UNIVERSIDAD INCA
GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Y BIOQUIMICA

“EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Caesalpinia spinosa (tara) Y DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LOS RIZOMAS DE
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) EN CEPAS Escherichia
coli”

Tesis para optar el Titulo Profesional de Quimico

Farmaceutico y Bioquimico

BACHILLERES:

MARIELA LUISA CARDENAS SALAS
PATRICIA DEL CARMEN QUINTANA FERNANDEZ

ASESOR:
MG. Q.F. TOX. HENRY MONTELLANOS CABRERA

LIMA — PERU
2017



TITULO:

“EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Caesalpinia spinosa (tara) Y DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LOS RIZOMAS DE
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) EN CEPAS Escherichia
coli”



DEDICATORIA

A mi amado hijo Mateo Alejandro, el motor de mi
vida, por ser mi inspiracion y motivo de

superacion.

A mis padres Mayela y Eugenio, con todo mi
cariio y amor para las personas que hicieron
todo en la vida para que yo pudiera lograr mis
suefios, por motivarme y darme fuerzas. A

ustedes por siempre mi corazon.

A mis adorados hijos Alejandro y Axel, por la

fuerza que me inspiran;

A mis padres Carlos y Betty, por contar siempre

con su apoyo incondicional.



AGRADECIMIENTO

A Dios, por estar con nosotras en cada paso que
damos, por permitirnos cumplir uno de nuestros

objetivos.
A mi hermana Sonia por darme todo su apoyo.

A mi amigo Alex por confiar en mi y darme todo
Su apoyo.

Al Quimico Farmacéutico Mario Neumann Pineda
por su apoyo ofrecido en este trabajo, por su
tiempo compartido y por impulsar el desarrollo de

nuestra formacion profesional.



INDICE GENERAL

indice de Tablas
indice de Figuras

indice de Anexos

Resumen
Abstract
T 10T U ToTox o] o HN 1
CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......coooiieieeeeeeeeeeee. 3
1.1. Descripcion de la realidad problematica ...........cccccovvviiiiiiiiiiiiieiie 3
1.2. Identificacion y formulacion del problema...........ccccccceeiiiiieeiiiiiicceee e, 4
1.2.1. Problema general.........cccoouuiiiiiiic e 4
1.2.2 Problemas eSpecifiCOS .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 4
1.3. Objetivos de 12 INVESHGACION ........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.3.1. ODbJetiVO gENEIAIl .......cccceeiiieece e 4
1.3.2. Objetivos eSPECIfiCOS .....covvvviiiiiiiie e, 4
1.4. Justificacion de la iNnVestigacion .............ooouiiiiiiiiieeee e 5
1.5. Limitaciones de la investigacion.............ooocuuuiiiiiieeeee e 5
CAPITULO 1. MARCO TEORICO ....oouiiiieieieiieieiee e 6
2.1. Antecedentes de la INVESHQACION .........ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 6
2.1.1. Antecedentes NAaCIONAIES ..........ccovvieeiiiiiiee e 6
2.1.2. Antecedentes internacionales ...........cccoeeeeeeeeeeeee e, 12
2.2, BASES TEOICAS oo e e e e oo 15
2.2.1. Caesalpinia Spin0Sa (1ara) ..........coeeereeriiieeeiiiiieeeeeeie e e 15
2.2.1.1. Descripcion botanica de la Caesalpinia spinosa (tara)..... 15
2.2.1.2. Distribucion geografica de Caesalpinia spinosa............... 16
2.2.0.3. HADIAL ... 17
2.2.1.4. UbIcacion taXONOMICA ..........ceeeurrrmiieeeeeeeeeeeiiiinneeeeeseenennns 17
2.2.1.5. Composicion quimicade l[atara ..........ccccoeeeeeeeeiiii. 18
2.2.0.6. TANINOS. . .uuuiieieeeeeeieitiae e e et e e e e e e eeeebb e e e e e aeeeeens 18
2.2.1.7. FIAVONOIAES ......ciiiiiiiiiiiee e 22

2.2.2. Polypodium picnocarpum (calaguala) ...........ccceeuveviiiiiiiiiiiniiinnnnnnn. 23



2.2.2.1. DescripCion DOtaniCa .........coovviiiiiiiiiiieeeiieee e 23

2.2.2.2. HADItAL ..o, 24

2.2.2.3. Ubicacion taXonNOmMUCa .........coeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeee e 24

2.2.2.4. HISTOMA .cooo oo 24

2.2.2.5. Parte utilizada............ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 25

2.2.2.6. COMPOSICION QUIMICA ...ceeeeiiiiiiiiiiiieie e e 25

2.2.2.7. Acciones farmacoldgiCcas..........cccceeeivieeeiiiiiiiiiie e, 25

2.2.2.8. PriNCIPIOS @CLVOS........uuiiieeeeiieiiiiiiiiis e e e eeeeeeesie s e e e e e eeaennns 30

2.2.3. EXITACTOS ...t 30
2.2.3.1. Definicion de extractos .........cccceeeeeeeeee e, 30

2.2.3.2. Obtencion de extractos...........cccceeeeeieeee e, 30

2.2.4. ESCheriChia COli....ccoeiiiieeeice e 31

2.3. Formulacion de HIPOLESIS ........ooiuuiiiiiiiiiie et 35
2.3.1. HIpOLESIS gENEIAl .....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 35
2.3.2. HIpOteSIS €SPECITICAS ...ocvvvviiiiiei e 35

2.4. Operacionalizacion de Variables e Indicadores ............cccccvvvvieeeiieeeeeeennns 36
2.5. Definicion de Términos BASICOS..........cccoeeeeeeiiieee e, 36
CAPITULO lIl. METODOLOGIA ..o, 40
3.1. Tipoy Nivel de INVeStIgaciOn ............ccoeiiieeiiiiiiiie e, 40
3.2. Diseflo de 1a INVeStIgaciON ..........cuuuviiiiiiieee e 41
3.3. Poblacion y Muestra de la Investigacion...............cccceeeeeiiiiiiiiiiieeeeee e 41
3.3.1. PODBIACION ...t 41
.32, MUBSIIA e e e e s 41

3.4. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos ............cooeeeeeeeeeeeeennn. 42
3.5. Técnicas de Procesamiento y Andlisis de Datos .............cccoeeeeeeeeeeeeeeeenn. 42
CAPITULO IV. PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS ....... 48
4.1. Procesamiento de Datos: Resultados............ccoevvieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiin 48

4.2. DiscuSIiON de ReSUIAUOS ... c.ovnieeee e e e e 59



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .....ccooovveeeeeeeen, 60
D1, CONCIUSIONES ..o e e e 60

5.2. RECOMENAACIONES ...t 61

Referencias BiblIOgrafiCas...........cccuuuiiiiiiii e 62



Tabla N° 1

Tabla N° 2

Tabla N° 3

Tabla N° 4

Tabla N° 5

Tabla N° 6

Tabla N° 7

Tabla N° 8

Tabla N° 9

Tabla N° 10

Tabla N° 11

INDICE DE TABLAS

Halos de inhibicion con el extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) en cepas Escherichia coli.
Halos de inhibicion con el del extracto hidroalcoholico
de los rizomas de Polypodium picnocarpum C.
(calaguala) en cepas Escherichia coli.

