
Acetato de etilo Q.P

Reactivos para el analisis fitoquimico cualitativo

Reactivo de cloruro férrico al 1%
Acido sulfarico concentrado.
Acido clorhidrico concentrado.
Hidréxido de sodio al 1%.
Hidroxido de potasio al 5%.
Reactivo de gelatina.

Solucion acuosa de ninhidrina al 1%.
Limaduras de magnesio.
Solucién gelatina-NaCl al 1%.
Reactivo de Benedict

Reactivo Shinoda.

Reactivo de Borntrager.

Reactivo de Dragendorff.
Reactivo de Wagner.

Reactivo de Lieberman-Burchard.
Reactivo sudan Il

Reactivo de fehling Ay B

Tween 80

Medios de cultivo

Caldo BHI (Caldo: Infusién Cerebro Corazon)
Agar cetrimide
Agar Mueller Hinton

Agar SS (Salmonella y Siguella)
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Agar Mac Conkey
Agar OGYE (hongos y levaduras).

Insumos para la elaboracién de liposomas

Fosfatidilcolina de soya
Colesterol.
Buffer fosfato (7.4 pH)

Capsulas de vitamina E.

Otros materiales

Jeringas descartables de 1,10 y 20mL.

Mandil descartable

Guantes estériles

Gorro

Barbijos

Mascarilla N° 95

Papel aluminio.

Plumones de tinta indeleble
Gasas

Algodén

Plastico films

Cinta de esterilizacion autoclave
Papel crepado para esterilizacion
Tubos de centrifugar

Papel indicador de pH

Cartulina de color negro.

Tijera esteéril

Molino de granos

Ligas

Detergente

Lejia

Papel toalla
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3.2.6 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION (DISENO DE
INVESTIGACION)

3.2.6.1 Tipo de estudio

La presente investigacién es de tipo experimental con disefio cuasi-experimental,
donde se manipuld deliberadamente la variable independiente, liposomas
elaborados con extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” para observar su efecto y grado de relaciéon con la variable
dependiente (actividad antibacteriana in vitro frente a Pseudomona aeruginosa
cepas ATCC 27853).

3.2.6.2 Diseio cuasiexperimental

Es un estudio de disefio cuasiexperimental donde se analiza el efecto
antibacteriano con respecto a la interaccién in vitro de los liposomas formulados
a diferentes concentraciones frente a Pseudomona aeruginosa por un periodo
de 24 horas comparado con el farmaco patron amikacina .

Es de corte transversal debido que describe la relacion entre las variables que
son observadas en un tiempo determinado, ademas es prospectivo porque la

relacion de datos se realizd de acuerdo a la ocurrencia de los hechos.
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3.2.6.3 DISENO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion es de tipo cuasi-expeimental, por la limitada

manipulacion de las variables dependientes.

A. Diseno Cuasi-experimental para evaluar el ensayo de la actividad

antiba

cteriana in vitro para el extracto hidroalcohdlico al 70 % de Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

GRUPO
G1

G2
Gi3
Gia
Gis
Gie
Donde

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL  MEDICION DE LA PRUEBA
X1 O

X12 O12

X13 O13

X14 O14

X15 O1s

X16 O16

G1, G2,... G14,G15, G1s, =Cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
que fueron sembradas en placas petri que contienen agar Miller-Hinton.
X1, X2, X3, X13 X14 : Son diferentes concentraciones en mg/mL del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” que fueron sembradas en placas petri por triplicado por el
método de pozos excavados.

X1s: Concentracion del farmaco patrén, “amikacina”.

Xie: Blanco(solvente usado para dilucidon del extacto en estudio).
01....012, O13, O16: Observacion y medicion de los halos de inhibicién
formados por las diferentes concentraciones del extracto y farmaco patrén

amikacina, depués de la incubacion a 37°C por 24 horas.
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3.2.7 DISENO DE ELABORACION DEL LIPOSOMAS

Cuasi experimental con post prueba unicamente

Elaboracion de los liposomas con el extracto hidroalcohdlico al 70% de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” .

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL PRUEBA
G X1 Xe X111 Xie Xo1 Xor O1 O2 O3 04

G2 Xo X7 X2 X1z X2 Xos O1 O2 O3 04

Gs3 Xz Xg X1z Xig Xz X9 O1 O2 O3 Os

G4 X4 Xo X4 X9 Xoa Xzo O1 O2 O3 Os

Gs Xs Xio Xis5 Xoo Xos Xz O1 O2 O3 Os
Donde:

G1, G2, Gs, G4, Gs: Formulacion a diferentes concentraciones

X1, X2, X3, X4, Xs: Fosfatidilcolina de soya X% .

Xe, X7, Xs, Xo, X10: Colesterol en X%.

X11, X12, X13, X14, X15. Cloroformo X%.

X16X17 X18, X19, X20, X21: Metanol X%.

X21, X22, X23, X24, X25: Solucién buffer fosfato 7.4 de pH X%.

Xa7, X 28, X29, X30, X31: Concentraciones de extracto hidroalcohdlico al 70
% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a X%.

O1: Evaluacién de caracteristicas al microscopio, después de 24 horas.
O2: Evaluacion de las caracteristicas microbioldgicas: ausencia de
microorganismos, después de 24 horas.

Os: Evaluacion de la estabilidad acelerada a temperatura de 40°C y 4°C,
después de 30 dias.

O4: Evaluacion de las caracteristicas organolépticas,: Aspecto, color, olor,
pH, después de 30 dias.
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3.2.7.1

Diseio experimental para evaluar el efecto antibacteriano de los
liposomas elaborados con el extracto hidroalcohélico al 70% de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” .

Para el presente estudio se elaboré un disefio con post-prueba unicamente y

grupo control.

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LOS
EXPERIMENTAL SUJETOS
G1 X1 O1
G2 X2 02
Gs Xs Os
Gs Xe Os
G7 X7 Or
Donde
» G1, G2,... Gs, Gs, G7 = Diferentes tubos preparados con caldo BHI, agua
destilada, incoculo de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853 y
Tween 80.
» X1,X2 ... Xs: Son diferentes concentraciones de liposomas en mg/ml

elaborados a partir del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Xe: farmaco patrén “amikacina”.

X7: Grupo control ( caldo BHI e inoculo de Pseudomona aeruginosa cepas
ATCC 27853).

0O+1,.....05, Os, O7: Lectura espectrofotométrica a 623 nm de las diferentes
tubos .

Se siguié el mismo disefio con el extacto hidroalcohdlico de Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” libre sin encapsular.
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3.2.8 IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS
VARIABLES

3.2.9 VARIABLES IMPLICADAS

3.2.9.1 VARIABLES INDEPENDIENTES
A. Concentracion del extracto hidroalcohédlico al 70% Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Definicion conceptual: Se define como la cantidad de extracto que es

obtenida por el método de maceracion (por evaporacion del solvente

etanol de 70° las hojas y tallos de la planta seca y pulverizada), que posee

una composicion quimica que le proporciona una accion farmacolégica util

en terapéutica. (74)

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa.

Escala de medicion: Razoén.

Indicador: Peso en mg de extracto / volumen de disolvente mL.
Instrumento de medicion: Balanza analitica.

Procedimiento de medicién: Pesar la cantidad del extracto seco
(mg) en una balanza electrénica, luego se haran las diluciones con
el solvente adecuado y tomar una cantidad adecuada con una
micropipeta.

Expresién final: mg / mL.

B. Concentraciones de los liposomas formulados con el extracto

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Definiciéon conceptual: Es la cantidad en mg de extracto hidroalcohdlico

al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” requerida como

principio activo para la elaboracion de liposomas. (75)

Definicién operacional:

Naturaleza: Cuantitativa
Medicién: Directa.

Escala de mediciéon: Razon.
Indicador: miligramos (mg).

Instrumento de medicion: Balanza analitica.
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¢ Procedimiento de mediciéon de la variable: Se procedi6 a pesar
el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby”
tikllaywarmi”, posteriormente, se realizo la dilucién en buffer fosfato
7.4 pH, dicha solucién, se incorpord a la fase lipofilica para la
formacion de los liposomas.

e Expresion final: miligramos (mg).

3.2.9.2 VARIABLES DEPENDIENTES

A. Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” sobre Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853.

Definiciéon conceptual: Se define como la capacidad de una sustancia de
origen sintético o natural que actua en una etapa esencial y especifica del
crecimiento microbiano puede, inhibir el desarrollo bacteriano. (76)

o Naturaleza: Cuantitativa

« Tipo de medicién: Directa

o Escala de mediciéon: Razén.

« Indicadores: Diametro del halo de inhibicion de crecimiento.

¢ Instrumento de medicién: Vernier.

« Procedimiento de medicién: Se realiz6 la medicion de los halos
de inhibicion producido por las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” sobre Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

o Expresion final: mm.

B. Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas

elaborados con extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby sobre Pseudomona aeruginosa cepas ATCC
27853.
Definicién conceptual: Es la capacidad inherente de una sustancia de
origen sintético o natural que tiene capacidad de inhibir el crecimiento las
bacterias. (77)

o Naturaleza: Cuantitativa

o Tipo de medicion: Directa

« Escala de medicion: Razon.
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Indicadores: Se compara la densidad oéptica (turbidez) de cada
dilucién con diferentes formulaciones de concentraciones de
liposomas con el control (Pseudomona eruginosa ), despues de 24
horas de incubacion a 37°C.

Instrumento de medicioén: Espectrofotometro UV- Visible.
Procedimiento de medicion: Se realizd la lectura en el
espectrofotometro UV- visible (turbidez) y se procede a realizar los
calculos correspondientes, para el evaluar el desarrollo de
Pseudomona aeruginosa frente a liposomas a diferentes
concnetraciones.

Expresiéon final: Porcentaje de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa .(%)

3.2.10VARIABLES NO IMPLICADAS
VARIABLES INTERVINIENTES

A. Anadlisis organoléptico de los liposomas elaborados con extracto

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Definiciéon conceptual: Es una valoracién cualitativa que se realiza sobre

una muestra basada exclusivamente en la valoracion de los sentidos

(vista, olfato, etc.)

Naturaleza: Cualitativa.

Medicion: Directa.

Escala de medicién: Nominal.

Instrumento de medicién: Estimacion visual y olfativa.
Procedimiento de medicién: Analisis organoléptico utilizando los
sentidos.

Indicador: Aspecto, color, olor.

Expresion final: Aspecto homogeneo,no homogéneo, color blanco,

blanquecino, lechoso (caracteristico) , olor (caracteristico).
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B. Control microbiolégico de los liposomas elaborados con el extracto

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Definicion conceptual: Examen destinado a evaluar la cantidad de

microorganismos existentes o la ausencia en el producto mediante cultivo

en placas. (78)

Naturaleza: Cualitativa
Medicién: Directa.
Instrumento de medicién: Conteo de colonias.
Procedimiento de medicion: Se realz6 el cultivo en placas
contenidas de agares para los diferentes microorganismos.
Indicador: Ausencia o presencia de Salmonela spp , Echericha coli,
mesofilos viables , hongos y levaduras.
Expresion final: Deteccidn de salmonella: Ausente en 0.5 mL de
solucion liposomal.
v Deteccion de de coliforme fecales (E. coli): Ausente en 0.5 mL
de solucion liposomal.
v" Recuento total de microorganismos Aerobios mesdfilos =
maximo 104 UFC/ g.
v Recuento total combinado de hongos levaduras = Maximo 103
UFC/g.

C. Estudio de la estabilidad acelerada de los liposomas elaborados con

el extracto hidroalcohédlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”

Definicidon conceptual: Se efectua para determinar el periodo de tiempo

y las condiciones de almacenamiento en las cuales las materias primas y

preparados oficiales se mantienen dentro de especificaciones. (55)

Naturaleza: Cualitativa

Medicion: Directa.

Escala: Razon

Procedimiento de medicion: Se realizé mediante la evaluacion de
las caracteristicas organolépticas, medicién de pH. Se evalua las

muestras a temperaturas de 4°C y 40 °C.
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¢ Indicador: Ausencia de fases es estable y la formacion de fases
indica inestabilidad, variacion de pH , cambio en las caracteristicas
organolépticas.

e Expresion final: Presencia o ausencia de formacion de fases.

e Aceptable: Ausencia de formacion de fases, sin cambios en
coloracion, ni aparicion de olor o cambio de pH.

¢ Inaceptable: Presencia de fases, cambios en coloracion, aparicion
de olor, variacion de pH.

D. Observacion microscopica de los liposomas elaborados con el
extracto  hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Definiciéon conceptual: Las técnicas de imagen apropiadas proporcionan
detalles importantes sobre las caracteristicas morfolégicas de los
liposomas, deben usarse junto con otros métodos para evaluar los
parametros fisicoquimicos. (63)
e Naturaleza: Cualitativa.
e Medicién: Directa.
e Escala: Nominal
¢ Instrumento de medicién: Microscopio
¢ Procedimiento de medicion: Se realiz6 mediante la observacion
de una muestra de cada solucion liposomal, coloreado con el
reactivo negro de Sudan lll,y también se realizo mediante la
medicioén de tamano.
¢ Indicador: Forma caracteristica de los liposomas
e Expresion final: Forma caracteristicas de liposomas, variada
cantidad y tamafo.

E. Porcentaje de encapsulacion del extracto hidroaloholico de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” en liposomas.

Definicion conceptual .- Técnica que permite evaluar el contenido de
principio activo o es la capacidad de encapsulacién, hace referencia a la
cantidad de principio activo encapsulado en las nanoparticulas. (55)

e Naturaleza: Cuantitativa

e Medicion: Directa
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e Escala: Nominal

¢ Instrumento de medicién: Espectofotomtro UV - Vis

e Procedimiento de medicién: Se realiz6 mediante la lectura al
espectofotometro UV-Vis, del extracto en estudio, a diferentes
concentraciones .

¢ Indicador: Absorbancias del extracto total medido por tripicado.

e Expresion final: Porcentaje (%).

3.2.11 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
3.2.11.1 DEL MATERIAL VEGETAL

Criterios de inclusion:

Se recolectd las partes aéreas de la especie vegetal de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, las hojas, flores, tallos que no presenten
dafio evidente que se encuentren completas y homogéneas realizando la
previa seleccion, tomando en cuenta que sea la especie vegetal
identificada y certificada.

Criterios de exclusion:

Se excluiran las muestras vegetales en mal estado, asi mismo las que
han sufrido dano por, hongos, plagas, o ataque de insectos que pueden
afectar la calidad del extracto.

3.211.2 DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Criterios de inclusion: Se trabajo con cepas estandarizadas de
Pseudomona aeruginosa ATCC N° 27853 en buen estado de
conservacion (temperatura), libre de contaminacion, certificado de
autenticidad por el laboratorio GenLab. S.A.C.

Criterios de exclusion: No se tomaran en cuenta las cepas bacterianas

que puedan presentar contaminacion.
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Cuadro N° 7 : IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION INDICADOR NATURALEZA | INSTRUMENTO EXPRESION DEFINICION OPERACIONAL
CONCEPTUAL MEDICION FINAL
ESCALA DE
MEDICION
Concentracion del extracto | Cantidad de extracto | Peso en mg | Cuantitativa Balanza analitica mg /MI Pesar la cantidad del extracto

hidroalcohélico de Senecio
rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”

que es obtenida por el
método de maceracién
que posee una
composicion  quimica
que le proporciona una
accion  farmacolégica
util en terapéutica.

de extracto /
volumen de
disolvente mL.

Directa/ Razén
0 proporcién.

0.0001g de
sensibilidad.

seco (mg), luego se haran las
diluciones con el solvente
adecuado y tomar una cantidad
adecuada con una micropipeta.

Concentraciones de los
liposomas formulados con
el extracto hidroalcohdlico

al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Es la cantidad en mg de
extracto hidroalcohdlico
al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” requerida
como principio activo
para la elaboracion de
liposomas

Peso en mg

Cuantitativa
Directa/ Razén
0 proporcién

Balanza analitica

P/p proporciéon
miligramos(mg).