Halos de inhibicion con el extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto hidroalcolico de
los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)
en cepas Escherichia coli.

Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

Tamizaje fitoquimico extracto hidroalcoholio de los
rizomas de Caesalpinia spinosa (tara)

Tamizaje fitoquimico extracto hidroalcoholio de los
rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

Control positivo con gentamicina

48

50

51

52

53

54

55

56

57

58
58



Figura N° 1

Figura N° 2

Figura N° 3

Figura N° 4

Figura N° 5

Figura N° 6

Figura N° 7

Figura N° 8

Figura N° 9

INDICE DE FIGURAS

Flujograma de la extraccion del extracto hidroalcoholico de
los rizomas de Polypodium picnocarpum C.

Halos de inhibicion de la tara expresados en mm

Halos de inhibicion de la calaguala expresados en mm
Halos de inhibicion de la sinergia de tara y calaguala
expresados en mm

Halos de inhibicion comparativos al 2% con las muestras
de estudio

Halos de inhibicion comparativos al 5% con las muestras
de estudio

Halos de inhibicion comparativos al 10% con las muestras
de estudio

Halos de inhibicion comparativos al 15% con las muestras
de estudio

Halos de inhibicion comparativosal 20% con las muestras

de estudio

43

49

50

51

53

54

55

56

57



Anexo N° 1
Anexo N° 2
Anexo N° 3
Anexo N° 4
Anexo N° 5

INDICE DE ANEXOS

Matriz de CONSISTENCIA........iiiiieiiiiiiiiiiie e e 69
Certificado Polypodium piCNOCarpuUM ..............eueeeveemmmmmmmmnnnnnnennnns 70
Certificado Caesalpinia SPIN0SA ............uvuvuremiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienens 71
Ficha de recoleccion de datos.........cccccooviiiiiiiiiiiieeeniiieeee 72

Testimonios fOtOgrafiCos ... 74



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro
del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto hidroalcoholico de
los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli.
Metodologia: experimental in vitro, mediante el método de difusion de discos
embebidos con el extracto acuoso de tara y el extracto hidroalcoholico de
calaguala, el efecto sinérgico se evidencio en placas con Escherichia coli.
Resultados: Para el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) la medida de
los halos, fueron: 2% (3.4mm), 5% (3.6mm), 10%(4.4mm), 15%(4.6mm),
20%(5.2mm). Para el extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium
picnocarpum c. (Calaguala) la medida de los halos fueron 2% (2.6mm), 5%
(2.0mm), 10%(2.4mm), 15%(2.8mm), 20%(2.2mm). Para la actividad sinérgica la
medida de los halos de inhibicion fueron 2% (3.2mm), 5% (3.0mm), 10%(4.4mm),
15%(3.8mm), 20%(3.2mm). Se utiliz6 un control positivo que fue gentamicina
80mg y 160mg y cloruro de sodio como blanco. Conclusiones: El extracto acuoso
de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Calaguala no tiene efecto
antibacteriano sinérgico. A medida que se aumenta la concentracion del extracto
acuoso de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Calaguala, se
obtienen menor diametro de halos de inhibicion. Solo al 10% de la concentracion
del extracto acuoso de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de
Calaguala, los halos presentan un mismo tamafio en comparacion con la solucion

de tara, a mayor concentracion no puede observarse mayor significancia.

Palabras clave: Efecto sinérgico, actividad antibacteriana, Caesalpinia spinosa,

Polypodium picnocarpum C, Escherichia coli.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the in vitro antibacterial synergistic
effect of Caesalpinia Spinosa (tara) aqueous extract and the hydroalcoholic extract
of the rhizomes of Polypodium Picnocarpum c. (calaguala) in Escherichia coli
strains. Methodology: In vitro, by the method of diffusion of discs embedded with
the aqueous extract of Tara and the hydroalcoholic extract of calaguala, the
synergistic effect was evidenced in plates with Escherichia coli. Results: For the
agueous extract of Caesalpinia spinosa (Tara) the measure of the halos were 2%
(3.4mm), 5% (3.6mm), 10% (4.4mm), 15% (4.6mm), 20% (5.2mm). For the
hydroalcoholic extract of the rhizomes of Polypodium Picnocarpum c. (Calaguala)
were measured at 2% (2.6mm), 5% (2.0mm), 10% (2.4mm), 15% (2.8mm), 20%
(2.2mm). For the synergistic activity, the inhibition halos were 2% (3.2mm), 5%
(3.0mm), 10% (4.4mm), 15% (3.8mm), and 20% (3.2mm). Positive control that
was gentamicin 80mg and 160mg and sodium chloride as white. Conclusions: The
agueous extract of Tara and the hydroalcoholic extract of the rhizomes of
Calaguala DOES NOT have a synergistic antibacterial effect. As the concentration
of the aqueous tare extract and the hydroalcoholic extract of the calaguala
rhizomes increases, a smaller diameter of inhibition halos is obtained. Only at 10%
of the concentration of the aqueous extract of tara and of the hydroalcoholic
extract of the rhizomes of Calaguala, the halos have the same size in comparison
with the tare solution; the higher concentration cannot be observed greater

significance.

Key words: Synergistic effect, antibacterial activity, Caesalpinia spinosa,

Polypodium picnocarpum C, Escherichia coli.



INTRODUCCION

Una de las bacterias que normalmente encontramos en el intestino de los
animales y del ser humano es Escherichia coli (E. coli). Algunas cepas de E. coli
como E. coli productora de toxina Shiga, a través de los alimentos causan
diversas enfermedades. Mediante el consumo de alimentos contaminados, puede
transmitirse esta bacteria. En vista a la evidente resistencia bacteriana de las
cepas de Escherichia coli a los medicamentos modernos como los
aminoglucosidos (gentamicina) y con la necesidad de buscar otras alternativas
para combatir la infeccibn con menos efectos adversos, es que nos proponemos

realizar esta investigacion.

El efecto antibacteriano se define como la destruccion o impedimento del
desarrollo de las bacterias a través del uso de diferentes productos quimicos. En
este sentido: “la aparicion de la fitoterapia o terapia con plantas medicinales ha
planteado la necesidad de estudiar esta actividad, en el marco cientifico”. En
varias plantas se han visto empiricamente y determinado metodolégicamente
principios activos de naturaleza antimicrobiana diversa. Uno de estos recursos es

la Caesalpinia spinosa (tara) y Polypodium picnocarpum C. (calaguala).

Teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita alternativas de costo reducido
y alto beneficio para el tratamiento de lesiones que lo haria accesible a las clases
mas populares, se ha realizado una investigacion dirigida a comprobar el efecto
antibacteriano sinérgico del extracto acuoso de la tara y del extracto

hidroalcoholico de los rizomas de calaguala.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro
del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) y de lo rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) frente a cepa de Escherichia coli, con la finalidad de
incorporar el uso de plantas aplicadas en la medicina tradicional en el Perq,
determinando el efecto farmacologico deseado y que se use como medicina

alternativa.

Por ello la presente investigacion consta de V capitulos y anexos.



En la presente investigacion, en el Capitulo | se plantea el Problema y los

objetivos de la investigacion, asi como la justificacion y la limitacion.

En el capitulo I, se tomaran en cuenta los antecedentes y bases tedricas de la
investigacion y se procedera a formular la hipotesis, definiendo los términos
bésicos.

En el capitulo Ill, se explicara de la metodologia de investigacion, el disefio, la
poblacion y las técnicas estadisticas para la realizacion de esta investigacion.

En el capitulo IV, se presentaran y analizaran los resultados, asi como la

discusién de los mismos.

En el capitulo V, se mencionaran las conclusiones a las cuales se ha llegado en la

investigacion y se daran algunas recomendaciones.

Finalmente, se presentara la bibliografia y los anexos usados en el desarrollo de

la investigacion.



CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
Un problema de salud mundial son las enfermedades infecciosas, en la que
siempre el agente patégeno es una bacteria altamente resistente @
Una causa de la resistencia es el uso excesivo de antibacterianos, y eso

generalmente se debe a la automedicacion de los pacientes @

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su estrategia Salud para
todos en el afio 2000, busca la necesidad de incorporar a la salud publica los
recursos y técnicas de la medicina alternativa. De esta forma, la medicina
alternativa contribuye a la solucion del problema de salud, asi como aliviar
la dificil adquisicion y alto costo de medicamentos quimicos, reemplazando
a muchas de las antiguas y bien establecidas drogas vegetales &%

La medicina tradicional ayuda en la busqueda de alternativas terapéuticas;
como por ejemplo la Caesalpinia spinosa (tara) cuyos estudios demuestran

la existencia de actividad antibacteriana. ©

Los estudios demostraron importantes propiedades medicinales, asi como
en el caso del Polypodium picnhocarpum c. (calaguala), que contiene
calagualina con propiedades antivirales e inmumopresora usado en
afecciones cutaneas y dermatolégicas como la psoriasis. © Sin embargo, se

sugiere seguir investigando mas sobre estas plantas medicinales.



1.2.

1.3.

IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. PROBLEMA GENERAL
¢, Cudl es el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto Hidroalcoholico de los rizomas de

Polypodium picnocarpum C. (calaguala) frente a cepas de Escherichia coli?

1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Cual es la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) en cepas de Escherichia coli?

2. ¢Cuadl es la actividad antibacteriana in Vvitro del extracto
Hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C.
(calaguala) en cepas de Escherichia coli?

3. ¢Cual es la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto Hidroalcoholico de los
rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas de

Escherichia coli?

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto Hidroalcoholico de los rizomas de
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) frente a cepas de Escherichia coli.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) en cepas de Escherichia coli.

2. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
Hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C.

(calaguala) en cepas de Escherichia coli.



1.4.

1.5.

3. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto hidroalcoholico de los rizomas
de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas de Escherichia

coli.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El presente estudio permiti6 demostrar el uso tradicional del extracto acuoso
de Caesalpinia spinosa (tara) y el extracto Hidroalcoholico de los rizomas de
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) frente a cepas de Escherichia coli,
para dar una alternativa al problema de resistencia bacteriana y de esta
manera la administracion de remedios tradicionales podria mejorar el acceso
a la atencion de salud al ser usado en el sistema de salud, garantizando su

control.

La creciente aparicion de resistencia bacteriana trae como consecuencia que
muchos de los antibiéticos existentes pierdan su efecto terapéutico y con el
aumento de las dosis ocasionan problemas relacionados con los
medicamentos. Esto obliga a la poblacion a encontrar nuevas alternativas de

tratamiento en los productos naturales.

Este estudio busc6 nuevas alternativas terapéuticas y utiliz6 una especie
vegetal comdn en nuestro pais. Frente a la pérdida de actividad de los
medicamentos comunes esta investigacion servira de base para posteriores

trabajos.

LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Las limitaciones de la presente investigacion fueron principalmente la
obtencion de la cepa Escherichia coli y conseguir las muestras de estudio,
calaguala que se consiguié del departamento de Junin y tara que se
consiguio del departamento de Ancash. La compra del agar también fue una

dificultad, ya que el producto no es muy comercial y tiene un costo elevado.



CAPITULO lII:
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 ANTECEDENTES NACIONALES

Mejia E. (2017), realiz6 un estudio experimental “Efecto sinérgico
antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y
Origanum vulgare sobre Escherichia coli.” Trujillo. Objetivo: El propdsito de
este trabajo fue determinar el efecto sinérgico antibacteriano en placas de
los aceites esenciales de Origanum vulgare y Eucalyptus globulus sobre
Escherichia coli. Metodologia: mediante el uso de destilacion se pudo
obtener los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare y
estos se expusieron a una cepa de Escherichia coli. Se prepararon varias
concentraciones de estos aceites al 5%, 25%, 50%, 75%, 100% y se
determiné con ellos la CMB. Luego, se compar0 con ciprofloxacina.
Resultados: se pudo observar que al 75% se demostro la CMB. Se hallo
ademas que todas las concentraciones tuvieron gran efectividad cepa de E.
coli. Conclusion: los estudios demostraron que los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus y Origanum vulgare tiene efecto bactericida sobre

Escherichia coli.