Se procede a pesar el extracto
hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby, se
realizé la dilucion en buffer
fosfato 7.4 pH, dicha solucioén, se
incorpor6 a la fase lipofilica para
la elaboracion de los liposomas

me-ZmM~TO0OZmMoYmMOMmM-ZMT0ZmMTYMOZ"~—

Actividad antibacterianadel | Se define como la | Diametro de | Cualitativa Vernier Milimetros Se realiza la medicién de los
extracto hidroalcohdlico al | capacidad de una | halo de | Directa/ Razén (mm). halos de inhibicién producido por
70% de Senecio rhizomatus | sustancia de origen | inhibicion de | o proporcion las diferentes concentraciones
Rusby “tikllaywarmi” sobre | sintético o natural que | crecimiento del extracto hidroalcohdlico al
Pseudomona eruginosa | actia en una etapa | bacteriano. 70% de Senecio rhizomatus
cepas ATCC 27853. esencial y especifica del Rusby  “tikllaywarmi”  sobre
crecimiento microbiano Pseudomona aeruginosa cepas
puede, inhibir o matar ATCC 27853.
bacterias.
Evaluacion de la actividad | Es la capacidad | Peso en mg Cuantitativa Espectrofotometr | Porcentaje de | Se realizé6 la lectura en el
antibacteriana in vitro de | inherente  de una Directa/ Razén | o UV-Visible crecimiento (%) | epectrofotometro uv- visible y se
los liposomas elaborados | sustancia de origen 0 proporcion realiza los calculos

frente a Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC
27853.

sintético o natural que
tiene capacidad de
inhibir el crecimiento las
bacterias. (63)

correspondientes.

Fuente: Elaboracion propia.

59




Cuadro N° 8 : VARIABLES NO IMPLICADAS

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL INDICADOR |NATURALEZA/ [INSTRUMENTO | EXPRESION FINAL
INTERVINIENTES MEDICION/
ESCALA DE
MEDICION
Analisisi organoléptico de los Es una valoracion cualitativa que se Analisis de Cualitativa Estimacion Aceptable
liposomas elaborados con realiza sobre una muestra basada caracteristicas | Directa visual Inaceptable
extracto hidroalcohdlico al 70% |exclusivamente en la valoracion de los Organolépticas | Nominal Homogéneo
de Senecio rhizomatus Rusby |sentidos (vista gusto olfato etc. . No homogéneo
“tikllaywarmi”. Aspecto: caracteristicas fisicas para Estimacion Blanco
apreciar la homogeneidad de la olfativa Blanquecino
formulacion Ligeramente lechoso
Olor: Caracteristica fisica para determinar
el aroma de la formulacion
Control microbiolégico de los Examen destinado a evaluar la cantidad | Ausencia o Cualitativa Conteo de Deteccién de salmonella :
liposomas elaborados con el de microorganismos existentes o la presencia de |Indirecta colonias Ausente en 10 mg de solucion
extracto hidroalcohédlico al 70% |ausencia en el producto mediante cultivo | Salmonellas Nominal liposomal.
de Senecio rhizomatus Rusby en placas Escherichia Deteccion de de coliforme
“tikllaywarmi “ coli fecales (E. coli): Ausente en
10mg de solucién liposomal.
Recuento total de
microorganismos aerobios
mesofilos = maximo 10* UFC / g.
Recuento total combinado de
hongos levaduras = Maximo
10 SUFC/g.
Estudio de la estabilidad Se efectua para determinar el periodo de | Ausencia de Cualitativa Apreciacion Aceptable: Ausencia de
acelerada de los liposomas tiempo y las condiciones de |fases es Directa visual y olfativa | formacion de fases, sin variacion
elaborados con el extracto almacenamiento en las cuales las|estableyla Razon (Presencia de de pH
hidroalcohélico al 70% de materias primas y preparados oficiales se |formacién de olor). Inaceptable: Presencia de fases,
Senecio rhizomatus Rusby mantienen dentro de especificaciones. fases indica Medicion de pH. |con variacién de pH.
“tikllaywarmi”. inestabilidad.
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Observacion microscoépica de
los liposomas elaborados con el
extracto hidroalcohélico de
Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Las técnicas de imagen apropiadas
proporcionan detalles importantes sobre
las caracteristicas morfologicas de los
liposomas, y deben usarse junto con
otros métodos para evaluar los
parametros fisicoquimicos.

Forma
caracteristica
de los
liposomas.

Cualitaiva
Directa
Nominal

Microscopio

-Presencia
-Ausencia

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Flujograma N° 1 : Procedimiento general de la investigaciéon

Determinacion del

porcentaje de
humedad
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las concentraciones
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sensibilidad
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Fuente: Elaboracion propia.
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3.4 PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

3.4.1 Recoleccién de la muestra
La recoleccion de la especie vegetal, se realizo en las faldas del nevado de
Sinakara a 4979 m.s.n.m, teniendo coordenadas geograficas siguientes:
Latitud Sur : 13° 37°24" y Longitud W: 71° 23" 07", en la comunidad de
Mahuayani, distrito de Ocongate, provincia de Quispicanchis, departamento
de Cusco, donde se recolectd las partes aéreas de la especie vegetal (hojas,

tallos y flores) en bolsas de papel para ser trasladadas a la ciudad del Cusco.

3.4.2 Seleccion de la muestra
Una vez obtenidas las muestras, se procedié a la seleccion de las mejores
muestras y limpieza excluyendo los que posean dafo observable, luego se

dejo en un lugar fresco y seco.

3.4.3 Secado de la muestra
Se realiz6 en un secadero de malla en un ambiente sombreado y bién
ventilado, donde se depositaron las plantas a una temperatura ambiente en
un lugar limpio, conforme fue secando la muestra, se depositaron en bolsas

de papel Kraft.

3.4.4 Molienda y tamizado de la muestra
Para la transformacién del material vegetal en un polvo fino, se utilizd un
molino de granos limpio y seco, previamente desinfectado con alcohol 70%,
se molié el material vegetal luego,se realizé el tamizado de la muestra, para
que sea homogénea, posteriormente se traspasé aun frasco de color ambar

con tapa hermética.

3.4.5 Obtencion del extracto hidroalcohélico al 70%
Las plantas molidas, se sometieron a maceracion con etanol al 70% durante
28 dias, a temperatura ambiente y protegido de la luz solar, pasado el tiempo
se procedié a filtrar.El filtrado se obtuvo por la eliminacion del solvente por
evaporacion en un equipo de rotavapor a una presion de 500 rpm a 37 °C y

luego en bafo maria. (79)
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3.4.6 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION (%)

Se pes6 100mg de muestra vegetal, seco y molido, el cual fue sometido a
maceracion con etanol al 70% durante 28 dias, luego se filtré hasta

agotamiento, posteriormente se evaporo en bafio maria hasta sequedad. (74)

Para:

. peso final
% DE EXTRACION = ——  x 100
peso inicial

Donde:
> Peso final: Peso del extracto seco

» Peso inicial: Peso de la planta seca

3.4.7 DETERMINACION DE LA HUMEDAD ( % H)

a) Método gravimétrico: Determinacion de la pérdida de agua por desecacion
en una estufa.
Este método consiste en calentar una muestra vegetal homogénea,
previamente triturada y pesada a una temperatura de 105 °C durante una hora
de secado en una estufa y se deja hasta peso constante, es decir que entre tres
pesadas consecutivas realizadas tras un tiempo de desecacion determinado no

exista diferencia mayor a 0.5 mg/g de sustancia analizada. (80)
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b) Procedimiento experimental

Se pes6 5 gramos de muestra fresca (hojas tallo y raiz) y deposita en tres placas
Petri previamente rotuladas con el nombre de la planta y el numero de grupo. Luego
las 3 placas se depositaron en una estufa la misma que se gradu6 a 105 °C por una
hora pasado el tiempo indicado, se retird de la estufa las muestras y se dejo enfriar,
en un desecador, posteriormente pesar, hasta obtener un peso constante para luego

determinar el porcentaje de humedad mediante la siguiente relacién . (80)

M, — M,
%H:TX].OO

Donde:
» %H= Porcentaje de humedad
» M1 = Peso de muestra fresca

» M2 = Peso de muestra seca

3.4.8 ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
El analisis fitoquimico cualitativo, se realizé mediante pruebas fisicoquimicas
de caracterizacién, se utilizé reactivos quimicos que di6 cambios de
coloracion o formacién de precipitados, con la finalidad de identificar
cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en el extracto de las
hojas de la especie vegetal en estudio. (81)
A una determinada cantida del extracto hidroalcohdlico al 70° de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” que se depositaran en diferentes tubos de
ensayo a las cuales se le realizara los ensayos de identificacion de
metabolitos. (ANEXO 2y 3).
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Tabla N° 1 : Analisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico al

70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

METABOLITOS SECUNDARIOS
Alcaloides

Azucares reductores
Compuestos fendlicos
Flavonoides

Glucésidos

Quinonas

Saponinas

Taninos

Lactonas

Esteroides

REACTIVOS
Dragendorff
Benedict

Cloruro férrico 1%
Reaccion de shinoda
Fheling A

Borntrager

Prueba de la espuma
Gelatina-sal
Hidroxamato férrico

Lieberman-bourchad

Fuente: Villar del fresno A. farmacognosia general. Editorial sintesis. Primera

edicién. Madrid —Espafia. (ANEXO 3)

3.4.9 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para los ensayos de solubilidad se pesaron aproximadamente 10 mg del extracto

seco de la especie vegetal en estudio que se depositaron en varios tubos de ensayo,

a los cuales se les agrego 1-3 mL de solventes de diferente polaridad: Agua

destilada, metanol, etanol, (al 70%, 96%), acetona, acetato de etilo, cloroformo,

benceno y hexano. (82)(ANEXO 4)
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3.4.10 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
AL 70% DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
Segun la norma sanitaria sobre los criterios microbiolégicos de calidad sanitaria de
salud, se obtiene en el siguiente cuadro los criterios a tomar en cuenta para el
control de calidad del extracto en estudio. (78)
Tabla N° 2 : Control microbiolégico del extracto hidroalcohdlico al 70% de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

CRITERIOS AGAR PESO DEL | MICROORGANISMOS | RESULTADOS
UTILIZADO | EXTRACTO ACEPTADOS
Criterio imperativo: Agar SS 10mg Salmonella / shigella Negativo

No debe presentarse
caso contrario el
riesgo es muy

elevado
Criterio indicativo de | Agar Mac | 10mg Coliformes fecales (E. | Negativo
higiene . El exceso Conkey Coli)

indica que las
condiciones de
higiene en el
proceso son
deficientes y que el
producto puede ser

rechazado

Criterios de alerta o Agar OGY 10mg Aerobios mesofilos Negativo
limites criticos: Hongos y levaduras

Significa que

durante el proceso

de propagacion del
extracto no se debe
exceder los limites

especificados.

Fuente: MINSA/ DIESA.Norma Sanitaria que Establece los Criterios Microbioldégicos de Calidad

Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano, 2008, Lima.

Las muestras vegetales estan propensas a ser contaminados por microorganismos
es asi que al momento de su recoleccion el riesgo aumenta. Esta carga puede
reducirse durante el proceso de maceracion con etanol al 70%, pero esto no nos
garantiza que los extractos que se obtendran estén libres de microorganismos, por
ello es necesario realizar un control microbiolégico al extracto en estudio para
garantizar que estan libres de contaminacién asi mismo evitar que durante el ensayo

se produzca posibles errores en los resultados.
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Flujograma N° 2 : Control microbiolégico del extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Tomar 10 mg del extracto
hidroalcohdlico de Senecio
rhizomatus Rusby

\

s
Realizar diluciones decimales 10! 102

103 en caldo BHI

Incubar a 37°C por 24 horas

Sembrar en agar ( Salmonella
Shiguella luego incubar a 37°C por
24 horas

Presencia de colonias
(colonia transparente
con centro negro)
|
[ Prueba positiva |}

Andlisis e interpretacion de
resultados.

Fuente: Elaboracion propia.

L Ausencia de colonias

|
[ Prueba negativa

A
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Flujograma N° 3 : Control microbiolégico del extracto hidroalcohdlico de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” segun el criterio de higiene

(coliformes fecales).

Tomar 10 mg del extracto
hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus
Rusby “ikllaywarmi”.

|

Realizar diluciones decimales 101102103
en caldo BHI

|

{ Llevar a incubar a 37°C por 24 horas U

{ Sembrar en agar Mc Conkey , luego H

incubar a 37°C por 24 horas
i

|

Presencia de Ausencia de ‘
colonias colonias

|

[ Prueba negativa H

{ Prueba positiva

‘ Analisis e interpretacion de ‘
. —
resultados.

Fuente: Elaboracion propia.

69



Flujograma N° 4 : Control microbiolégico del extracto al 70 % de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” en base al criterio de alerta o limites criticos

(hongos y levaduras).

Tomar 10 mg del extracto hidroalcohdlico
de Senecio rhizomatus Rusby

Realizar diluciones decimales 10! 102 ‘

103 en caldo BHI

I

Sembrar en agar OGYE , luego incubar a
25°C por 3 dias

|

Presencia de Ausencia de
colonias colonias
.
[ Prueba positivas U Prueba negativa H

¥
‘ | Analisis e interpretacion de
resultados.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”

3.5.1 Activacion de las cepas bacteriana ATCC N° 27853
Las cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 fueron obtenidas de
laboratorios GENLAB, para la activacion de la cepa se sembrd en agar ceramida,
como indica en las instrucciones del laboratorio. (ANEXO N° 8) luego se incub6 a

una temperatura de 37°C por 24 horas.

3.5.2 Conservacion de las bacterias
La cepa bacteriana fue conservada en un tubo de ensayo con tapa y con 4mL de
agar cetrimide en pico de flauta debidamente rotulado y codificado previamente se
incubado a 37°C por 48 horas para posteriormente ser conservados a 4 °C en

refrigerador y repicado a un medio nuevo cada 15 dias para su conservacion. (24)

3.5.3 Estandarizacién de la curva de crecimiento bacteriano.

1. Del cultivo inicial de la bacteria en estudio, se selecciond 2 a 3 colonias, se
propago con una asa de siembra en 5 ml de caldo de cultivo BHI,se llevo a
incubacion por 6 horas a 37°C.

2. se realiz6 el ajuste de la turbidez haciendo coincidir con el tubo 0.5 de la
escala Mac Farlan hasta alcanzar la turbidez equivalente a 0.5 de la escala
Mac Farland.

3. Se realizé una dilucién 1/100 tomando 1 mL de este caldo con bacterias y se
traspas6 a un matraz con 99 mL de caldo BHI puro , y se incubo a 37°C por
24 horas.

4. La evaluacion del crecimiento bacteriano se determin6 haciendo lectura de
la densidad O6ptica del cultivo a una longitud de onda de 623nm en el
espectrofotometro UV-Visible con intervalos de 1 hora. (83)

3.5.4 Ensayo preliminar de sensibilidad bacteriana para Pseudomona
aeruginosa

1) Se realiz6 un ensayo preliminar con diversas concentraciones del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” con la

finalidad de identificar la concentracion de trabajo y la concentracién minima
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inhibitoria (CMI), la cual presento actividad inhibitoria en el crecimiento de las
cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Segun el método de placa en pozo excavado (Kirby Bauer), se siguid el
mismo procedimiento utilizado para el ensayo final (concentracién
estandarizadas).

Las concentraciones de trabajo y concentracidon minima inhibitoria (CMI)
fueron obtenidas a partir de la concentracion inicial con las cuales se practicé

en el ensayo preliminar.. (42)

3.5.5 Preparacion de las placas Petri y procedimiento

1)

2)

Se preparé las placas petri con agar Muller-Hinton con un espesor de 4mm
de espesor aproximadamente .

Las placas fueron rotuladas en la base de cada una de ellas con las
diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a probar, farmaco patron (amikacina) y
blanco.

Se obtuvo la suspension bacteriana de Pseudomona aeruginosa cepas
ATCC 27853 en 10 mL de caldo de BHI de (0.5 Mc Farlad = 1.5x108 UFC)
con lo que se procedio a la siembra mediante un hisopo estéril, en placas de
agar Muller-Hinton ya preparadas.

Se procedidé a la incubacion a 37 ° C por 30 minutos, luego se hicieron 4
pozos por placa con ayuda pipeta Pasteur con un didmetro de 6mm, las
placas para el farmaco patrén antibiético no se hicieron pozos ya que se
trabajo con discos estandarizados.

Se preparo las concentraciones del extracto hidroalcohdlico 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, en mg/mL en solvente agua- metanol
(80mL-20mL).

Con una micropipeta se depositan los extractos ya preparados en los pozos

un volumen de 50uL.
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7) Alas placas sin pozos inoculados con la bacteria en estudio se colocaron los

discos con concentraciones estandarizadas del farmaco patron (Amikacina

30 pg).

8) Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas, pasado este

tiempo se midieron los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano con un

vernier (mm ) (84)(ANEXO 6 )

3.5.6 ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Senecio rhizomatus Rusby Tikllaywarmi”

SOBRE Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

Para la estandarizacion se uso la siguiente formula:

Factor de incremento = 7;/1

Donde:

I: concentracion maxima / concentracion minima.

r= N-1

N: Numero de concentraciones con las que se desea trabajar.