Méndez K. (2016), realizd un estudio experimental titulado “Efecto sinérgico
in vitro de aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare
sobre Escherichia coli”. Objetivo: la finalidad de la investigacion fue



demostrar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro de los aceites esenciales
de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre Escherichia coli.
Metodologia: para recolectar los aceites se utilizo la destilacion de arrastre
de vapor de las plantas en estudio. Una cepa silvestre de Escherichia coli
fue expuesta a estos aceites esenciales al 5%, 25%, 50%, 75%, 100% para
obtener la concentracion minima bactericida (CMB) de los mismos.
Posteriormente, se evalud la interaccion sinérgica de ambos aceites a
concentraciones minimas bactericidas mediante el método de difusion de
discos modificado, utilizando a Ciprofloxacino como control positivo y a
Tween 80 como control negativo. Resultados: la concentracion maxima para
los aceites esenciales estudiados estuvo alrededor de 75%, otras
concentraciones también presentaron efecto sobre las cepas de estudio
conclusiéon: se demostré que los aceites esenciales en estudio presentan

actividad sinérgica sobre Escherichia coli. ®

Apares R. (2016), realiz6 un estudio experimental titulado “Efecto Sinérgico
Antimicrobiano de Aceite Esencial de Origanum vulgare con Amikacina
comparado con Amikacina en Escherichia coli, in Vitro. Objetivo: Con esta
investigaciéon he querido determinar el efecto sinérgico antimicrobiana de la
asociacion del aceite esencial de Origanum vulgare con Amikacina,
comparado con Amikacina sobre cepas de Escherichia coli. Metodologia: Se
realiz6 un estudio experimental cuantitativo donde se utilizd placas Petri
conteniendo cepas de Escherichia coli, aceite esencial de orégano y
Amikacina. Se aplicé el método de Kirby Bauer (discos de difusion) en 25
placas Petri. El grupo experimental fue tratado con aceite esencial de
orégano y Amikacina. En el grupo control se utilizO Amikacina, luego se
realizé la medicion de los halos y se registraron los datos en la ficha de
recoleccion de datos. Resultados: Se encontrd los halos de inhibicion para
Origanum Vulgare de 30.8 mm y para Amikacina 30.0 mm, contra
Escherichia Coli. Conclusiones: El aceite esencial de Origanum vulgare con
Amikacina tiene una diferencia entre ambos halos de inhibicion de 0.8 mm.
Encontrandose un valor levemente superior a favor de la combinacién del

aceite de Origanum vulgare y Amikacina, el cual no es significativo. ©



Castro A. et al (2016), En su trabajo “composicion quimica del aceite
esencial de Caesalpinia spinosa tara” Objetivo: El propdsito fue demostrar la
actividad antioxidante y efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans.
Metodologia: una de las primeras acciones fue obtener el aceite esencial por
arrastre de vapor y demostrar la composicion, luego se evalué frente a
Streptococcus mutans ATCC 35668 la capacidad antioxidante y actividad
antibacteriana. Con la cromatografia de gases y espectrofotometria, se
determinaron los componentes quimicos. “La evaluacién de la actividad
antioxidante se realiz6 aplicando los métodos de 2,2—difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) y del radical acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS"), determinandose que el IC50 para los dos métodos fue > 200
puL/mL, utilizando como referente de captacion para ambos trolox®, que
presentd I1C50 3,8 pg/mL)” Resultados: Sobre Streptococcus mutans
concentraciones de alrededor de 100, 50 y 25%, dio positivo, formando
halos de inhibicién de 21, 18 y 16 mm. Ciprofloxacino, mostro un halo de 25
mm. Conclusiones: El aceite esencial de Caesalpinia spinosa presenta una
débil actividad antioxidante, y su actividad antibacteriana resultados

significativos.?

Flores C. (2016), en su tesis experimental Efecto inhibidor del extracto
etandlico de caesalpinia spinosa (tara) en comparacion a hidréxido de calcio,
paramonoclorofenol alcanforado y clorhexidina en gel al 2%, sobre cepas de
Enterococcus faecalis. Objetivo: El propésito del estudio fue comparar sobre
cepas de Enterococcus faecalis, el efecto inhibitorio in vitro del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa (tara), y se pudo comparar con hidréxido
de calcio, alcanforado, y clorhexidina al 2%,. Metodologia: “Se empled el
método de difusion de disco. En el medio de cultivo Mueller Hinton, se
sembraron E. faecalis y se agregaron los discos con el extracto y los
controles, las placas se incubaron a 37°C, después de lo cual se realizé la
medicion de los halos de inhibicidn con una regla pie de rey a las 24 horas”.
Resultados “La estadistica utilizo la varianza y la prueba de Duncan para la
comparacion de los medicamentos con la concentracion del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) que presentd el mayor efecto

inhibitorio”. Conclusiones: “El extracto etandlico de Caesalpinia spinosa,
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presenta igual efecto inhibitorio que la clorhexidina en gel al 2%, y un efecto
significativamente mayor al del alcanforado e, hidréxido de calcio, sobre

cepas de Enterococcus faecalis”. ¥

Benites C. (2015), en su trabajo “Efecto inhibitorio in vitro del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) sobre cepa de Candida albicans
ATCC 90028 Truijillo”. Objetivo el proposito de la investigacion fue evaluar la
actividad antimicrobiano del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente
a Candida albicans ATCC 90028. Metodologia: “Se llevé a cabo un estudio
de tipo comparativo, longitudinal, prospectivo, experimental. La poblacion
estaba conformada por el conjunto de placas inoculadas con las cepas de
Céandida albicans, aplicandoseles el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (tara) observando su efecto antibacteriano para dichas cepas”.
Resultados: “En el presente trabajo se observo que el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (tara) tuvo efecto inhibitorio in vitro frente a Candida
albicans, al utilizar las diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%),
y este efecto se incrementa en relacion directamente proporcional a las
concentraciones utilizadas en el estudio, dando como CMI el 50%. Con
respecto a los halos de inhibicién, al medirlos segun escala de Durafford, se
logré obtener una sensibilidad media (++) en las concentraciones de 75% y
100% y una sensibilidad limite en las concentraciones de 25% y 50%.”
Conclusiones: “Se demuestra que el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (tara) presenta efecto inhibitorio in vitro frente a cepas de Candida
albicans ATCC 90028, siendo la CMI del 50%”.*%)

Centurion K. (2015), en su trabajo: “Efecto antibacteriano in vitro de
diferentes concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
tara frente a Streptococcus mutans ATCC 35668. Objetivo: el proposito del
presente estudio tuvo como objetivo demostrar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa (tara) sobre
Streptococcus mutans ATCC 35668. Metodologia: “La muestra estuvo
conformada por 64 observaciones, distribuidas en 4 grupos de 4 placas Petri
cada uno, en cada placa se colocod el porcentaje de concentracién de

estudio, frente a tres controles: control positivo (Clorhexidina al 0.12%),
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control negativo (Etanol) y un porcentaje de concentracion similar (para
comparacion)’. Resultados: “En una concentracion de 30% del extracto
etandlico de Caesalpinia Spinosa (tara) se vio un mayor halo de inhibicion
(34.5 mm)” Conclusiones: “El extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa
(tara) posee efecto antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus mutans
ATCC 35668”.%

Palomino K. (2014), en su trabajo de investigacion “Efecto sinérgico in vitro
entre el extracto etandlico de solanum sessiliflorum (cocona) y vancomicina
sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina”.
Objetivo: demostrar en Staphylococcus aureus la sinergia del extracto
etandlico de Solanum sessiliflorum en Vancomicina. Metodologia: mediante
el método de difusion de discos kirby Bauer se emple6 para esta
determinacién. Conclusiones: después de determinar el tamafio de halo en
los medios de cultivo con las cepas correspondientes, se pudo demostrar el
efecto, los halos de inhibicibn midieron 26 mm, el cual es el mayor
promedio de diametro de inhibicion (duraffourd) Resultados: la capas fueron

sumamente sensibles a la concentracion del extracto etanolico. ¥

Zarate M. (2014), En su trabajo “Efecto in vitro antibacteriano del extracto
acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) sobre cepas de Streptococcus
pyogenes y escherichia coli aisladas de pacientes del Hospital Regional
Objetivo: la finalidad del estudio fue demostrar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) sobre cepas de
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli aisladas del Hospital Regional
Docente de Trujillo”. Metodologia: “En el estudio se tomaron 80 muestras de
orina de pacientes con infeccion de vias urinarias por Escherichia coli y 80
muestras de adultos con faringo amigdalitis por Streptococcus pyogenes, se
aplico a las cepas aisladas el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa, para
observar el efecto antibacteriano in vitro para dichas cepas”. Conclusiones:
“Se demostré que el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) comparado con amoxicilina presentd una alta
sensibilidad, y comparado con Cotrimoxazol presenté el mismo efecto. Y en

cepas de Escherichia coli, haciendo una comparacion con el extracto acuoso
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de Caesalpinia spinosa con gentamicina presenté el mismo efecto in vitro,
pero menor efecto frente a Ciprofloxacino” Resultados: “El extracto acuoso
de Caesalpinia spinosa (tara) tiene efecto antibacteriano in vitro contra

Streptococcus pyogenes y Escherichia coli”.

Huarino M. (2011), En su trabajo “Efecto Antibacteriano de Caesalpinia
Spinosa (tara) Sobre Flora Saliva Mixta. Objetivo: “la finalidad de esta
investigacion fue ver el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto alcohdlico de la Caesalpinia spinosa (tara)”
Metodologia: se usé concentraciones de 6,25; 12,5; 25, 50 y 75 mg/mL
aplicando método de difusién y se comparé con el antiséptico Clorhexidina
0.12 % y Alcohol 70°. Conclusiones: “Se demostro el efecto antibacteriano
sobre flora mixta salival. Mediante el tamizaje fotoquimico demostré alta
presencia de taninos, flavonoides, esteroides, triterpenos y saponinas”.
Resultados: “Se concluye que se ha evidenciado el efecto antibacteriano

sobre la flora mixta salival”. t©

Afianca E. (2009), en su trabajo de investigacion “Efecto antibacteriano in
vitro del extracto acuoso de vainas de Caesalpinia spinosa (tara) en cepas
de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes”. Objetivo El propésito
de este estudio fue demostrar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de
vainas de Caesalpinia spinosa (tara), Metodologia: “En el ensayo se
utilizaron cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes y
soluciones a concentraciones de 17.5, 16.25, 15,13.75, 12.5, 11.25, 10, 8.75,
7.5, 6.25 Rg/ml”. Conclusiones: “Se demostré en la investigacion que el
extracto acuoso de vainas de Caesalpinia spinosa (tara) tienen la capacidad
de disminuir el crecimiento de S. aureus y S. pyogenes”. Resultado: Los
estudios demostraron que el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara)

tiene actividad antibacteriana “in vitro” contra S. aureus y S. pyogenes. "

Chavez L. (2008), en su trabajo de grado titulado “Efecto sinérgico del aceite
esencial de Origanum vulgare a la Gentamicina en cultivos de Escherichia
coli”. Objetivo: el estudio tuvo como proposito determinar el Efecto sinérgico

del aceite esencial de Origanum vulgare a la Gentamicina en cepas de
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Escherichia coli. Metodologia se utilizé la técnica de discos de difusion de
Kirby Bauer. Resultados: Los halos de inhibicion del grupo Experimental
resultaron 22,375 mm, mayores que los del grupo Control (20,75
mm).conclusiones: el aceite esencial de Origanum vulgare a la Gentamicina

presenta actividad en cepas de Escherichia coli. ‘¥

Liu H. et al (2002), en su trabajo: “Evaluaciéon de la Actividad Antibacteriana
in vitro de los Extractos. Objetivo EI propésito es determinar en
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebselia sp.
Shigella flexneri el extracto de Caesalpinia spinosa (tara) y Eucalyptus
sp.(eucalipto). Metodologia: se utilizé solvente acetona-alcohol y la técnica
de difusion con disco. Conclusiones: Se observo actividad inhibitoria sobre
cepas Gram positivas para el extracto de la vaina de tara mas no para el de
la semilla”. Resultado: Se comprobé la actividad antibacteriana del extracto

de la vaina de tara. ®

2.1.2 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Haro A. (2015), en su “Estudio in vitro de la eficacia antibacteriana entre el
extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa (tara) al 100% e hipoclorito de
sodio al 5,25% sobre el Enterococcus faecalis. Objetivo: Este estudio realizo
in vitro una demostracion de la eficacia antibacteriana entre el extracto
alcoholico de Tara 100% e hipoclorito de sodio 5,25% sobre el E. faecalis.
Metodologia: “Embeber sensidiscos con 50uL de cada solucion vy
colocandolos en medios de cultivo Mueller Hilton previamente preparados
con colonias jovenes de E. faecalis ATCC 29212, incubando las muestras a
37°C de 24 a 72 horas”. Resultados “Obtenidos en halos inhibitorios
demostraron que ambas soluciones fueron capaces de producir inhibicién
del crecimiento bacteriano; siendo durante las primeras 24 h el NaOCI 5,25%
mas efectivo en comparacion con el extracto alcohdlico de Caesalpinia
spinosa (tara).” Conclusiones: El extracto alcohodlico de Caesalpinia spinosa
(tara) al 100% posee un efecto antimicrobiano mayor y prolongado en
contraste con el NaOCI 5,25%, el cual presentd un efecto antibacteriano