Las concentraciones con las que se trabajoé se expresan en la siguiente manera

Concentracion minima Concentracion 1

Concentracion 1 X Factor de incremento = Concentracion 2

Concentraciéon 2 X Factor de incremento=
Concentracion 3 X Factor de incremento=
Concentracion 4 X Factor de incremento=
Concentracion 5 X Factor de incremento=
Concentraciéon 6 X Factor de incremento=
Concentracion 7 X Factor de incremento=
Concentracion 8 X Factor de incremento=

Concentracion 9 X Factor de incremento=

Concentracion 10 X Factor de incremento=
Concentracion 11 X Factor de incremento=
Concentracion 12 X Factor de incremento=

Concentracion 13 X Factor de incremento=

Concentracién 3
Concentracion 4
Concentracion 5
Concentracioén 6
Concentracién 7
Concentracion 8
Concentracion 9
Concentracién 10
Concentraciéon 11
Concentracion 12
Concentracion 13

Concentracion 14
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Flujograma N° 5 : Procedimiento de la actividad antibacteriana in vitro por el
método de pozos excavados del extracto hiroalcohdlico al 70% de Senecio

rhizomatus Ruby “tikllaywarmi”.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

v v
Activar las cepas de Pseudomona

aeruginosa ATCC 27853 Preparar placas petri

con agar Muller Hinton :
l 24 horas antes de
Preparacion del inoculo : Se cultivo realizar la prueba de la
las cepas de Pseudomona actividad
aeruginosa ATCC 27853 en caldo antibacteriana, para
BHI , se lleva aincubar 37°C por 6 asegurar su control de
horas , se realizo ajuste de la esterilidad.

turbidez de la suspensién bacteriana
equivalente al escala Mc farland 0.5

I
' !

Prueba de actividad antibacteriana

v

A partir del inoculo (bacteria en estudios ) se procedio a sembrar en
placas con Agar Mueller Hinton ,se lleva a incubar por 30 minutos a
37°C , transcurrido este tiempo se realizaron los pozos con una
pipeta pasteur, se coloca del extracto 50uL, y los antibioticos patron
, se lleva a incubar por 24 horas a 37°C .

|

Medicion de halos de inhibicion

.

Analisis e interpretacion de resultados

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5.7 PRE- FORMULACION DE LIPOSOMAS

Existen varios métodos para la elaboracion de liposomas que se encuentra en la
literatura, en la presente investigacion, se utilizé el método de hidratacion de pelicula
de Bangham

Se plantea pre-formulaciones segun la siguiente tabla N°3 donde se esquematiza
seis formulaciones piloto, en las cuales se tiene diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”,
fosfatidilcolina de soya y colesterol ,de las cuales se escogera la formulaciéon que
tenga mejor porcentaje de encapsulacion el cual se llevara a la parte experimental.
(20)

Tabla N° 3 : Pre formulacion de liposomas con diferentes proporciones de sus

componentes.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.58 ELABORACION DE LIPOSOMAS MEDIANTE EL METODO DE
HIDRATACION DE PELICULA.
Los liposomas portadores del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a diferentes concentraciones, se obtuvieron por el
método de hidratacion de pelicula de Bangham y cols. (69)
Este método es especifico para la preparaciéon de liposomas plurilaminares, consta
de las siguientes fases.
A. La primera fase constituyé fundamentalmente en la solubilizacién de los
componentes de la pared lipidica donde se disolvio, fosfatidilcolina de soya
y colesterol en una proporcion (12:4 p/p) en disolventes organicos
cloroformo: metanol en una proporcién (2:1 p/p).
Como resultado se obtiene una solucion (cloroférmica: metanol) del
fosfolipido (fosfatidilcolina de soya y colesterol) y vitamina E.
B. En una segunda fase, se evapora el disolvente en el equipo rotavapor a 37
°C, 100 rpm, 40 rpm hasta la evaporacion del solvente y la formacién de
una pelicula lipidica adherida a las paredes del matraz , luego se procede a
secar al vacio durante 12 horas en la incubadora a 37°C.

C. La tercera fase constituye en la adicién de la fase acuosa constituida por
una solucion buffer fosfato pH 7.4, donde se disolvio el extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a una
temperatura de 40°C, con agitacion constante.

Se produce la hidratacion de la pelicula lipidica, que se desprendio de las
paredes del recipiente y se form6 una suspension de liposomas en el
exceso de solucion acuosa.

D. En la cuarta fase, consistié en la reduccion de tamafio de los liposomas
mediante sonicacion, durante 30 minutos.

Posteriormente la suspensién resultante se deja estabilizar durante 24

horas a 4°C, antes de la separacion.

76



E. En la quinta fase, se realiz6 la centrifugacion a 40.000 rpm durante 30
minutos, de los cuales se separé el sobrenadante, lo que constituye los
liposomas, trasvasandose a un envase de vidrio estéril con tapa de goma,

para ser almacenado a una temperatura de 4°C. (55) (20)

3.5.8.1 Método de separacion: centrifugacion

Una vez obtenidas las suspensiones liposomales portadores del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, se procedio a
la separacion del principio activo encapsulado del resto de sustancia activa libre que
esta situada en la fase acuosa externa que rodea a los liposomas.

Para cada muestra de formulacion se preparé 10mL, dicho volumen se divide en
dos tubos de 5mL cada uno. (63)

La separacion de las fracciones correspondientes al agente captado y libre, se
realizd por centrifugacion durante diez minutos a 1000 r.p.m.

Transcurrido este tiempo se obtendra en el tubo de centrifugacion una fase acuosa
y otra fraccidon de precipitado en el fondo.

Para la valoracion se tomo6 0.32mL del sobrenadante y se disuelve en 5mL de

alcohol de 70%. (68)

3.5.8.2 Método de valoracion: Espectrofotometria UV-Visible.

A fin de establecer la formulacién de liposomas mas idénea, asi como porcentaje
de extracto encapsulado por dichos vectores y libre en el medio también su grado
de captacion, se ha utilizado como técnica de valoracion cuantitativa el método
espectrofotométrico.

Una vez constatada la solubilidad del agente en etanol al 70%, se trazan los
espectros de absorcion de diversas soluciones de extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, mediante barrido de escala, para

determinar asi la longitud de onda mas adecuada.
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A continuacién, se preparan una serie de soluciones para comprobar si existe una
relacion lineal entre absorbancia y concentracion, en el intervalo de concentraciones
comprendido entre 0.1-0.5mg/5mL del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, para ser posteriormente utilizado en los analisis.
Esto nos permite conocer los limites de deteccion y la sensibilidad del método.

La valoracion se realiza en un espectometro UV-visible, el maximo de absorbancia
detectada en todo el ensayo, corresponde a A= 202 nm, empleandose como blanco,
alcohol de 70°. Los valores de absorbancia determinados para cada fraccion, asi
como los volumenes de las mismas, permiten calcular las concentraciones de
extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” no
encapsulado, expresadas en mg/ 100mL, por extrapolacién en una curva patrén de
calibrado. (55)

3.5.8.3 Porcentaje de extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus

Rusby “tikllaywarmi” captado por los liposomas y libre en el medio.

Conocidos los valores de concentracion de libre extracto hidroalcohdlico al 70% de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” en el medio (C libre), expresada en mg/
100mL y el volumen de la fraccion resultante de la centrifugacién (V libre), la

determinacion del porcentaje libre se realiza de la siguiente formula. (55) (85)

C libre X V libre
100ml

Extracto hidroalcohélico libre ( EH libre) =

EH libre x 100mg (%)
AT total

Porcentaje libre =
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3.5.8.4 ESTUDIO DE ESTABILIDAD EN FUNCION DEL TIEMPO

Para la evaluacion de la estabilidad de los liposomas, se elabordé 5 series de
muestras, dichas formulaciones corresponden a las integradas por fosfatidilcolina
de soya, colesterol y extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”, por la técnica descrita anteriormente.
Consisti6 en la realizacion de la prueba en la fase inicial del desarrollo del producto.
Empleando condiciones extremas de temperatura con el objetivo de acelerar
posibles reacciones entre sus componentes y la aparicion de sefiales que deberan
ser observadas y analisadas conforme a las caracteristicas especificas de la
formulacion.

» Se utilizé frascos de vidrio y tubos de vidrio con tapa. .

» La duracion del estudio fue de 30 dias a temperaturas de 4°C y 40 °C. (70)

< Parametros de la evaluacién de la estabilidad
o Los parametros a ser evaluados dependen de las caracteristicas del
producto en estudio y de los ingredientes utilizados en la formulacion,
de manera general se evalud.
e Parametros organolépticos : Aspecto, color, olor.
e Parametros fisicoquimicos: Valor de pH, se monitoreé de
ingredientes de la formulacion.

e Parametros microbioldgicos : Conteo microbiano. (70)
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3.5.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LIPOSOMAS
ELABORADOS CON EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” FRENTE A Pseudomona
aeruginosa CEPAS ATCC 27853.

3.5.10 METODO DE DILUCION EN CALDO

A. Preparacion del inéculo :
e El in6culo para este meétodo de dilucion en caldo, se preparo

resuspendiendo 2 a 3 colonias de Pseudomona aeruginosa cepas
ATCC 27853 en 10mL en caldo BHI, se incubé por 6 horas y
posteriormente se ajusto la suspension directamente hasta alcanzar
dicha turbidez 0,5 de la escala de McFarland. (86)
B. Preparacion de las diluciones
e Se preparé un grupo de tubos de ensayo, en los cuales se le agregd

a volumenes segun la siguiente tabla N° 4.

Tabla N° 4 : Preparacion de tubos para la evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados con el extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a

Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853

Tubos Tubo N°1 Tubo N°2 Tubo N°3 Tubo N°4 Tubo N°5
oncentracion concentracion concentracion concentracion concentracion
(12mg) (25mg) (50mg) (100mg) (200mg)

Liposomas 1 mL 1mL 1M 1mL 1Ml

Agua 0.6mL 0.6mL 0.6mL 0.6mL 0.6MI

Cepa 0.4mL 0.4mL 0.4mL 0.4mL 0.4Ml

activa

Caldo BHI 8mL 8mL 8Ml 8 mL 8MI

V. Final 10mL 10mL 10 mL 10mL 10 MI

Fuente: Modificado de INEI-ANLIS, 2001
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3.5.11 METODO TURBIDEZ -ESPECTROFOTOMETRICO

1.

Se preparo un tubo patron el cual contiene 1.4mL de caldo BHI puro mas
1.6 mL de agua destilada. Con esta solucion se calibro el espectrofotdmetro

a cero.

. Se prepard un tubo control con 0.4 mL de cepa activa, se completo hasta

10mL con caldo BHlI.

. Se prepard un tubo con farmaco patrén amikacina (500mg/2 ml) con un

volumen de 0.20 pL y se completo con caldo BHI hasta completar el volumen
de 10 mL.

Se prepard en tubos de ensayo, soluciones que contienen concentraciones
crecientes de liposomas, los cuales se mezclaron con 0.4 mL de caldo BHI
que contiene la cepa activa equivalente a 5x10” UFC aproximadamente en la
escala de Mac Farland para completar a 10 mL, segun la tabla N°4 . Todos
los tubos se incubaron a 37°C por 24 horas y se agreg6 twen 80 para facilitar
la dilucion de los liposomas.

Se midieron las lecturas de las absorbancias a A= 623 nm antes de realizar
la incubacion de todos los tubos preparados, después de las 24 horas de
incubacion a 37°C se realiz6 la lectura para evaluar el crecimiento bacteriano
y realizar los calculos ya que el crecimiento microbiano fue determinado

comparando la densidad 6ptica de cada dilucion con el control. (45)

3.5.12 Determinacion del porcentaje de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa cepas ATCC 27853 :

El crecimiento microbiano fue determinado comparando la densidad Optica de cada

disolucion con el control. (87)

(Abs 24 h — Abs OH)i
(Abs 24 h — Abs OH)c ©

% Crecimiento = 100

Donde :

| : Absorbancia de las diferentes concentraciones de los liposomas formuladas

C: Absorbancia del control .
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3.5.13TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

En el presente trabajo de investigacion, se realizo la recoleccion de datos mediante
la técnica de observacion experimental utilizando instrumentos como la camara
fotografica (en todo el proceso de la investigacion) y las siguientes fichas de
recoleccion de datos.

» Para la identificacion botanica de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

ANEXO N° 1.

» Para la el analisis fitoquimico cualitativo. ANEXO N°2y 3

Para la prueba de solubilidad. ANEXO N°4

» Para la prueba del control microbiologico del extracto hidroalcohdlico de

\4

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi’y de los liposomas elaborados a
diferentes concentraciones. ANEXO N°5

» Para la medicion de los halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico al
70% de Senecio rhizomatus Rusby “ticllaywarmi”. ANEXO N°6

» Para la lectura al espectrofotometro de las absorbancias del extracto y los

liposomas formulados y evaluar su actividad antibacteriana. ANEXO N°7

3.5.14 TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
Para el analisis estadistico de los datos que se van a obtener en la evaluacion de la
actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” y los liposomas elaborados con extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a Pseudomona eruginosa cepas
ATCC 27853. Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete estadistico
Statistical Packge for for Social Sciences (SPSS). version 19. Se utilizé
primeramente prueba de Normalidad de analisis de varianza de un factor (ANOVA)
para confirma si las medidas provienen de una distribucion normal de prueba

inferencial y la prueba de Post Hoc Tukey con el 95% de confianza.

82



CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
Tabla N° 5 : Porcentaje de humedad de las hojas y tallos de Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi “

N ° de Determinaciones 1 2 3

Peso de muestra 5.001 5.002 5.000
Peso de muestra seca 0.630 0.562 0.641
Percentage de humedad 87.90% 88.76% 87.18%
Promedio de porcentaje de humedad87.78%

(%)

Fuente : Datos experimentales del estudio

Interpretacion y Analisis de resultados

En la tabla N° 5, se observa el porcentaje de humedad de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” obtenido, segun el método gravimétrico dio un valor de 87.78%,
este resultado indica que la especie vegetal en estudio, tiene un alto contenido de
agua, por lo tanto en el proceso de secado y conservacion se debe tener mucho
cuidado, ya que se tiene el riesgo de que se den reacciones de hidrolisis, oxidacion
o deshidrogenacion y condensacidén (especialmente con los compuestos de
naturaleza fendlica) .Ademas hace propensa a la muestra vegetal a una mayor
contaminacion bacteriana, puesto que el agua contenida en las hojas favorece la

proliferacion de microorganismos. (82)

Segun Espinoza 2002 (25), Reportd que Senecio rhizomatus Rusby “ tikllaywarmi”
presentoé un porcentaje de humedad de 79.21% y Segun Huaman y Ardiles 2018
(26), obtuvieron un porcentaje de humedad de 80% ,el cual en ambos casos son
menores a los obtenidos en el presente estudio, esta diferencia podria ser un valor
que determina ciertas diferencias entre las especies, por la ubicacién geogréfica, la
época de recoleccion, conservacion de muestra y el método usado en la

determinacion del porcentaje de humedad.
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4.2 PORCENTAJE DE EXTRACCION DE LAS HOJAS Y TALLOS DE Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Tabla N° 6 : Resultados del porcentaje de extraccion de las hojas y tallos de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi “

Peso de la muestra molida (mg) | 100

Peso del extracto seco(mg) 20.042

Porcentaje de extraccion (%) 20.042

Fuente: Datos experimentales del estudio
Interpretacion de resultados

En la tabla N° 6 se observa el resultado del porcentaje de extraccion del
extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” ,
obtenidos por el método de maceracion en etanol al 70% donde se obtuvo un
valor de 20%, siendo este un indicador considerable de extraccion de

metabolitos secundarios de la especie en estudio.

El porcentaje de extraccion permite calcular cuanto de muestra se necesita
para obtener una cierta cantidad de extracto y asi determinar la cantidad
necesaria para realizar los diferentes ensayos durante el trabajo de
investigacion.

Analisis y discusion

Se obtuvo un porcentaje de extracion menor, comparado al que obtuvo
Huaman y Ardiles, 2018 (26), deSenecio rhizomatus Rusby (tikllaywarmi)
presenté 21.81% de porcentaje de extraccion y Segun Espinoza, 2002 (25),
determind el porcentaje de extraccion por el método de maceracién
obteniendo un valor de 26.59% este resultado es superior al obtenido en el

presente estudio , lo cual se podria deberse al solvente utilizado, muestra
vegetal utilizado ,tiempo de maceracidén y método de extraccion .
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4.3 PRUEBA DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL
70%DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
Para la determinacién de la prueba de solubilidad se utilizé solventes de mayor a

menor polaridad obteniéndose el siguiente resultado.