menor. %0
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Winkelmann R. et al (2015), En su estudio: “Extracto de Polypodium
leucotomos un informe sobre la eficacia clinica y la seguridad”. Objetivo: El
propdsito fue demostrar que varios extractos de polipodium leucotomos
(PLE) aplicados topicamente o tomados oralmente tienen varios efectos
beneficiosos antioxidantes, fotoprotectores, antimutagénicos e
inmunorreguladores. Metodologia: Se incluyeron 19 estudios humanos y 6
estudios orales, se administré a dosis diarias que oscilaban entre 120 mg y
1080 mg. Resultados: El extracto de Polypodium Leucotomos es bien
tolerado en todas las dosis administradas y asociados con un riesgo
insignificante de efectos secundarios Conclusiones: PLE demostrd eficacia

clinica como antioxidantes. Y

Solivellas M. (2012), en su estudio “Extracto de Polypodium leucotomos de
uso para prevenir y reducir el riesgo de enfermedades infecciosas en
deportistas de alto rendimiento”. Objetivo: Este estudio evalud la reduccion
de procesos infecciosos en atletas que usaron Polypodium leucotomos.
Metodologia; “El estudio compard los atletas que tomaron 480 mg de
Extracto Polypodium leucotomos (Armaya fuerte, Laboratorios Centrum,
Alicante, Espafia) dos veces al dia durante 3 meses (n = 50) con un grupo
control (n = 50) en la evaluacién del inicio de procesos infecciosos y
recaidas durante un periodo de 8 meses (junio de 2010 a enero de 2011)”".
Resultados: “La aparicion de procesos infecciosos en el grupo Extracto de
Polypodium leucotomos fue menor en comparaciéon con el grupo control
(14% versus 56%). La recaida en el grupo Extracto Polypodium leucotomos,
se observdé en un solo atleta (14,2%) en comparaciéon con diez atletas
(37,5%) en el grupo control”. Conclusiones: Extracto Polypodum leucotomos
ha demostrado ser Gtil en la prevencion de procesos infecciosos, asi como la

reduccién de episodios recurrentes en los atletas. ??

Guevara T. (2011), en su trabajo de investigaciéon “Elaboracion vy
determinacién de un gel para el acné”. Objetivo: fue determinar la eficacia in
vivo de un gel para el acné a base de calaguala (Campyloneurum
amphostenon). Metodologia: Se realizé la extraccion de los componentes

activos de la planta seca mediante percolacion y la cuantificacion del
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marcador quimico se realizO mediante métodos espectrofotométricos
obteniéndose resultados positivos. Resultados: El tratamiento de ocho
semanas mediante controles semanales de contaje de granos y por simple
visualizacion demostraron eficacia en comparacion con el control OXY.
Conclusiones: Existe una considerable mejoria en las personas con acné lo

que afirma su eficacia terapéutica. “*

Gudiel L. (2009), en su proyecto de investigacion “Evaluacion Fitoquimica y
actividad antioxidante de Polypodium triseriale SW (calaguala)”. Objetivo: En
su investigacion determino el perfil antioxidante de la calaguala y metabolitos
secundarios. Metodologia: Se colectaron en los departamentos de Alta
Verapaz. La extraccion se realizd6 mediante percolaciéon con etanol al 50%
utilizando el rotavapor, se realizé el tamizaje fitoquimico mediante ensayos
macro y semi-micro en cromatografia de capa fina (CCF) Resultados: “Se
determind la presencia de flavonoides y antocianinas, saponinas, principios
amargos y cumarinas y flavonoides, la prueba estadistica determind que si
existe diferencia significativa de la presencia de flavonoides entre rizoma y
fronda del espécimen P. triseriale (calaguala) colectadas en ambas
localidades, también determind que no existe diferencia significativa entre los
rizomas de ambas localidades”. Conclusiones: La investigacion evidencié
que si existe diferencia significativa en la composicion quimica y actividad
antioxidante entre rizoma y fronda del espécimen P. triseriale (calaguala)

colectadas en las diferentes localidades. “¥

Sampaio F. (2009), En su trabajo “Accion antimicrobiana del fruto de
Caesalpinia ferrea Martius”. Objetivo: determinar la accién antimicrobiana
del fruto de tara en patogenos orales mas comunes Candida albicans, S.
mutans, S. salivarius, S.oralis y Lactobacillus. Metodologia: fueron utilizados
ampliamente como antimicrobiano para curar algunas infecciones orales.
Resultados: “En este estudio se determiné la actividad antimicrobiana del
extracto de la C. ferrea Martius contra los microorganismos patogenos orales
mas comunes. Los valores de la concentracion minima inhibitoria para
Candida albicans, S. mutans, S. salivarius, S.oralis y Lactobacillus casei
fueron de 25.0, 40.0, 66.0, 100.0, 66.0 ug/mL, respectivamente. Se utilizé la
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2.2

clorhexidina como control positivo y solucion salina como control negativo”.
Conclusiones: El extracto de C. ferrea Martius inhibid el crecimiento in vitro

de las bacterias patdgenas orales.

Eliades M. (2008),en su trabajo de investigacion “Sinergismo entre ajoeno y
ketoconazol en aislamientos de Microsporum canis. Un estudio preliminar
mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria fraccional (CIF)”.
Objetivo: el propdsito de la investigacion fue demostrar en aislamientos de
Microsporum canis, el efecto Sinergismo entre ajoeno y ketoconazol.
Metodologia: “Se uso6 la técnica de microdilucion, siguiendo las
recomendaciones descritas en el documento NCCLS M-38A con algunas
modificaciones” Resultados: Las concentracion inhibitoria fraccional
obtenidos para cada una de las tres cepas estudiadas (valores de 0,18 - 0,36
MM). Conclusiones: “Se demuestran la existencia de un efecto sinérgico
muy potente cuando se combinan estas drogas, y configura un panorama
muy prometedor para la realizacion de futuros estudios clinicos, donde se
utilicen para el tratamiento de infecciones causadas por M. canis,

tradicionalmente de dificil tratamiento”. ¢®

BASES TEORICAS
2.2.1 Caesalpinia spinosa (tara)

2.2.1.1 Descripcién botanica de la Caesalpinia spinosa (tara):

Es un arbol pequefio, de dos a tres metros de altura, de fuste corto,
cilindrico y a veces tortuoso, y su tronco esta provisto de una corteza
gris espinosa, con ramillas densamente pobladas. En muchos casos
las ramas se inician desde la base dando la impresion de varios tallos.
La copa de la tara es irregular, aparasolada y poco densa, con ramas
ascendentes.