Tabla N° 7 : Resultados de la solubilidad del extracto hidroalcohélico al

70%de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

Agua destilada +
Metanol ++
Etanol 40% ++
Etanol 70% +++
Metanol/ agua +++
Etanol absolute ++
Acetona +
Eter +
Cloroformo +
Hexano -
Leyenda:

» Muy soluble: +++
»> Soluble: ++
» Poco soluble: +

> Insoluble: -
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Interpretacion de resultados e

En la tabla N° 7, se muestra los resultados de la prueba de solubilidad del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, frente a

diferentes solventes, empezando del mas polar al menos polar.

e Muy soluble, en solventes polares ; etanol al 70% y metanol:agua,
cumpliéndose que, lo semejante disuelve a lo semejante.

e Soluble en metanol, etanol al 40%, etanol absoluto

e Poco soluble en éter, acetona, cloroformo.

¢ Insoluble en hexano, que es un solvente apolar.
Analisis y discusion
Los resultados obtenidos para la prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico
al 70% de Senecio rhizomaus Rusby “tikllaywarmi”, indican que tiene naturaleza
polar ademas proporcionan informacién necesaria para la eleccion del mejor
solvente en la disolucién del extracto en estudio para la determinacién de los
ensayos de actividad antibacteriana.
Segun Huaman y Ardiles, 2018 (26), Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a
partir de un extracto acuoso liofilizado obtuvo que el extracto es totalmente soluble
en agua y etanol 40%, soluble en etanol al 70%, poco soluble en etanol al 96%, e
insoluble en acetona, cloroformo, éter y hexano en base a estos resultados el
extracto presenta una naturaleza polar, debemos tomar en cuenta que es un
extracto acuoso por ello se puede inferir que la naturaleza polar es similar al

obtenido en la presente investigacion.
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4.4 PRUEBA FITOQUIMICA CUALITATIVA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”.

Las pruebas del analisis fitoquimico cualitativo se realizaron con la finalidad de
identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico al
70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, por reactivos de identificacion
especificos obteniéndose los resultados por coloraciones especificas y siendo otras
de precipitacion.

Tabla N° 8: Resultados de analisis fitoquimico cualitativo del extracto

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

- Compuestos fendlicos  Cloruro férrico 1% _
B, G- '-tina +
_ Reaccién de Shinoda +++
- [Vmdln +4t
o el +4t
_ Hidroxido de potasio ++
‘Saponinas  Prueba de la espuma
_ Draguendorf +
o B ++
‘Esteroides ~ Lieberman — burchar +
BRI Fheling +4t

Fuente: Datos experimentales del estudio.
Donde:

» Abundante cantidad: +++
> Regular cantidad: ++
» Poca cantidad: +

> Ausentes
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Interpretacion de resultados

En la tabla N° 8 se puede observar los resultados del analisis fitoquimico cualitativo
del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, se
indica abundante cantidad de flavonoides, glicosidos, azucares reductores, una
regular cantidad de quinonas, lactonas, mientras que existe poca cantidad

saponinas, taninos, esteroides y alcaloides.
Analisis y discusion
Espinosa y Chambi, 2002 (25), al estudiar el extracto hidroalcohdlico al 70% de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” determind la presencia de alcaloides

flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y glicdsidos en abundante cantidad.

Segun Huaman y Ardiles, 2018 (26), reportd para el analisis fitoquimico del
extracto acuoso liofilizado de Senecio rhizomatus Rusby (tikllaywarmi), abundante
cantidad de quinonas y azucares reductores seguido de una moderada cantidad de
flavonoides fenoles, lactonas y glucidos. Una escaza cantidad de taninos y

saponinas también se observa ausencia de alcaloides y esteroides.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion comparadas con las otras
investigaciones locales presentan diferencias en cuanto a los metabolitos
encontrados. Estas diferencias pueden deberse al tipo de extraccién realizada y
lugar donde fueron recolectados la especie vegetal usada en la investigacion. Segun
estos resultados la actividad antibacteriana se puede deber en mayor proporcién a

la presencia de flavonoides.
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4.5 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL
70% DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”
Tabla N° 9 : Resultados del control microbiolégico del extracto

hidroalcohdélico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

CRITERIOS MICROORGANISMO RESULTADOS

Criterio imperativo: la Salmonella Ausente
presencia de este
microorganismo indica
riesgo elevado , la prueba
debe resultar negativa.
Criterio indicativo de Coliformes fecales (E. coli) Ausente
higiene: Su presencia
indica la deficiencia de
higiene del producto y por
lo tanto puede rechazarse.
Criterio de alerta o limites Aerobios mesdfilos Ausente
criticos: El producto no
debe de exceder los limites
especificos.

Fuente: Datos experimentales

Aerobios mesdfilos, hongos y Ausente
levaduras.

Interpretaciéon y Analisis de resultados

En la tabla N°9 se observa los resultados del control microbiolégico que se realizé
al extracto hidroalcohdlico al 70 % de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, los
resultados obtenidos nos indica que el extracto esta libre de contaminacion,
utilizando los tres criterios indicados donde se encuentra dentro de los limites del
control de calidad a nivel microbioldgico indicadas por la DIGESA. Por lo tanto, el
extracto esta apto para ser utilizados en la ejecucion del presente estudio de la
actividad antibacteriana in vitro frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC

27853, asi mismo para la formulacion de los liposomas.
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4.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

4.6.1 RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE
CRECIMIENTO PARA Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Tabla N° 10 : Absorbancias para la estandarizacion de la curva de crecimiento

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

TIEMPO (HORAS)

© 00 N O g A WON -

Y
- 0

N DN DMDDNMNDNDMDDMNDD 2O @ QO Q Qaaa
N o A WON =2 0O © 0N OGS~ OODN

Fuente: Datos experimentales

ABSORBANCIAS ( A 623 mm)
0.084
0.096
0.096
0.099
0.101
0.121
0.124
0.141
0.185
0.256
0.356
0.355
0.432
0.705
0.673
0.798
0.874
1.141
1.258
1.494
1.485
1.495
1.666
1.668
1.793
1.685
1.55
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Grafico N° 1 : CURVA DE CRECIMIENTO DE Pseudomona aeruginosa CEPA ATCC 27853.

Curva de crecimiento de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.
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Fuente: Elaboracion propia apartir de datos experimentales.

Interpretacion y Analisis de resultados

En el grafico N°1 se muestra la curva de crecimiento celular de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853. Se
puede identificar las siguientes fases de crecimiento : La fase de latencia que dura aproximadamente 6 horas, donde
la cepa estuvo adaptandose a su ambiente nuevo, luego ingresan a la fase exponencial de crecimiento que comprende
entre 6-22 horas, donde la cepa se encuentra en su maximo desarrollo, por lo tanto, mantiene activo todo su sistema
enzimatico, pasado este tiempo,entre las 22 - 25 horas se puede observar la fase estacionaria, periodo donde la
poblacién celular se mantiene constante y empieza a disminuir la poblacion de celulas viables, esto debido a la
carencia de nutrientes y acumulacion de sus desechos metabdlicos. Segun, Quispe J. 2012 (88) , Pseudomona
aeruginosa, presenta una fase de latencia de 6 horas , luego de esto ingresa a la fase exponencial de 6 - 15 horas,
para después ingresar a la fase estacionaria hasta las 27 horas, lo cual es ligeramete comparable con los datos

obtenidos en el presente estudio .
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4.6.2 RESULTADOS DE LA PRUEBA PILOTO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA in vitro DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL

70 % DE Senecio rhizomatus Rusby

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 .

tikllaywarmi”

FRENTE A

Tabla N° 11 : Resultados de la prueba piloto del extracto hidroalcoholico al

70% de Senecio rhizomatus Rusby “ tikllaywarmi” frente a Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853.

N° de Concentracion
pozo extracto (mg/50pL)
1 200

2 180

3 160

4 140

5 120

6 100

7 90

8 80

9 70

10 60

11 50

12 40

13 35

14 30

15 25

16 20

17 15

18 10

19 5

20 1.5
21 1

22 0.5
23 0.125
24 0.1

Fuente: Datos experimentales del estudio.

Leyenda:
» |1G: Primer grupo de halos.
» 1IG: Segundo grupo de halos
» 1lIG: Tercer grupo de halos

Interpretaciéon y Analisis de resultados

de Diametro de halo de inhibicion (mm) en cepas de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

IG
12.85

14.27
17.24
16.59
16.17
14.44
14.34
14.23
13.55
14.37
13.08
13.7
13.3
12.98
10.88
11.81
12.17
10.97
10.79
10.76
9.34
8.82
7.51
0

G
13.93

14.46
17.19
16.61
16.13
14.47
14.29
14.57
13.8
12.96
13.48
13.05
13.03
13.03
13.35
13.46
12.23
11.75
11.5
11.37
9.71
8.67
7

0

NG
14.07

16.03
16.79
16.69
16.72
14.5
14.71
14.4
13.52
13.32
13.55
13.3
13.21
12.51
13.51
12
12.45
11.3
11.13
10.78
9.88
8.87
8.61
0

PROMEDIO
13.62

14.92

16.63
16.34
14.47
14.45
14.40
13.62
13.55
13.37
13.35
13.18
12.84
12.58
12.42
12.28
11.34
11.14
10.97
9.64

8.79

7.71

0.00
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En la tabla N° 11 Se puede observar los resultados descriptivos de la prueba piloto,
donde se muestra el promedio de los halos de inhibicion para cada concentracion
de extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”,
presenta un halo minimo de inhibiciéon de 7.71 mm en promedio a una concentracion
de 0.125 mg /50 pL, resaltado de color amarillo, a menores concentraciones a partir
de este se puede observar que no se presentan halos de inhibicién dando valores
de 0.00 mm de diametro de inhibicion.

Siendo el halo maximo promedio obtenido (resaltado en rojo) de 17.07 mm a una
concentracion de 160 mg/50uL por pozo, asi mismo se puede evidenciar que a
concentraciones mayores se obtiene halos menores que indica que el extracto
empieza a perder actividad sobre la cepa, e incluso se observd en la parte
experimental la saturacion del extracto en los pozos.

Se tomd en cuenta las concentraciones mencionadas anteriormente para la
estandarizacion de las concentraciones en la determinacién de la actividad
antibacteriana. De esta manera se evidencia que el extracto hidroalcohdlico al 70%
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, presenta actividad antibacteriana in

vitro frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853,
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Tabla N° 12 : Analisis de varianza (anova ) para la prueba piloto de la actividad

antibacteriana del extracto hidroalcoholico al 70%

Rusby “tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

de Senecio rhizomatus

Suma de Media

cuadrados (Gl cuadratica |F Sig.
Entre grupos  [846,750 24 35,281 111,628 [,000
Dentro de

15,803 50 ,316
grupos
Total 862,553 74

Fuente: Datos experimentales.

Interpretaciéon y Analisis de Resultados

En la tabla N°12, se muestra el analisis de varianza (ANOVA) de los resultados
de la actividad antibacteriana de la prueba piloto del extracto hidroalcohdlico de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a cepas de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853, siendo el valor de la significancia 0.000 (es menor a
0.05), por lo tanto, se acepta la hipotesis alterna, y se rechaza la hipotesis de
igualdad de medidas, es decir se puede aceptar que existe diferencias
significativas entre los halos de inhibicion formados por el extracto en estudio,

lo que indica que presenta diferente actividad antibacteriana en sus diferentes

concentraciones.
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Tabla N° 13 : Prueba de post hoc deTukey para la prueba piloto de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico 70% de Senecio rhizomatus Rusby “ tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa ATCC

0.100 mg 3 ,0000

0.125 mg 3 7,7067

0.5 mg 3 8,7867  [8,7867

1 mg 3 9,6433 9,6433

1.5mg 3 10,9700 10,9700

5 mg 3 11,1400 11,1400 11,1400

10 mg 3 11,3400 11,3400 11,3400

220 mg 3 12,2200 12,2200 12,2200

15 mg 3 12,2833 12,2833 12,2833

20 mg 3 12,4233 12,4233 12,4233

25 mg 3 12,4600 12,4600 12,4600

30 mg 3 12,8400 12,8400 12,8400

35 mg 3 13,1800 13,1800 13,1800

40 mg 3 13,3500 13,3500 13,3500

50 mg 3 13,3700 13,3700 13,3700

60 mg 3 13,5500 13,5500 13,5500

200 mg 3 13,6167 13,6167 13,6167

70 mg 3 13,6233 13,6233 13,6233

80 mg 3 14,4000 14,4000

90 mg 3 14,4467 14,4467

100 mg 3 14,4700 14,4700

180 mg 3 14,9200 14,9200

120 mg 3 16,3400 16,3400

140 mg 3 16,6300 16,6300

160 mg 3 17,0733

Sig. 1,000(,783 ,969 ,078 ,219 ,077 ,315 ,111 ,061 ,073 1995
27853

Fuente: Datos experimentales.
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Interpretaciéon y Analisis de resultados

En la siguiente tabla N°13, se observa los resultados de la prueba Pos Hoc de Tukey
que realiza todod los contrastes de igualdad de las medidas entre rangos en el que
se realiza la agrupacion entre las medidas de los halos de inhibicion en el que se
forman 11 sub grupos de concentraciones.En cada sub grupo se observa
homogeneidad ya que el valor de significancia es mayor a 0.05 . Por lo que se puede
concluir que el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”, si presenta actividad antibacteriana pero este no es comparable al

farmaco patréon debido que este se ubica en otro sub grupo diferente.

4.6.3 ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES
ANTIBACTERIANAS
DETERMINACION DEL FACTOR DE INCREMENTO PARA EL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” .
> 1=700/10;1=70
> N=14-1;N=13
> F="7F=1.39
Interpretacion y Analisis de resultados
Como se observa aplicando la férmula matematica se obtuvo el factor de incremento
siendo F= 1.39, con este dato se realizd la estandarizacion de las concentraciones

que se muestran en la siguiente tabla N 14.
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Tabla N° 14 : Resultados de la estandarizacion de la concentracion del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853

OPERACION N° DE CONCENTRACION  RESULTADO
Concentracion minima Concentracion 1 0.125
Concentracion 1 X F Concentracion 2 0.217
Concentracion 2 X F Concentracion 3 0.376
Concentracion 3 X F Concentracion 4 0.652
Concentracion 4 X F Concentracion 5 1.130
Concentracion 5 X F Concentracion 6 1.960
Concentracion 6 X F Concentracion 7 3.398
Concentracion 7 X F Concentracion 8 5.892
Concentracion 8 X F Concentracion 9 10.217
Concentracion 9 X F Concentracion 10 17.715
Concentracion 10 X F Concentracion 11 30.719
Concentracion 11 X F Concentracion 12 53.266
Concentracion 12 X F Concentracion 13 92.363
Concentracion 13 X F Concentracion 14 160.158

Fuente: Elaboracién propia de los datos experimentales

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N°14, se muestra los valores de las concentraciones del extracto, luego
de hallar el factor de incremento, con los datos obtenidos de la prueba piloto. Estas
concentraciones han servido para la determinacién del nuevo ensayo para evaluar

la actividad antibacteriana.
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4.6.4 DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” FRENTE A Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Tabla N° 15 : Resultados de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a
Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853 con las concentraciones

estandarizadas.

N° DE CONCENTRACION | DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm) EN
POzO DEL EXTRACTO CEPAS Pseudomona aeruginosa 27853
(mg/50pL )
IG G G PROMEDIO

0.125 7.33 7.20 6.95 7.16
0.217 7.98 8.20 7.89 8.02
0.376 8.44 8.70 8.35 8.50
0.652 9.20 9.02 9.67 9.30
1.130 9.50 9.46 9.51 9.49
1.960 10.27 9.22 9.97 9.82
3.398 10.34 9.95 10.51 10.27
5.892 10.81 11.14 10.66 10.87
10.217 11.26 11.80 11.57 11.54
17.715 12.65 12.45 12.36 12.49
30.719 13.37 13.00 12.93 13.10
53.266 14.22 14.42 13.84 14.16
92.363 15.90 16.02 15.91 15.94
160.158 17.23 17.36 17.50 17.36
Amikacina 300g 26.00 24.00 23.00 24.33
Control negativo 0.00 0.00 0.00 0.00

Fuente datos experimentales:
Leyenda:

> 1G: Primera medicion.
» |l G: Segunda medicion.
> lIG: Tercera medicidon
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Interpretaciéon y Analisis de resultados

En la tabla N°15, se observan los resultados de los diametros de los halos de
inhibicion con las concentraciones estandarizadas del extracto hidroalcohdlico
al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” sobre cepas Pseudomona
aeruginosa se puede deducir que a mayor concentracion se tiene un mayor

diametro de halo de inhibicion.

A partir de 0.125 mg /50 uL por pozo con un halo de inhibicion 7.16 mm y a una
concentracion de 160.16 mg / 50 uL , presenta un halo de inhibicion de 17.36

mm..

De acuerdo al comité Nacional de Estandares de Laboratorio (NCCLS) 2000 los
diametros criticos de amikacina 30ug para Pseudomona aeruginosa 27853 es
sensible.

Segun estos resultados la actividad antibacteriana de los extracto hidroalcohdlico al
70% de Senecio rhizomatus Rusby ‘“tikllaywarmi” se debe a la presencia de
compuestos fendlicos , flavonoides, taninos y el modo de accién de estos
metabolitos.

Se tomo en cuenta los criterios de TODA Y COL 1994. (89) (ver ANEXO N° 12)
teniendo en cuenta esta clasificacion se puede observar que entre las
concentraciones de 0.376 mg - 17.715 mg el extracto hidroalcohdlico de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” presentd una actividad antibacteriana ligera, entre
las concentraciones de 30.719 mg a 92.363 mg el extracto presentd una actividad

moderada y la concentracion de 160.15 mg presenta una actividad marcada.
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Tabla N° 16 : Resultado de los halos inhibicion de los farmaco patréon

amikacina para Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

Zona de diametro de interpretacion critica (mm)

FARMACO CONCENTRACION RESISTENTE INTERMEDIO  SENSIBLE

Amikacina 30 Hg <14 15-16 17>

Andlisis e Interpretacion de resultados

En la tabla N° 16 se muestra los halos de inhibicién para el disco de sensibilidad
de amikacina 30 pg de acuerdo al comité Nacional de Estandares de Laboratorio
(NCCLS) 2002 los diametros criticos para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
(84)

Este farmaco se utilizd6 como patron en la determinacion de la actividad
antibacterial, lo cual nos permite saber si la cepa es resistente, intermedio o
sensible al antibidtico podemos observar que los halos de inhibicion obtenidos
para amikacina que fue de 24 mm. De acuerdo a estos resultados la cepa ATCC

de Pseudomona aeruginosa es sensible al farmaco patron utilizado.

El extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”
presenta un halo de inhibicion promedio maximo de 17.36 mm a una
concentracion de 160 mg /50 uL este valor es cercano al patron de amikacina
.Con estos datos se puede concluir que Pseudomona aeruginosa ATCC 278533
es sensible a extracto en estudio y también se encuentra dentro de los
parametros establecidos por el comité Nacional de estandares de laboratorio
(NCCLS), por lo que se puede inferior que el extracto hidroalcohdlico de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” presenta actividad antibacteriana
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4.6.4.1 ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Tabla N° 17 . Analisis de varianza (ANOVA) para el ensayo de la actividad
antibacteriano in vitro del extracto de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” con las concentraciones estandarizadas

1441,678 686,973
4,477 32 ,140

1446,155 47

Fuente: Datos experimentales
Leyenda:

Gl: grados de libertad

F: Distribucion de fisher

Sig : Significancia

Sig:> 0.05 no existe diferencias significativas entre dos halos de inhibicion.
Sig:< 0.05 existe diferencia significativa entre dos halos de inhibicion.

Interpretaciéon y Analisis de los resultados

Segun los estudios de analisis de varianza (ANOVA) en la tabla N° 17 se
observa que el valor de significancia es de 0.00 este valor esta debajo de 0.05
por lo que se rechaza la hipotesis de igualdad de medias, es decir existen
diferencias significativas entre grupos entre los halos de inhibicién formados por
el extracto de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, indicando que presentan
diferente actividad antibacteriana en sus diferentes concentraciones frente a

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
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Tabla N° 18 : Resultado de la prueba de post hoc Tukey para la actividad antibacteriana del extracto

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusbhy “tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa cepas

ATCC 27853.

Concentraciones
estandarizadas de|
extracto de  Senecio|
rhizomatus Rusby.

ISubconjunto para alfa = 0.05

10

12

i3

control negativo

0.125 mg
0.217 mg
0.376 mg
0.652 mg
1.13 mg
1.96 mg
3.398 mg
5.892 mg
10.217 mg
17.715 mg
30.719 mg
53.266 mg
92.363 mg
160.158 mg

amikacina 30 mg

Sig.

W WWWWWWwWwWwWwwwww wlZz

w

,0000

7,1600
8,0233 (8,0233
8,4967 [8,4967
9,2967
9,4900

1,000 |304 ,966 ,137

9,2967
9,4900
9,8200
10,2667

,160

9,8200
10,2667
10,8700

,092

10,8700
11,5433

,688

11,5433
12,4867

,190

12,4867
13,1000

,804

13,1000
14,1600

,086

15,9433

1,000

17,3633

1,000

26,6667

1,000

Fuente: Datos estadisticos del estudio.
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Interpretacion y Analisis de resultados

En la tabla N°18, se muestra los resultados para la prueba de Pos Hoct Tukey
que permite realizar las comparaciones de igualdad entre medias de los halos
de inhibicién y entre rangos de las diferentes concentraciones, en el que se
realiza la agrupacion de las medias, obteniéndose 13 sub grupos de
concentraciones. Dentro de cada subgrupo, se observa la homogeneidad entre
las medias ya que el valor de significancia es mayor a 0.05, indica que las
diferencias no son estadisticamente significativas. Por lo que se puede inferir
que la actividad antibacteriana de cada concentracion dentro de cada subgrupo

es similar

No obstante, al realizar la comparacion entre los 13 sub grupos se tiene que
existe una relacion de heterogeneidad ya que el valor de significancia es menor
a 0.05. Por lo tanto, entre cada sub grupo de concentracién, presenta diferente

actividad antibacteriana.

En la tabla N°18 se evidencia las diferentes concentraciones agrupadas en
diferentes sub grupos donde a medida que se acerca al farmaco patrén es

mayor la actividad antibacteriana de la concentracion del extracto en estudio.

Por lo que se concluye que Senecio rhizomatus Rusby si presenta actividad
antibacteriana, pero este no es comparable al del farmaco patrén debido a que

estos mismos se ubican en otro sub- grupo.
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4.6.5 ELABORACION DE LIPOSOMAS CON EL EXTRACTO
HIDOALCOHOOLICO AL 70% Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”.

4.6.5.1 COMPOSICION DEL LIPOSOMA Y GRADO DE ENCAPSULACION DEL
EXTRACTO HIDOALCOHOLICO AL 70% Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” PARA LAS PRUEBA PILOTO

La determinacion del grado de captacion del extracto hidroalcohdlico al 70%
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, dentro de los liposomas multilaminares,
se ha efectuado mediante valoracion espectrometria UV-Visible, a partir de la
fraccion del extracto hidroalcohdlico al 70% Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi” no incorporado en los liposomas, que resulta de la separacién por
centrifugacion.

Tabla N° 19 : Resultados obtenidos para la recta de regresion lineal

X Y

0.1 0.1904
0.2 0.4971
0.3 0.7818
0.4 1.0737
0.5 1.4032

Fuente: Datos experimentales

X= Concentracion de extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”. (mg)

Y=Absorbancia

Dicho proceso de valoracion ha requerido la elaboracion de una recta de regresion,
a partir de concentracién conocidas de extracto hidroalcohdlico al 70% Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, y de sus correspondientes valores de absorbancia
a 202 nm.
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Grafico N° 2 : Regresion lineal para el extracto hidroalcohdlico al 70% de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

16
14 )
12

1 .
08 .
0.6

0.4 y =3.0022x - 0.1114
R2 = 0.9994
0.2  a

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Fuente: Datos experimentales.

Ecuacion: Y =mx-b

Y= 3.0022x-0.1114
Interpretaciéon y Analisis de resultados
En el grafico N°2 se muestra las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
Senecio rhizomatus Rusby ’tikllaywarmi” en un rango de 0.1mg a 0.5mg vy las
absorbancias obtenidas de la lectura en el espectrofotdmetro, estas se utilizaron
para elaborar la curva de calibracion que tiene una tendencia lineal y la ecuacion:
con un valor de R? es de 0.9994, siendo esta proxima al valor de 1, indica que hay
una buena relacion entre la concentracion de extracto en estudio y su absorbancia,
lo que nos da entender que la curva de calibracion se realizé de manera optima y
se puede usar para interpolar los valores de absorbancia obtenidos en el estudio
asi al ser remplazados en la ecuacion se podra calcular los valores de las
concentraciones de las muestras.
Se realizo la regresion lineal para hallar la ecuacién, lo cual permité realizar los
calculos en la ecuacién hallada, se realizé el remplazo del valor de “Y”, con el valor
de las absorbancias obtenidas mencionadas en la tabla N°19, con la obtencién de
diferentes absorbancias, para seguir con los calculos, y hallar el porcentaje de

encapsulacion.
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Tabla N° 20 : Resultados del porcentaje de encapsulacién para cada
formulacion de liposomas pilotos portadores de extracto hidroalcohélico al

70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

N?  Proporcion Absorbancia. Concentracién  Volumen Volumen total Extracto libre  Porcentaje
en (p/p/p) de extracto libre sin liposoma y hidroalcohdli libre
mg libre en liposoma  sobrenadante co

solucion
liposomal

1 1:0.5:1 3.593 1.234 18 30 0.234 0.781

2 2:1:1 3.5947 1.234 20 30 0.247 0.823

3 3.1.5:1 3.5944 1.234 18 30 0.222 0.741

4 6:1:1 3.5956 1.235 19 30 0.235 0.782

5 10:4:6 3.5969 1.235 17 30 0.210 0.700

6 12:4:6 2.9825 1.031 20 30 0.206 0.687

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N° 20, se muestran los valores obtenidos para los diferentes pilotos
formulados del grado de capitacion el extracto hidroalcohdlico de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” por liposomas multilaminares .

Con los datos experimentales de absorbancia a 202nm, determinados
espectrofotométricamente, se han calculado las concentraciones del extracto no
encapsulado expresado en mg/10 mL. Conocidas la cantidad total de sustancia
activa utilizada para la preparaciéon de liposomas y por diferencias con respecto al
extracto libre, se ha determinado la proporcion de principio activo captado.

Siendo la de mayor encapsulacion dio un valor 99.313% de proporcion (12: 4: 6)
donde se muestra mayor porcentaje de encapsulacion, por ello se eligid dicha
formulacién para la elaboracion de los liposomas a distintas concentraciones y

probar su sensibilidad antibacteriana.
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Tabla N° 21 : Elaboracion de liposomas con extracto hidroalcohdélico al 70%

de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Formulaciones Fosfatidilcolina de | Colesterol (mg) Extracto

Proporcion 12:4:6 | soya (mg) hidroalcohdlico al

p/p/p 70% de Senecio

(mg) rhizomatus Rusby
(mg)

F-1 200 179 200

F-2 100 67 100

F-3 50 33 50

F-4 25 17 25

F-5 12 4 12

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N° 21 se muestran las diferentes concentraciones utilizadas para la

formulacién de liposomas dentro de ellas podemos mencionar que la de mayor

concentracion de extracto hidroalcohdlico al 70 % de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi” es de 200 mg/ 30 mL de buffer fosfato 7.4 pH y de menor

concentracion es de 12 mg/ 30 mL de buffer fosfato 7.4 pH , para lo cual se calculd

las concentraciones de fosfatidilcolina de soya y colesterol segun la concentracion

de extracto en estudio como se muestra en la tabla N° 21. Utilizandose la misma

proporcion para toda la formulacion 12: 4: 6 p/p/p , ( fosfatidilcolina de soya,

colesterol, extracto), asi mismo con respecto al solvente utilizado, cloroformo vy

metanol fue de (2:1) la cual se utilizoé para las 5 formulaciones.
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4.6.6 EVALUCION ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS LIPOSOMAS
ELABORADOS CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” FRENTE A Pseudomona aeruginosa
CEPAS ATCC 27853.

Tabla N° 22 : Resultados de la lectura de las absorbancias de las diferentes

concentraciones de los liposomas frente a Pseudomona aeruginosa ATCC

27853.

CerEErEEE ale Absorbancias 0 horas Absorbancia 24 horas

liposomas(mg) I Il 11 PROMEDIO | | Il Il PROMEDIO
12 1.372 11.375 |[1.374 1.374 1.475 [1.475 1.483 [1.478

25 1.734 11739 |1.74 1.738 1.818 |1.823 1.823 |[1.821

50 1.92111.924 [1.922 1.922 2.003 |2.000 2.001 |2.001

100 2.11212.105 |2.109 2.109 2.148 |2.146 2.146 | 2.147

200 277 |2.768 |2.773 2.770 2.798 |2.798 2.79 2.795
Amikacina 0.002 |0.005 |0.003 0.003 0.063 |0.064 0.065 |0.064
Control 0.612/0.616 |0.614 0.614 0.958 |0.962 0.96 0.960

Fuente: Datos experimentales.

Tabla N°

aeruginosa 27853 frente a diferentes concentraciones de

23 : Resultados del porcentaje de crecimiento de Pseudomona

liposomas

elaborados con extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi”

% Crecimiento de

Concentracion de | Absorbancia O | Absorbancias 24 | ABS24 H-ABSO | Pseudomona
liposomas(mg) Horas Horas H aeruginosa 27853
12mg 1.374 1.478 0.104 30%
25mg 1.738 1.821 0.084 24%
50mg 1.922 2.001 0.079 23%
100mg 2.109 2.147 0.038 1%
200 mg 2.770 2.795 0.025

Amikacina 0.003 0.064 0.061

Control 0.614 0.960 0.346 100%

Fuente: Datos experimentales.
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Grafico N° 3 : Resultados de la determinacion de la actividad antibacteriana
liposomas elaborados con extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853

Porcentaje de crecimiento de Pseudomona aeruginosa cepas
ATCC 27853 frente a las diferentes concentraciones de
liposomas .

100%
100%
80%

60% )
a0%  S%Ln  24%  23% 18%

o ) 6 6D a0 i B9

0%

Crecimiento de Pseudomona
aeruginosa en 24 horas

S S S S S
s & = \Qgé\ o8

Concentraciones de liposomas formulados

Fuente: Datos experimentales

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N°23 y grafico N° 3, se reportd el crecimiento de Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853 en porcentajes frente a las diferentes
concentraciones de liposomas, tomando en cuenta como el grupo control ( indculo
de Pseudomona aeruginosa y caldo), se considera con un crecimiento bacteriano
de 100% donde se desarrolla el microorganismo sin ningun interferente (antibiético)
en 24 horas a 37°C.

Segun los resultados obtenidos para la concentracion de 12mg, se tiene mayor
crecimiento bacteriano con un valor de 30%, lo que indica que los liposomas
permitieron el desarrollo de Pseudomona aeruginosa en el porcentaje mencionado,
seguido de las concentraciones de 25 mg y de 50mg de formulacién liposomal, se
tiene poca diferencia con valores de 24% y 23%, para la concentracién de 100 mg
el valor obtenido es de 11% de crecimiento de Pseudomona aeruginosa es menor
en comparacion de amikacina( farmaco patrén ) donde se obtuvo un crecimiento de

18 % de Pseudomona aeruginosa.
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En cuanto al valor obtenido para Amikacina (farmaco patrén) permitié solo el 18%
de crecimiento de Pseudomona aeruginosa, el cual es superado por la
concentracion de 200mg con un valor de 7%, tiene un marcado efecto antibacteriano
al interferir en el crecimiento y desarrollo de Pseudomona aeruginosa, llegando a
superar el efecto del farmaco patrén amikacina.

La prueba de la accidn inhibitoria sobre el crecimiento de Pseudomona aeruginosa
cepas ATCC 27853 de la formulacion de los liposomas elaborados con extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” redujo
significativamente el crecimiento de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

Por lo que se concluye que la encapsulacion del extracto extracto hidroalcohdlico al
70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” permiti6 mejorar la actividad
antibacteriana frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

Existen muchas explicaciones sobre el posible mecanismo de accion antibacteriano
de liposomas cargados con sustancias con actividad antibacteriana frente a
diferentes patdégenos, podemos mencionar por ejemplo, que en el estudio de
Alhajlan y Alhariri, 2013 (90), en el cual se menciona que la mayor actividad de las
formulaciones liposomales podria atribuirse a la fusion de los liposomas con la pared
celular bacteriana, de modo que se puede administrar una alta concentracion de
antibidtico directamente al citoplasma bacteriano. Ademas, se ha observado una
eficacia mejorada de las formulaciones liposomas cargadas positivamente, lo que
podria explicar la interaccion de la superficie del liposoma con la pared bacteriana
cargada negativamente que atrae una alta concentracion del antibiotico para
fusionarse con la membrana celular bacteriana.