Sus hojas son en forma de plumas, ovoides y brillante ligeramente
espinosa de color verde oscuro y miden 1.5 cm de largo.

Sus flores son de color amarillo rojizo, dispuestos en racimos de 8 cm a

15 cm de largo.
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Sus frutos son vainas explanadas e indehiscentes de color naranja de 8
cm a 10 cm de largo y 2 cm de ancho aproximadamente, que contienen
de 4 a 7 granos de semilla redondeada de 0.6 cm a 0.7 cm de
diametro, pero conforme madura va tomando tonalidades que van del
amarrillo al anaranjado- rojizo y de textura esponjosa.

Sus semillas son pequeiias, miden aproximadamente 0.8 cm de ancho

por 1 cm de largo.

Inflorescencia con racimos terminales de 15 a 20 cm. de longitud de
flores ubicadas en la mitad distal, flores hermafroditas, zigomorfas,
caliz irregular provisto de un sépalo muy largo de alrededor de 1 cm,
con numerosos apéndices en el borde, céncavo corola con pétalos
libres de color amarillento, dispuestas en racimos de 8 a 20 cm de
largo, con peddnculos pubescentes de 56 cm de largo, articulado
debajo de un caliz corto y tubular de 6 cm de longitud; los pétalos son
aproximadamente dos veces mas grandes que los estambres. ¢

Cada arbol de Tara puede rendir un promedio de 20 kg a 40 kg de
vaina cosechandolos dos veces al afio.

2.2.1.2 Distribucidon geografica de Caesalpinia spinosa

La distribucion natural de la tara en el Peru:

En la costa: En las colinas de suelo arcilloso o pedregoso, en la
seccion sur (Arequipa, parte de Ica) y en Lima (Cafiete y Lima). En los
Andes: En los andes occidentales del sur, en los valles de Corumas, de
Cotahuasi, de Coracora y del rio Lomas, entre una altura de 900 y 2000
metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). En las vertientes occidentales
de los Andes de Peru central: En los valles del ri6 Pisco, entre 800 y
2000 m.s.n.m., del rio Rimac entre los 2400 y 2900 m.s.n.m. y en los
Ocros entre 2300 y 2900 m.s.n.m.; en el Nepefa, entre 2000 y 2800
m.s.n.m. En el rio Santa entre los 2000 y 2800 m.s.n.m. En los valles
de Chuquicasa y sus originarios: Conchucos, Pampas, Santiago de
Chucos entre 1550 y 2800 m.s.n.m. En el flanco izquierdo de los valles
del Apurimac con limite superior de 3150 m.s.n.m. En los valles del

Mantaro, la tara caracteriza las laderas desde Ayacucho hasta el rio
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Pongora, con alturas desde los 6 30" de latitud sur, se le encuentra
entre los 2500 y 2900 m.s.n.m.?"

En los valles del Campoden, Salahual, Sunchubamba, del sistema de
rio Chicama, en el sistema del rio Jequetepeque entre los 1800 y 2800
m.s.n.m. En las vertientes occidentales del extremo norte y los valles
interandinos del mismo se encuentra la “tara” entre los 2000 y 2500
m.s.n.m. Sobre Olmos en las vertientes entre 1300 y 2200 m.s.n.m. En
Querecotillo y Cutervo entre 1700 y 2200 m.s.n.m. Segun Filomeno E.
C., la tara se distribuye en los departamentos de Ancash, Apurimac,

Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin, Moquegua, Tacna y Lima. 7

2.2.1.3 Hébitat

La tara crece en los climas secos, calidos y subcalidos de la costa, en
la vertiente occidental de los andes y valles interandinos. La tara es
una especie muy plastica en clima y suelo. No es exigente en suelos,
se desarrolla por su sistema radicular circular, que le permite afrontar la
sequedad del suelo, crece bien en suelos francos, franco-arenosos y
pedregosos, con pH ligeramente acido a medianamente alcalino (pH 6
— 7.5). Es frecuente encontrarla en suelos lateriticos muy erosionados.

No tolera suelos alcinos ni soporta heladas. ¢”

2.2.1.4 Ubicacion taxonémica
Nombre cientifico: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.
Taxonomia
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Subclase: ROSIDAE
Orden: FABALES
Familia: FABACEAE
Geénero: Caesalpinia
Especie: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.

Nombre Vulgar: “Tara”
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2.2.1.5 Composicion quimica de la tara

Hojas: Contiene glicésidos, gomas, mucilagos, taninos (12.7% en la
forma de taninos galicos), antraquinonas: reina, senndsido, agliconas
libres, C-glicésidos, aloe-emodina e iso-emodina, esteroides vy
flavonoides. Vainas: Contiene taninos hidrolizables (galotaninos) en un
rango de 40% a 60% segun las condiciones ecoldgicas en las que
vegeta, la hidrolisis de estos taninos conduce a la separacion del acido
galico; asimismo se han aislado galato de etilo y cuatro galatos del
acido quinico correspondiendo a los ésteres metilicos de 4,5-di-O-
galoilquinico y de 3,4,5- tri-O-galoilquinico, y a los acidos 3,4-di-O-

galoilquinico y 3,4,5-tri-O-galoilquinico.

Semillas: Del endospermo se ha separado la goma o hidrocoloide
galactomananico en la que los componentes manométricas galactosa y

manosa. ¢

2.2.1.6 Taninos

Los taninos son polimeros polifenélicos producidos en las plantas como
compuestos secundarios y que tienen la habilidad de formar complejos
con proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y
saponinas desempefiando en las plantas una accién defensiva frente a
los insectos. Son astringentes (precipitan las proteinas) y curten la piel.
Debemos mencionar que la astringencia se explica al unirse los taninos
con macromoléculas y provocar la precipitacion de las glicoproteinas

ricas en prolina que contiene la saliva.