En el estudio de Mugabe 2006 (91), establece que para definir el mecanismo de las
interacciones liposoma-bacteria, se emplearon técnicas microscépicas electronicas
de transmisién (TEM), a través de las cuales se establecié que los liposomas
interactuan intimamente con la membrana externa de Pseudomona aeruginosa lo

que lleva a la deformacién de la membrana.
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Tabla N° 24 : Analisis de varianza (anova) para el ensayo de la actividad
antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados con el extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 18059,578 6 3009,930 2844,55 ,000
0
Dentro de 14,814 14 1,058
grupos
Total 18074,392 20

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:

Gl: Grados de libertad

F: Distribucion de Fisher

Sig.: Significancia

Sig.: > 0.05, no existe diferencia significativa entre los grupos que inhibe el
crecimiento microbiano

Sig.: < 0.05 existe diferencia significativa entre los grupos que inhiben el
crecimiento microbiano.

Interpretacion y Analisis de Resultados

Segun los resultados de analisis de la varianza ANOVA, en la tabla N° 24 se observa
que el valor de significancia es de 0.00,un valor que esta por debajo de 0.05 por lo
que se puede afirmar que existen diferencias significativas de grupos entre los
porcentajes de crecimientos de Pseudomona aeruginosa por cada concentracion de
liposomas ensayados, lo que significa que presenta diferente actividad en sus

diferentes concentraciones.
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Tabla N° 25 : Prueba de post hoc de Tukey para el ensayo de la actividad
antibacteriana para las diferentes concentraciones de los liposomas
elaborados con el con el extracto de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

frente a Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Concentracion Liposomas N Subconjunto para alfa = 0.05
elaborados (mg) 1 2 3 4 5
200 7,2253

100 10,9830

3

3

Amikacina 3 17,5337

50 3 22,8320

25 3 24,1807
3
3

12 30,0580

Control

Sig. 1,000 1,000 1,000 681 1,000
Fuente: Datos estadisticos del estudio.

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N° 25, se muestra la prueba de Post Hoc de Tukey, permite
determinar cédmo se agrupan los sub grupos formados por las diferentes
concentraciones de liposomas, obteniéndose 6 sub grupos. Al realizar la
comparacion entre los 6 sub grupos se tiene que existe una relacién de
heterogeneidad ya que el valor de significancia es menor a 0.05. Por lo que se
infiere que cada sub grupo formado, presenta estadisticamente diferente
actividad antibacteriana. A la concentracion de 200 mg de liposomas se tiene la
maxima actividad forma el primer sub grupo con el crecimiento de Pseudomona

aeruginosa solo de 7%,

Por lo que se concluye que los liposomas elaborados con el extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” si presenta
actividad antibacteriana llegando a inhibir mejor el crecimiento de Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853 a medida que se acerca al farmaco patron
(amikacina) y cuando el sub grupo se aleja del sub grupo control 100% de

crecimiento de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.
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4.6.7 EVALUCION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio rhizomatus
Rusby “tikllaywarmi” FRENTE A Pseudomona aeruginosa CEPAS
ATCC 27853.

Tabla N° 26 : Resultados de la lectura de las absorbancias de las diferentes

concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Fuente: Datos experimentales.

Tabla N° 27 : Resultados del porcentaje de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa 27853 frente a diferentes concentraciones de extracto

hidroalcohélico de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Concentracion | Absorbancia | Absorbancia [ Absorbancia 24 horas |% Crecimiento de
de extracto 0 Horas 24Horas —Absorbancia 0 horas |Pseudomona
(mg) aeruginosa 27853.
12 0.060 0.36 0.300 87%
25 0.079 0.328 0.249 72%
50 0.159 0.284 0.125 36%
100 0.362 0.455 0.093 27%
200 0.726 0.803 0.077
Amikacina 0.002 0.064 0.062
Control 0.614 0.96 0.346 100%

Fuentes: Datos experimentales del estudio.

En la tabla N° 27, se observa los porcentajes de crecimiento que fueron hallados
al reemplazar la formula de porcentaje de crecimiento mencionado anteriormente.
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Grafico N° 4 : Resultados de la determinacion de la actividad antibacteriana
del extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi

“frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853

Porcentaje de crecimiento de Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 frente al extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
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Fuente: Datos experimentales

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N°27 se encuentra los resultados de los porcentajes de crecimiento
calculados para el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Se observa que hay un maximo valor de crecimiento de Pseudomona aeruginosa
con un 87% para la concentracion de 12mg a medida que va aumentando, la
concentracion del extracto de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” va
disminuyen el porcentaje de crecimiento del microorganismo, llegando a obtenerse
un 22% de crecimiento de Pseudomona aeruginosa para la concentracion de 200mg
que es mayor al valor obtenido para el farmaco patréon amikacina, donde se obtuvo
un valor de 18% de crecimiento bacteriano. .

En conclusidn, el extracto de Senecio rhizomatus Rusby ‘“tikllaywarmi” en las
concentraciones ensayadas presenta menor actividad antibacteriana que el farmaco

patron (amikacina) que tiene un valor de 18% de crecimiento bacteriano.
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Tabla N° 28 : Analisis de varianza (anova) para el ensayo de la actividad

antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohodlico al 70%

de Senecio

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa cepas

ATCC 27853.
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 20719,786 6 3453,298 11045,076 ,000
Dentro de grupos 4,377 14 ,313
Total 20724,163 20

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:

Gl: Grados de libertad

F: Distribucion de Fisher

Sig.: Significancia

Sig.: > 0.05, no existe diferencia significativa entre los grupos que inhibe el

crecimiento microbiano.

Sig.: < 0.05 existe diferencia significativa entre los grupos inhiben el crecimiento

microbiano.

Interpretaciéon y Analisis de resultados

Segun los resultados de analisis de la varianza ANOVA , en la tabla N° 28 se

observa que el valor de significancia es de 0.00, un valor que esta debajo de 0.05,

lo que indica que existen diferencias significativas entre los porcentajes de

crecimientos obtenidos por cada concentracion de extracto hidroalcohdlico de

Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, por lo que se puede inferir que tienen

diferente actividad antibacteriana

hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

para cada concentracion de extracto
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Tabla N° 29 : Prueba de post hoc de Tukey para el ensayo de la actividad

antibacteriana para el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus

Rusby “tikllaywarmi”.

concentracion del
extracto

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

3

Amikacina

17,3100

200 mg

22,3420

100 mg

26,6937

50 mg

36,1740

25 mg

72,5323

12 mg

86,7540

Control

W [ W[WWw[w[w[w[=Z

100,000
0

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N° 29, se muestra la prueba de post hoc Tukey, que realiza todo los
contrates de igualdad de medidas entre los rangos, en el que se realiza la
agrupacion entre las medidas de los halos de inhibicion en el que se forman 7

sub grupos de concentraciones . En cada sub grupo se observa homogeneidad

ya que el valor de significancia es mayor de 0.05 .

Por lo que se concluye que el extracto en estudio, si presenta actividad

antibacteriana pero este no es comparable con el farmaco patrén debido que

este mismo se ubica en otro grupo.
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Tabla N° 30 : Comparacion de la actividad antibacteriana entre los liposomas

elaborados y el extracto hidroalcohélico al 70% de Senecio rhizomatus Rushy

“tikllaywarmi”
Liposomas a diferentes Extracto hidroalcohdlico al 70% de
concentraciones Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi
Concentracién Medida de | Concentraciones | Medida de
de liposomas | porcentaje de | de extracto | porcentaje de
(mg) crecimiento de | hidroalcohdlico al | crecimiento de
Pseudomona 70% de Senecio | Pseudomona
aeruginosa (%) rhizomatus Rusby | aeruginosa (%)
“tikllaywarmi” (mg)
12 30 12 87
25 24 25 72
50 23 50 36
100 11 100 27
200 7 200 22
Amikacina 18 Amikacina 18
Control 100 Control 100

Fuente: Datos experimentales
Interpretacion de Resultados

En la tabla N°30 se observa el crecimiento de Pseudomona aeruginosa cepas ATCC
27853 frente a las diferentes concentraciones de los liposomas elaborados vy las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Para la minima concentracion ensayada de 12 mg para los liposomas se obtuvo un
valor de 30% mientras que para el extracto hidroalcoholico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” a la concentracién de 12 mg dio un crecimiento de
87% de Pseudomona aeruginosa siendo un valor, superior, lo que indica que los

liposomas tuvieron un mayor efecto. A esta concentracion.
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Y para la concentracion de 200mg para los liposomas dio un valor de 7% de
crecimiento que es menor que el farmaco patron tiene un valor de 18% y la del
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” con un
valor de 22%. Por lo que se infiere que los liposomas ensayados en la investigacion
tuvieron valores de crecimiento de Pseudomona aeruginosa menores que el de

extracto sin encapsular en liposomas.

Lo que indica que la encapsulacion del extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, en liposomas mejoraron la actividad antibacteriana
del extracto hidroalcoholico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi

En el archivo fotografico N 24 se muestra las placas sembradas de liposomas y

extracto donde se muestra dichas diferencias.
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4.6.8 CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS LIPOSOMAS ELABORADOS
CON EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

Tabla N° 31 : Resultados del control microbiolégico de los liposomas
elaborados con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus

Rusby “tikllaywarmi”.

CRITERIOS MICROORGANISMO RESULTADOS
Criterio imperativo  Salmonella y Shiguella Ausente
Criterio indicativo Coliformes totales Ausente

de higiene

Criterio de alertao  Aerobios mesofilos Ausente

limite critico Hongos y levaduras Ausente

Fuente: Limites criticos e indicativos de higiene RM N.° 615-2003-SA/DM.
Interpretaciéon de Resultados

En el cuadro N 3, se observa el analisis microbiologico de los liposomas formulados
a diferentes concentraciones ( 200mg, 100mg, 50mg, 25mg y 12mg ); las 5
formulaciones se encuentran dentro de los limites permisibles establecidos por los
criticos e indicativos de higiene RM N.° 615-2003-SA/DM.

En el recuento de Salmonella y Shiguella, coliformes totales, hongos y levaduras,
no se observd ningun crecimiento microbioldgico, lo cual indica que los productos
elaborados cumplen con los parametros de calidad segun los criticos e indicativos
de higiene RM N.° 615-2003-SA/DM, establece que no se hallan evidencias de
crecimiento microbiano, el producto examinado cumple con la prueba de esterilidad.
Por tanto, los liposomas elaborados a diferentes concentraciones (200mg, 100mg,
50mg, 25mg y 12mg), es apto para ser utilizados en la ejecucién del presente
estudio de la actividad antibacteriana cuyos contaminantes podrian alterar los
resultados de dicha actividad in vitro frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC

27853 y evaluar los parametros de estabilidad.
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4.6.9 RESULTADOS

DEL

ESTUDIO DE

CARACTERISTICAS

ORGANOLEPTICAS Y LA ESTABILIDAD ACELERADA DE LOS
LIPOSOMAS ELABORADOS.

Tabla N° 32 : Resultados del estudio de las caracteristicas organolépticas de

las formulaciones y la estabilidad acelerada de los liposomas a diferentes

concentraciones a una temperatura de 4°C.

Concentraciones
de liposomas

Caracteristicas

Inicio

30 dias

Homogéneo, cremoso,

Homogéneo, cremoso.

Aspecto opalescente Opalescente
Liposomas Color Amarillento lechoso Amarillento lechoso
200 mg Caracteristico al Caracteristico al
Olor
extracto extracto
PH 7 7
Aspecto Homogéneo Homogéneo
opalescente opalescente
Liposomas Color Lechoso Lechoso
100 mg , .
Olor Ligero olor a extracto Ligero olor a extracto
pH 7 7
Aspecto Homogéneo Homogéneo
Liposomas Color Lechos blanquecino Lechoso blanquecino
50 mg Olor Insipido Insipido
pH 7 7
Aspecto Homogéneo Homogéneo
Liposomas Color Blanquecino Blanquecino
25 mg Olor Insipido Insipido
pH 7 7
Aspecto Homogéneo Homogéneo
Liposomas Color Blanquecino claro Blanquecino claro
12 mg Olor Insipido Insipido
pH 7 7

Fuente: Datos experimentales
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Analisis e Interpretacion de resultados

En la tabla N° 32 se muestra el estudio de esa estabilidad acelerada, segun el
tiempo ensayado, a una temperatura de 4°C de conservacion no hay variacion en
cuanto a su pH, no se evidencia la formacién de dos fases, cambios de color o la
presencia de olor.

Por lo que se podria indicar que las formulaciones a una temperatura de 4°C han
mantenido su estabilidad durante los 30 dias de estudio. Es relevante tomar en
cuenta que la composicion lipidica y la naturaleza del compuesto encapsulado
pueden influir en las propiedades de los liposomas por tanto en la estabilidad.

Al estar constituidos por fosfolipidos con cadenas hidrocarbonadas insaturadas la
oxidacion lipidica puede verse favorecida por la presencia de metales, luz y ser
minimizada por la adicion, en proporciones adecuadas de antioxidantes tales como
el alfa-tocoferol, en la elaboracién se utilizé vitamina E que permite minimizar la auto
oxidacion de los liposomas favoreciendo su estabilidad.

Segun Clares Neveros 2003. (55), Menciona que la presencia de colesterol en la
formulacion de liposomas, permite retener mayor cantidad de principio activo, ya
que puede modificar la organizacion (arquitectura) molecular de las laminas
lipidicas. Su presencia controla la fluidez de la membrana y en consecuencia
modula la capacidad de encapsulacion y estabilidad fisica de las vesiculas. Es asi
que se utiliza el colesterol dentro de las formulaciones planteadas lo que ayudaria

a mantener encapsulado el extracto hidroalcohdlico de Senecio rhizomatus Rusby.
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Tabla N° 33 : Resultados del estudio de las caracteristicas organolépticas de

las formulaciones y la estabilidad acelerada de los liposomas a diferentes

concentraciones a una temperatura de 40°C.

Homogéneo, cremoso,

Formacion de dos fases(superior

Aspecto una fina capa cremosa amarillento
opalescente -
sobre una solucién lechosa).
color Amarillento lechosos Amarillento cremoso/lechosos
Olor Caracteristico al Caracteristico al extracto
extracto
pH 7 6
Formacion de dos fases (superior
Homogéneo forma una delgada capa cremosa
Aspecto . g e
opalescente sobre fase inferior solucion lechosa
)
Color Lechos Lechoso/blanquecino
Olor Ligero olor a extracto Ligero olor a extracto
Ph 7 6
Formacion de dos fases (una
Aspecto Homogéneo sobrenadante cremosa blanquecina
y una fase lechosa poco traslucida).
Color Lechos blanquecino Lechoso blanquecino
Olor Insipido Insipido
Ph 7 6
Formacion de 2 fases(una
. sobrenadante blanco amarillento y
Aspecto Homogéneo P C
en la parte inferior una soluciéon
blanca).
Color Blanquecino Blanquecino/traslucido blanco.
Olor Insipido Insipido
Ph 7 6
Formacion de dos fases (traslucida
Aspecto Homogéneo claro y una fase cremosa
sobrenadante)
color Blanquecino claro Blanquecino /traslucido
Olor Insipido Insipido
pH 7 6

Fuente: Datos experimentales.
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Interpretacion y Analisis de Resultados

En la tabla N° 33, en el estudio de estabilidad acelerada, a una temperatura de 40°C
de conservacion presentd una ligera variacion en cuanto a su pH a un valor de 6,
con la formacion de dos fases definidas, con cambios en el color, sin la variacion en
cuanto al olor, por lo que se podria indicar que las formulaciones a una temperatura
de conservacién de 40 °C varid en la estabilidad durante los 30 dias de estudio.

La bicapa lipidica de los liposomas posee fluidez y movilidad, las cuales dependen
de la temperatura. A bajas temperaturas, los lipidos se encuentran en estado gel
cristalino, con una estructura rigida y la movilidad reducida. Al aumentar la
temperatura se produce una pre-transicion de fase que tiene que ver con el aumento
en la movilidad rotacional de las cabezas lipidicas y la aparicién de ondulaciones en
la superficie de los liposomas. Siendo menos probable que se produzca interacciéon
asociativa entre las moléculas de fosfolipidos, lo que da lugar a la membrana fluida,
es asi que el empaquetamiento de la cadena de los hidrocarburos de la bicapa se
vuelve aleatorio, reduciendo la rigidez de la membrana debido a su defecto de tipo
poroso y también da lugar a una transicion en la movilidad de las colas de los
fosfolipidos, reduciendo la estabilidad del principio activo incorporado (92)

Asi mismo las variaciones del pH, pueden afectar significativamente la estabilidad
de los liposomas, debido que puede alterar la ionizacidn de los lipidos
desestabilizando la estructura de la bicapa, con la prolongacion de los fosfolipidos
que se produce en valores de pH mas bajos. (93)

Fisicamente, el principal problema consiste en la agregacién de los liposomas, lo
que modifica las caracteristicas de permeabilidad de la pared lipidica, con la
consiguiente, la liberacion del principio activo captado. Por lo que se deduce que la
influencia de la temperatura de conservacion sobre la estabilidad del sistema de tal
manera que los liposomas mantenidos a baja temperatura 4°C poseen una

estabilidad mayor, que a una temperatura de 40°C . (55)
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4.6.10 RESULTADOS DE LA OBSERVACION MICROSCOPICA DE
LIPOSOMAS AL (MICROSCOPIO A 40X)
En las siguientes imagenes se muestra la suspension de vesiculas lipidicas
portadoras de extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”, tefiido con el reactivo negro de sudan lll. La técnica de observacién
al microscopio que incorpora una camara conectada a un ordenador, permite
evidenciar la formacién de vesiculas lipidicas plurilaminares en toda la formulacion
ensayada con lo cual se corrobora la eficacia del método empleado para la
elaboracién de liposomas. Asi mismo, aporta informacion sobre la estructura,
tamano y estabilidad de estos transportadores. que tienen diferentes morfologias

basadas en su composicion y el método de formulacion.(93).

Figura N° 5 : Liposomas de concentracién 12 mg

Fuente: L. Huillca.

Interpretacion de resultados

En la Figura N° 5 se muestra,para la concentracion 12 mg, liposomas con
caracteristicas tipicas, que han sido coloreadas con sudan Il de diferentes tamafios,
para A 0.001mm y en B se observa un tamafo de 0.003 mm, se evidencia la

formacioén de liposomas de tamafios relativamente uniformes en poca cantidad.
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Figura N° 6 : Liposomas de concentracién 25 mg
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Fuente: L. Huillca.

Interpretacién de resultados

En la figura N°6, se muestra la imagen obtenida por el microscopio éptico a 40X
donde se muestra liposomas de diferentes tamanos para la letra A 0.002 mm, B
0.003 mm, C 0.001 mm y para D 0.003mm, con una saturacién elevada con
predominio de tamafo pequefo, relativamente homogeéneos coloreados con el

reactivo Sudan Ill.
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Figura N° 7 : Liposomas de concentraciéon 50 mg

Fuente: L. Huillca.

Interpretacién de resultados

En la figura N°7 se observa los liposomas formados de tamafios diferentes mas
variados para la letra A 0.001mm, B 0.004mm, C 0.002mm, D 0.003mm, E 0.004mm
y F 0.000mm donde se puede evidenciar la formacion de los liposomas en cantidad

superior al de la concentracién de 25 mg de concentracion.
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Figura N° 8 : Liposomas de concentraciéon 100 mg
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Fuente. L. Huillca.

Interpretacion de resultados

En la figura N°8 Para los liposomas de 100 mg de concentracion, se muestra liposomas
de diferentes tamanos para, A 0.007mm, B 0.008mm, C 0.011mm, D 0.001mm, E 0.003,
F 0.002mm, G 0.001 mm, 1 0.003mm y J 0.009 mm de manera relativamente abundante

con halos bien definidos en cada liposoma, con predominio de tamafo pequefio.
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Figura N° 9 : Liposomas de concentracion 200 mg
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Fuente: L. Huillca.

Interpretaciéon de Resultados

En la figura N° 9, se observa para la concentracion de 200 mg diferentes tamarios
de liposomas siendo para, A 0.003mm, B 0.006mm, C 0.016mm, D 0.003mm, E
0.006mm, F 0.002mm, G 0.006mm en cantidad abundante, con halos bien definidos

propio de los liposomas.

128



Analisis y discusion de los resultados de la observacion microscépica

El tamano y la estabilidad de los liposomas afectan la distribucion y el aclaramiento
de las vesiculas in vivo después de la administracion sistémica.

La liberacion de farmacos puede verse afectada por el tamafo de los liposomas o
moléculas involucradas. Por una parte, los liposomas pequefios tienen una mayor
relacion area superficial volumen, lo que favorece una mayor asociacion del
liposoma con las moléculas del 6rgano diana (al estar mas expuesto) y, por tanto,
una liberacion mas rapida del principio activo. Por otra parte, los liposomas de mayor
tamano tienen grandes nucleos, lo que permite una mayor cantidad de fprincipio
activo encapsulado por las particulas y hacen que la liberacion sea mas lenta. (94).
Dentro de esta investiacion se obtuvo liposomas de diferentes tamafos y

cantidades.

129



CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados con el

extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” frente

a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.

1.

Se obtuvo por el método de maceracién el extracto hidroalcohdlico al 70 %

de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, con un rendimiento de 20 %.

. Se determino el porcentaje de humedad de las hojas y tallos de la especie

vegetal de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” obteniéndose un valor
de 88.3%. En cuanto a la prueba de la solubilidad del extracto
hidroalcohdlico al 70 % de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, es muy
soluble en solventes polares en etanol al 70%, metanol /agua; soluble en
metanol, etanol absoluto; poco soluble en éter, cloroformo, acetona, agua
destilada e insoluble en solvente apolar, hexano y en el analisis fitoquimico
cualitativo, se determiné que existe abundante cantidad de flavonoides,
azucares reductores y glicésidos, presencia moderada de compuestos
fendlicos, quinonas y lactonas en poca cantidad, taninos , saponinas y
esteroides y alcaloides.

Se determind la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico
al 70 % de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” sobre Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853, obteniéndose un halo maximo de inhibicion
17.4 mm a una concentracion 160mg/50uL, halo menor que el farmaco

patron de amikacina que dio un halo de 26 mm a una concentracion 30 ug

. Se elabor6 liposomas con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio

rhizomatus Rusby (tikllaywarmi), mediante el método de Bangham, con los
componentes: lecitina de soya, colesterol y extracto en estudio, en una
proporcion de 12:4:6 p/p/p respectivamente obteniéndose una solucion
liposomal a concentraciones de 200 mg, 100 mg, 50 mg, 25 mgy 12 mg de

concentraciones.
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5. En el andlisis organoléptico de los liposomas elaborados a distintas
concentraciones de extracto en estudio y componentes presentaron un
aspecto opalescente homogéneo, con una coloracion blanquecina lechosa
que aumenta en proporcion a la concentracion de componentes con olor
caracteristico al extracto, se mantuvo el valor de pH 7 y en cuanto al control
microbioldgico se tuvo la ausencia de crecimiento microbiano en toda las
concentraciones de lipsomas ensayadas.

6. Respecto a la evaluacion de la estabilidad acelerada de los liposomas
formuladas, a una temperatura de 4°C no presentaron variaciones en
cuanto color, olor, aspecto, ni separacion de fases por lo que las soluciones
liposomales se mantuvieron estables en 30 dias. Sin embargo, a la
temperatura de 40 °C a los 30 dias se tuvo la aparicion de dos fases,
cambios en cuanto al color y variacion ligera en Ph, lo cual compromete su
estabilidad.

7. Mediante la observacion al microscopio, se obtuvo informacién sobre la
forma y tamano de los liposomas, donde se evidencia que a menor
concentracion se encuentra poca cantidad de liposomas de diferentes
tamafos y a mayor concentracion se obtuvo mayor cantidad de liposomas
de tamafos mas variados.

8. Se determind la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas elaborados
con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”, se obtuvo que los liposomas de mejor efecto antibacteriano
fue de 200 mg donde se tiene un crecimiento de 7% de Pseudomona
aeruginosa cepas ATCC 27853, a comparacion con el farmaco patron
amikacina donde se obtuvo un crecimiento de 18% y del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” sin
encapsular a 200mg, se obtuvo un crecimiento de 22% , tomado en cuenta
un grupo control con crecimiento de 100% de Pseudomona aeruginosa en
24 horas a 37°C, la encapsulacion del extracto en lipsomas permitié mejorar
su efecto antibacteriano al impedir el crecimiento de Pseudomona

aeruginosa segun los resultados reportados.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

A LA AUTORIDAD DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD
DEL CUSCO.

» Implementar el laboratorio de tecnologia farmacéutica de la escuela
profesional de Farmacia y Bioquimica con el equipo de extructor de
liposomas para la obtencion de liposomas de tamanos pequefos
unilaminares y mas uniformes y un equipo de Zetametro para (medicion de
potencial Z de las membranas liposomales) para mejorar los estudios de

estabilidad de los liposomas.

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA .

» Incentivar a los estudiantes de la escuela profesional a la publicacion
cientifica de trabajos de investigacion en revistas cientificas en, paginas
web, de trabajos de tesis realizados por los estudiantes de la escuela.

» Fomentar e incentivar la realizacidon de proyectos de investigacion en el area
de plantas medicinales para dar a conocer al conocimiento cientifico y a las
comunidades que practican su uso a través de talleres y exposiciones y asi

revalorar el conocimiento tradicional de las plantas medicinales.

A LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA .

» Realizar estudios sobre otras propiedades farmacoldgica de los
liposomas elaborados con el extracto hidroalcohdlico de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

» Evaluar la actividad antibacteriana in vivo de los liposomas elaborados
con el extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”

» Elaborar una forma farmacéutica a partir de los liposomas formulados
con extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby

“tikllaywarmi” para estudio posterior in vivo.
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ANEXOS

Anexo N° 1 : CERTIFICADO DE LA IDENTIFICACION BOTANICA DE LA
ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CERTIFICACION

El que suscribe, Profesor Investigador Asociado del Herbario Vargas (CUZ
certifica que la Alumna Laura Maydee Huillca Quispe Codigo 111282, de la
Facultad Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica,
ha, sometido a consulta muestras botdnicas colectadas para su determinacién, las
que al ser diagnosticadas, en la clasificacion APG IV {Angiosperm Phylogenetic
Group) corresponden a:

Senecio rhizomatus Rusby Familia Asteraceae. Nombre Comin “Ticllay
huarmi”

Clase: Equisetopsida C. Agard
Subclase:  Magnolidae Movak ex Takht,
Superarden: Asteranae Takht.

Orden: Asterales Link

Familia: Asteraceae Bercht, & J. Pres|
Género: Senecio L.

Especie: Senecio rhizomatus Rusby

Lo que se cerifica para los fines concernientes al caso,

7 J s
SR R P
(e
Washi _l;m;r'fGarianD’_Sénél'nez M. Sc., Dr. (c).

Prof. Pincipal Bpto. Académico de Biologia

Cusco, 22 de Febrero del 2018
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Anexo N° 2

PRUEBAS PARA EL ANALISIS FITOQUIMICO
REACCIONES DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES: PRUEBA DE BENEDIC
A 0.5 mg de solucion de extracto agregar 0.2 ml del reactivo de Benedit, calentar en
bafo a ebullicion por 5 min y dejar enfriar. La formacién de un precipitado de color
rojo ladrillo indicara prueba positiva.
DETERMINACION DE GLICOSIDOS
A 0.5 mg de extracto se le agrega 2 ml de HCI al 1%, reflujar por 5 min, enfriar y
neutralizar con NaOH al 1%, luego tratar con carbén activado y luego filtrar, con
porciones de 0.5ml de solucién, realizar la prueba de Benedit, la formacion de un
precipitado rojo ladrillo indicara prueba positiva.
DETERMINACION DE AMINOACIOS: PRUEBA DE NINHIDRINA
A 0.5mg de extracto acidificado con HCI al 1% agregar de 2 a 3 gotas de la solucion
de ninhidrina al 1%, calentar por 5 min en bafio de agua a ebullicion. Las
coloraciones rojizas, violetas o amarillas indicaran prueba positiva.
DETERMINACION DE FLAVONOIDES: PRUEBA DE SHINODA
A 0.5mg del extracto agregar algunas limaduras de magnesio metalico mas 2 o 3
gotas de HCI concentrado, indican prueba positiva coloraciones rojizas, tendientes
al amarillo o azuladas. Las chalconas, auronas, catequinas, e isoflavonas nos dan
prueba positiva.
DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
A 0.5mg de extracto agregar 1 o 2 gotas de cloruro férrico al 1% en solucion acuosa.
La presencia de precipitados o coloraciones azuladas — verdosas indican prueba
positiva.
DETERMINACION DE QUINONAS
A 0.2 ml de extracto agregar 0.4 ml de acido sulfurico concentrado, coloraciones
rojizas indican pruebas positivas.
DETERMINACION DE RESINAS
A 0.2ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas del reactivo acetato de cobre. Una

coloracién verde esmeralda indica prueba positiva.
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DETERMINACION DE ALCALOIDES

Para realizar las pruebas, solubilizar 0.5g de extracto con HCI al 5%, filtrar y
finalmente se realiza el siguiente ensayo.

e A 0.5 ml de la solucién acida, agregar 2 03 gotas de reactivo Dragendorft. La
formacion de un precipitado naranja o marron, indicara presencia de alcaloides.
DETERMINACION DE TANINOS

A 0.5mg del extracto, agregar 2 o 3 gotas de cloruro férrico al 1%, la presencia de
coloracién o formacidén de precipitado indicara que la prueba es positiva. La
coloracién azul oscuro indicara presencia de taninos galicos y una coloracion verde
la presencia de taninos catequicos.

DETERMINACION DE SAPONINAS: PRUEBA DE ESPUMA

Aproximadamente 0.5mg del extracto se solubiliza en 5 ml de agua o en 5 ml de
etanol al 40%, filtrar si es necesario, el filtrado agitar vigorosamente por 30
segundos. La formacion de espuma persiste por 30 min, indica la presencia de

saponinas.
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Anexo N° 3

FICHA DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITIVO

Lugar:
Fecha:-/--------- [====-/
TIPO DE PRUEBA

RESINAS

ESTEROIDES Y TRITERPENOS
ALCALOIDES
AMINOACIDOS
CUMARINAS

QUINONAS

COMPUESTOS FENOLICOS
FLAVONOIDES

TANINOS

SAONINAS

AZUCARES REDUCTORES
GLICOSIDOS

Fuente: Elaboracién propia
Leyenda:

v' Abundante cantidad: +++
v" Regular cantidad: ++

v" Poca cantidad: +
v

Ausencia: -

EXTRACTO ETANOLICO AL 70%

rhizomatus Rusby “tikllaywarmi “

DE Senecio
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Anexo N° 4

FICHA DE PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Lugar:

Fecha: [-----/
Especie:
SOLVENTE

AGUA DESTILADA
ETER ETILICO
METANOL

ETANOL 96%
ETANOL 60%
ETANOL 40%
BENCINA
ACETONA
ACETATO DE ETILO
CLOROFORMO

HEXANO

Fuente: Elaboracién propia.
Leyenda:

v' Abundante cantidad: +++
v" Regular cantidad: ++

v' Poca cantidad: +
v

Ausencia: -

EXTRACTO ETANOLICO AL 70%

rhizomatus Rusby “Tikllaywarmi *

DE Senecio
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Anexo N° 5

CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.

CRITERIOS

Criterio imperativo: Los
microorganismos con este
criterio deben estar
ausentes ya que su
presencia representa un
dafio en la salud
Criterios indicativos
de higiene: Los
microorganismos con este
criterio deben estar
ausentes ya que su
presencia indica que las
condiciones de higiene en
el proceso son deficientes
y que el producto debe ser
rechazado

Criterios de alerta o
limites criticos: Los
microorganismos con este
criterio deben estar
ausentes ya que su
presencia requiere la
aplicacion de medidas
para tener el proceso bajo
control.

AGAR PESO DEL BACTERIAS RESULTADOS
USADO EXTRACTO Y HONGOS

Agar SS Salmonella

Agar Mac Coliformes

Conkey fecales (E. coli)

Agar OGYE Hongos y
levaduras

Fuente: DIGESA. Norma sanitaria sobre criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e

inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano, Cusco- Peru, 2008.

Resultados:
e Positivo: +

e Negativo: -
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Anexo N° 6

FICHA DE DATOS DE MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION

Lugar:

Temperatura ambiente
Tiempo de incubacion
Fecha / / /

Cepa ATCC
N° DISCO CONCENTRACION DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm) EN
DEL EXTRACTO (mg/ CEPAS ATCC DE Pseudomona aeruginosa.
disco) IG G PROMEDIO
1
2
3
4
5
6
FARMACO
PATRON
BLANCO

Fuente: Elaboracién propia
LEYENDA

IG: Primer grupo de placas
[IG: Segundo grupo de placas

Observaciones
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Anexo N° 7
DATOS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO FRENTE A LAS DIFERENTES
FORMULACIONES DE LOS LIPOSOMAS
LUGAR:
Temperatura de incubadora:
Tiempo de incubacion:
Fecha / / /

TUBOS FORMULACION DE MEDICION DE  MEDICION DE  DIFERENCIA PORCENTAJE

LIPOSMAS ABSORBANCIA ABSORBANCIA DE DE
CONCENTRACIONES 0 HORAS 24 HORAS ABSORBACIAS CRECIMIENTO
OH — 24H (%)

a w W N =

Fuente: Elaboracion propia.

Observaciones
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Anexo N° 8
CERTIFICADO DE AUTENTICIDAD DE LAS CEPAS DE Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853.

(@) Mlcroblologlcs

nce Lpon Release
Expiration Date: 20199/30
roorganism Name: Pseudomonas aecuginosa 50 Information:
Catalog Number: 0353 Quality Control Technologist: Chaistine Condon
Lot Number: 353-331** Release Date: 2017/10/12
Referonce Number: ATCC® 27853 ™

: Pure
Pnugo from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
W)W m 3%!, cm:utar 1o irregular shaped. gray with silver S8APR
Microscopic Features: Method:
Straight or shghtly curved gram negative rod Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System rosulls Gocument (1) Oxidase (Kovacs): positive
(1) Mottty B Medium: positive
g)ncemnm-an (10 meg - Disk Susceptibiity): 18 - 21
i
HWa oy Lo
Amanda Kuperus
Qualty Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
Mm:v"’l"'m u'eqlmdmluwwonmvmhMhuvummmwutwommmw The 10l rumSer Sagpieyed o0 this
PR e e e s T B SR LSS R A Ve ot of the ard. combinod wah th short icusaton peis. oy
» Fader to I insart for e 2l hazard'salety information.

SETARENAT HATER AL PRODWCEN
AEWY e

ATCC u.mvwl
\ e phevw ’

! ISR LTS PR S PSS LRI A AR

(1) Thess tests are sccredted to (DONEC 17029 2008

TESTING CENT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reservad. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10f 1 DOC 288
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SIGMA-ALDRICH

Anexo N° 9
CERTIFICADO DE COLESTEROL.

e L
1040 Bpruce Sirenl, Sainl Lows, MO #3103, USA
Weabsiln:  www . sigmasldichoom
Ernaill LISA e P iralal £
Duisids USA  surscheeriSsial com

Frotisrt Mot

Certificate of Analysis

Chinlesrernl - Sigma Grade, =299%

Produck Membit
Hatch Mumiier
Bl

CAS Mt

RALHL Wik
Farmmila

Frerwli Wasgha
Siaruge Twmperalisa
Gualbiy Reloase Dwin

Fncoimmersimt Hehest Dale

Teal

Appanrarao (Colie)
Appasiunim (Fonnl
Solutiity {Caolor)
Sokability {Tusbsdify)

CRAOT 5 .
BLBWES IR g '
BAGREA =

ET-Al-5

MFCO0000 3640

A THABD

06 HE gimnd

Hlomw al 20 G

7 MAR FOTH

MAR 024

100 mgiml. CHED (APHA NMT F)

Frpine BE . Spadinen
Wyl (hy HKowl Fischar)
Purly 1Z0)

oy,

Specification Hisguilt
Wehibe ko O White Whlia
Prowilar P dae
Colofess o Very Faii! Yolow Capiprinss
Clani (=T 1
Conledmn 10 Blnsslus o hi
< 1.0 % 0.0 %
> B % %
030 - 84T W LR

Hesibrasry Burtoch, Mansger

Analytinal Snrecr

&I Lowis. Missoun WS

wgFna=Aldrich warraele hot el Tha

~euviliemi i hen puldication

T purtenl Bpecilicefion shesl @y b avpllnble @i Shpme-Addcieh eam

Himm o b quastily redsass ar subssguen] fetesl dete this product cohloemad 10 10 infanmslicn

Far juritwt ingasies. Cless coniac!

schaieal dersics,  Purchaser mami defsrmimg 1o Suflalilly ol ihe prodisl foe (D8 partsoular e Baw revems wde of bedion of paching
W Tor mdddional banma and concditions of sals

wiketi Wi 1

Pogs 1 oaf 1
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Anexo N° 10
MEDIOS DE CULTIVO
CALDO CEREBRO CORAZON (Brain Heart Infution)
Indicaciones
Para el cultivo de diversos microorganismos patégenos exigentes.
Caracteristicas:
» Adecuado para el cultivo de diversas bacterias exigentes como:
Streptococcus pneumoniae, meningococos.
» También se utiliza para la preparacion de inoculos para el uso en la
susceptibilidad a los microorganismos.

Composicion:

eCaldocerebro ... 200mg

eCaldode corazin .........ccoovviiiiiiiiiiiiieeee 250mg
@ GlUCOSA. ... 5.0mg
eCloruro de sodio .......cceiviiiiiii e 5.0mg
e Hidrogeno fosfato disédico .............ccoooiiiiiiiinnl. 2.5mg

Disolver 37 mg en 1000mL de agua destilada y esterilizar en autoclave por 15
minutos a 121 ° C a pH: 7.4 £0.2°C A 25 °C.

Fuente: Extraido de las etiquetas de Medios de cultivo de Merck.
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Anexo N° 11

FICHA DE REGISTRO PARA DATOS DE EVALUACION ORGANOLEPTICAY LA
ESTABILIDAD ACELERADA DE LOS LIPOSOMAS ELABORADOS CON
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Senecio Rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

Formulacion Caracteristicas 1 30
Concentracion 1 Aspecto

Color

Olor

Ph
Concentracion 2 Aspecto

Color

Olor

Ph

Concentracion 3 Aspecto
Color
Olor
Ph
Concentracion 4 Aspecto
Color
Olor
Ph
Concentracion 5 Aspecto
Color
Olor
Ph

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo N° 12
CRITERIO DE TODA Y COL

Criterios de actividad antibacteriana atendiendo al halo de inhibicion

ACTIVIDAD HALO DE INHIBICION (mm)
Marcada 216
Moderada 16 <halo <12
Ligera 12 <halo <8
No actividad <8

Fuente: Toda M, Kubo Y, Volatile Components of camellia sintesis Inhibit Growth

and Biofilm Formation of Oral Strepo.Pakistan Journal of Biological Sciences. 2008
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ARCHIVO FOTOGRAFICO

A. UBICACION, RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO Y
MACERACION: Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
FOTOGRAFIA N° 1

Fuente: L. Huillca.
En la fotografia N° 1 A y B,.se muestran las recolecciones de las hojas tallos y raiz

de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, y el lugar de crecimiento en centro
poblado Mahuayani, Distrito Ocongate, Provincia Quispicanchis, a 4979 m.s.n.m.
Latitud Sur: 13° 37°24" y Longitud W: 71° 23" 07”. Ubicada al sur este del

departamento de Cusco.
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FOTOGRAFIA N° 2

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia A, By C, se observa las tres placas con los tallos hojas de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi” pesado y el secado para la determinacion el
porcentaje de humedad.

FOTOGRAFIA N° 3

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia A y B se observa la seleccion, el trozado, el secado en un ambiente
aireado de las hojas y tallos de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
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B. FOTOGRAFIAS DE LA OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
FOTOGRAFIA N°4

Fuente: L. Huillca.

En las fotografias A, B y C se observa, la maceracion, filtracion y la concentracion,
finalmente obtencién del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de hojas y tallos de
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

E. ACTIVACION DE LA CEPA DE Pseudomona aeruginosa CEPAS ATCC
27853
FOTOGRAFIAN° 5

Fuente: L. Huillca.
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En las fotografias A, se observa el sachet de Pseudomona aeruginosa cepa ATCC
27853, la reactivacion de la cepa (fotografia B y C), y en la fotografia D se muestra
el crecimiento de la cepa en Agar cetrimide.

C. PRUEBA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE Senecio rhizomatus

Rusby “tikllaywarmi” frente A Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
FOTOGRAFIA N°6

e b

'.. l.n ._ ' "'_“'_'L_ — e el - -i'. M-;ﬁ,ﬁr

‘ -Lﬂu#bi;’m\

R

-

Fuente: L. Huillca.
Se observa las diferentes diluciones del extracto seco hidroalcohdlico al 70%
Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”.
FOTOGRAFIA N° 7

Fuente: L. Huillca.

Se observa los resultados de la determinacién de la actividad antibacteriana de las
concentraciones estandarizadas del extracto seco hidroalcohdlico al 70% Senecio
rhizomatus Rusby *“tikllaywarmi” frente a Pseudomona aeruginosa cepas ATCC
27853.
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D. PREPARACION DE LIPOSOMAS CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO al
70% DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”
FOTOGRAFIA N° 8

Fuente: L. Huillca.
En la siguiente fotografia A y B se observa el pesado de la fase lipidica: colesterol

y fosfatidilcolina de soya.

FOTOGRAFIA N° 9

Fuente: L. Huillca.
En la siguiente imagen A se observa el calibrado de equipo rotavapor para la
extraccion de los solventes cloroformo y metanol con los que se disolvid los
componentes lipidicos (colesterol y fosfatidilcolina de soya), en la imagen B se
observa la formacién de la bicapa lipidica en el baléon de base redonda del equipo

rotavapor.
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FOTOGRAFIA N° 10

En la fotografia A se observa el extracto ya pesado para las diferentes
concentraciones de formulacién, en la fotografia B se observa la dilucidén del extracto
de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”. con buffer fosfato pH 7.4, que

corresponde a la fase hidroflica para la formacion de liposomas.

FOTOGRAFIA N° 11

Fuente: L. Huillca.

En la imagen A se observa en los vasos el extracto disuelto con buffer fosfato pH
7.4 y en los matraces de la fase lipidica la fosfatidilcolina de soya y colesterol
adherido en las paredes, en la imagen B Se observa la mezcla de la fase lipidica y
hidrofilica y en la imagen C, se observa los matraces en bafio maria a 37 °C antes

de la agitaciéon mecanica.
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FOTOGRAFIA N° 12

Fuente: L. Huillca.
En la fotografia A se observa la agitacion mecanica para la formacion de liposomas,

en la imagen B se observa la sonicacion de la solucion de liposomas para disminuir
el tamano de liposomas y en la imagen C se observa la solucion final del extracto y

la fase lipidica.
FOTOGRAFIA N° 13

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia A se observa la centrifugacion para la separacion de la solucion total
y obtener los liposomas, en la imagen B se observa cémo se formd una fase
sobrenadante donde se encuentra concentrado los liposomas y en la imagen C se

evidencia los liposomas formados después de la centrifugacion.
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FOTOGRAFIA N° 14

Fuente: L. Huillca.

Se observa las diferentes soluciones de liposomas obtenidos a diferentes
concentraciones en la proporcion de los componentes 12:6:4 p/p/p (fosfatidilcolina
de soya, colesterol y extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”, dichas formulaciones se almacenan en vial. de vidrio con tapa a una
temperatura de 4°C

E. OBSERVACION AL MICROSCOPIO DE LOS LIPOSOMAS FORMADOS.
FOTOGRAFIA N° 15

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia A se observa el microscopio binocular utilizado para la observacion
microscopica y medicion del tamafio de liposomas obtenidos, en la imagen B se
observa los liposomas a diferentes tamafos, de forma circular, coloreados con el

reactivo sudan lll, que permite la mejor visualizacion.
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F. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS LIPOSOMAS ELABORADOS
CON EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Senecio rhizomatus Rusby
“tikllaywarmi”.

FOTOGRAFIA N° 16

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia N° 16, A se muestra la preparacion de agares (agar Mc Conkey,
agar SS y agar OGYE respectivamente) y en la imagen B se muestra las placas que
contienen los diferentes agares y los tubos que contienen las diferentes diluciones
de los liposomas a distintas concentraciones

FOTOGRAFIA N° 17

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia 17 A se observa la extraccion de la muestra del liposoma
diluidos con un hisopo estéril, en la imagen B se observa el sembrado en toda
la superficie del agar, y en la imagen C se observa la incubacion a 37 °C por
24 horas para las placas de agar Mc Conkey, agar SS y para el control de
hongos y levaduras agar OGYE se incubo.
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FOTOGRAFIA N° 18

Fuente: L. Huillca.

En las fotografias N° 18 Se muestra el agar Mc Conkey, donde se tiene las
diferentes placas a diferentes concentraciones de izquierda a derecha desde 12mg,
25mg, 50mg, 100mg y 200mg con diluciones de 10 -' 102 ¥ 103 para cada
concentracion respectivamente. Donde después de la incubacion se puede
evidenciar que no hay crecimiento bacteriano.

FOTOGRAFIA N° 19

Fuente: L. Huillca.

En la fotografia N° 19 se observa las placas de agar SS para las diferentes
concentraciones de los liposomas formulados en diferentes diluciones (10 -' 102V
10-%) se evidencia la ausencia de crecimiento bacteriano por tanto la prueba dio un

resultado negativo para salmonella shiguella.
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FOTOGRAFIA N° 20

Fuente: L. Huillca.
En la fotografia N°20 se observa las placas con agar OGYE después dela
incubacion de 48 horas para hongos y levaduras, donde no se evidencia el
crecimiento de microorganismos, lo que indica que las disoluciones de los liposomas
ensayados estan libres de contaminacion.

FOTOGRAFIA N 21

Fuente: L. Huillca.

En la imagen A se observa las tiras de pH que fueron utilizados para la medicion pH
de la solucion de liposomas, en la imagen B se observa la solucion liposomal donde
se introdujo las tiras reactivas de pH, y la imagen C muestra los cambios de color

que muestran el valor de pH 7 que se mantuvo la solucion liposomal para 4°C.
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G. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro DE LOS
LIPOSOMAS FRENTE A Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.
FOTOGRAFIA N° 22

Fuente: L. Huillca.
En la fotografia N° 22 se muestra los diferentes tubos preparados con caldo BHI,
agua destilada, tween 80 y solucion de liposomas de diferentes concentraciones y
el inoculo de Pseudomona aeruginosa para evaluar la actividad antibacteriana de

los liposomas frente Pseudomona aeruginosa cepas ATCC 27853.
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H. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA ENTRE LOS
LIPOSOMAS ELABORADOS Y EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL
70% DE Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”

FOTOGRAFIA N° 23

Fuente: L. Huillca

En la fotografia N °24 se observa las placas en las que fueron sembradas, un inoculo
de los tubos que fueron incubados a 37 °C por 24 horas ensayados en la actividad
antibacteriana de los liposomas, se puede evidenciar que en la placa izquierda que
corresponde a las diferentes concentraciones de los liposomas, hay menor
crecimiento de Pseudomona aeruginosa mientras que en la placa derecha que es
la placa que corresponde al sembrado de extracto existe mayor crecimiento

bacteriano.
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l.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LAS

FORMULACIONES Y LA ESTABILIDAD ACELERADA DE LOS LIPOSOMAS

A DIFERENTES CONCENTRACIONES A UNA TEMPERATURA DE 4°C.
FOTOGRAFIA N° 24

Concentraciones Caracteristicas pH
Organolépticas

Liposomas 200mg

Lipoaomas 100mg

Liposomas 50mg

Liposomas 25mg

Liposomas 12mg

Fuente : L. Huillca.

En la fotografia N° 24, se observa las soluciones liposomas elaborados con el
extracto hidroalcohdlico al 70% de Senecio rhizozmatus Rusby “tikllaywarmi”, que
fueron almacenadas a una temperatura de 4° C durante 30 dias, donde se
envidencia que no hubo variacion en cuanto a su aspecto, color y olor, tampoco de

pH, manteniéndose el valor de 7.
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J .- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LAS

FORMULACIONES Y LA ESTABILIDAD ACELERADA DE LOS LIPOSOMAS

A DIFERENTES CONCENTRACIONES A UNA TEMPERATURA DE 40°C.
FOTOGRAFIA N° 25

Caracteristicas Caracteristicas pH
Organolépticas

Liposomas 200mg

Lipoaomas 100mg

Liposomas 50mg

Liposomas 25mg

Liposomas 12mg

Fuente : L. Huillca.
En la fotografias N° 25 se muestra las soluciones liposomas almacenados a 40°C
por 30 dias, se pudo evidenciar, que se presentd variaciones en cuanto al aspecto,

color y el pH varié a un valor de 6.
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