Quimicamente se diferencian los taninos hidrolizables o hidrosolubles
(pirogdlicos: se hidrolizan en acidos fendlicos y azlcares) y los taninos
condensados no hidrosolubles (taninos catéquicos y los
leucoantocianos; son polimeros muy dificiles de hidrolizar; los mas
ampliamente distribuidos en las plantas). Los taninos se presentan en
especies de familias vegetales de todo el mundo, se han identificado
aproximadamente 500 especies de plantas que contienen varias

cantidades de taninos, entre las principales familias botanicas con
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importancia en la obtencion de taninos se pueden citar a las siguientes:
Leguminosae, Rosaceae, Polygonaceae, Fagaceae, Rhyzophoraceae y
Myrtaceae. Son polvos amorfos de color amarillento, aspecto grasiento,
poco denso, solubles en agua y alcohol, e insolubles en éter, benceno
y cloroformo; cuando se calientan a 210 °C se descomponen
produciendo diéxido de carbono y pirogalol.

Es indudable la importancia que los taninos vegetales han adquirido a
través de los afos, conforme se ha profundizado su conocimiento y
encontrado aplicaciones tan variadas. Quizas la aplicacion mas antigua
es en la industria del cuero, para el proceso del curtido, aprovechando
su capacidad de precipitar proteinas; ésta propiedad fue también
aplicada en los tejidos vivos, constituyendo la base para su accidn
terapéutica, empleandolos en medicina, en tratamientos del tracto
gastrointestinal y para las excoriaciones y quemaduras de la piel. En
este Ultimo caso las proteinas forman una capa protectora antiséptica
bajo la cual se regeneran los tejidos. También se prescriben como
astringentes. Externamente, los preparados a base de drogas ricas en
taninos, como las decocciones, se emplean para detener pequefas
hemorragias locales; en inflamaciones de la cavidad bucal, catarros,
bronquitis, quemaduras, hemorroides, etc. Internamente, son utiles
contra la diarrea, enfriamiento intestinal, afecciones vesiculares, y
como contraveneno en caso de intoxicacion por alcaloides vegetales.
En los ultimos afios, en los que ha sido posible el aislamiento y
determinacion estructural de muchos de estos taninos, ha aumentado
la investigacion de sus actividades bioldgicas en base a las diferencias
estructurales presentes. Desde el punto de vista biolégico los taninos
son sustancias complejas producidas por las especies vegetales que

cumplen funciones antisépticas o de conservacion.?”

Caracteristicas

e Compuestos quimicos no cristalizables cuyas soluciones acuosas
son coloidales, de reaccién acida y sabor astringente.

e Precipitan con gelatina, albimina y alcaloides en solucion.

e Con sales férricas dan coloraciones negro azuladas o verdosas.
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Producen un color rojo intenso con ferricianuro de potasio y
amoniaco.

Precipitan a las proteinas en solucién y se combinan con ellas,
haciéndolas resistentes a las enzimas proteoliticas. Esta propiedad,

denominada astringencia, fue mencionada anteriormente. "

Actividad terapéutica

Las acciones farmacoldgicas de los taninos estan relacionadas con sus

principales propiedades. Sus principales usos son:

a) Antidotos en intoxicaciones por metales pesados y alcaloides.

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Astringentes, debido a su capacidad para precipitar proteinas de la
piel (curtido de la piel), proteinas salivares, etc. Por su propiedad
astringente se usa por via externa como cicatrizantes y por via
interna antidiarreicos.

Antisépticos, tienen una accidn bactericida y bacteriostéatica.
También ejercen un efecto antifungico.

Protectores, los taninos aplicados en forma de pomada de uso
externo impermeabilizan la piel y la protegen de los agentes
externos.

Antioxidante, son capaces de captar radicales libres e inhibir la
peroxidacién lipidica. Inhiben la auto oxidacion del acido ascérbico
(Vitamina C).

Hipocolesterolémicos, disminuyen los niveles de colesterol en
sangre y aumentan su metabolismo.

Antinutrientes, ciertos taninos disminuyen la eficacia de los
alimentos porgue inhiben las enzimas endbégenas o porgue se
absorben y ejercen un efecto sistémico de precipitacion de las

proteinas de a dieta. "

Clasificacién

En los vegetales superiores se distinguen, generalmente, dos grupos

diferentes de taninos tanto por su estructura como por su origen

biogenética: taninos hidrolizables y taninos condensados.
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e Taninos hidrolizables o pirogalicos

Son oligo poliésteres de un azucar (en general glucosa o de un poliol
relacionado) y de un numero variable de moléculas de acido fenol
(acido galico o su dimero, el &cido elagico). Los taninos hidrolizables
son caracteristicos de Dicotileddneas.

Cuando se destilan en seco producen pirogalol. Al tratar los taninos
hidrolizables con cloruro férrico (FeCl3) aparece una coloracion azul.
Se hidrolizan con facilidad por la accién de los acidos, bases o
enzimas, en un azlcar, un polialcohol y un &cido fenolcarboxilico.
Dependiendo del tipo de acido que produce por la reaccion se
subdividen en: galotaninos (acido galico) y elagitaninos (acido elagico o
dilactona estable del &cido hexahidroxidifénico) Los nucleos
bencénicos estan unidos por medio de atomos de oxigeno. Como
ejemplos de taninos hidrolizables, del subgrupo de galotaninos
podemos mencionar al que se obtiene de los frutos de C. spinosa. Este
tanino es facilmente hidrolizable por la accién de la enzima tanasa.
Esto permitié asignar la estructura de un éster poligaloilo del &cido

quinico a dicho tanino, con un peso molecular aproximado de 800.7 ¢7

e Taninos Condensados

Los taninos condensados son dimeros o polimeros flavanicos con
uniones carbono — carbono entre las diferentes unidades de flavan-3-ol.
Se forman por polimerizacion de catequinas y leucoantocianos.
Ademas de encontrarse en Dicotiledoneas se producen en helechos y
Gimnospermas. Son muy resistentes a la hidrélisis. Solo resultan
afectados por hidrélisis acida o enzimatica y se convierten en
antocianidinas, los cuales pueden polimerizar para formar los

flobafenos insolubles.

Por destilacion seca se producen catecol (1,2-dihidroxibenceno). Por
este motivo, reciben también el nombre de taninos catequices. Al tratar
los taninos condensados con cloruro férrico (FeCl;) aparece una
coloracion verde. Los taninos condensados se encuentran en tres

formas principales: extractables (reactivos con proteina), ligados a
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proteina, y ligados a fibra. Existen leguminosas donde todos los taninos
son extractables (e.g. Acacia boliviana) y en otras donde todos son

ligados. @7

2.2.1.7 Flavonoides

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de los vegetales
de la ruta del acido shikimico y la ruta de los policetidos. Los
flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales
superiores y se encuentran practicamente en todas las plantas
superiores, sobre todo, en partes aéreas: hojas, flores y frutos. Algunos

flavonoides son responsables del color amarillo de ciertas flores.

Caracteristicas de los flavonoides

Son estructuras del tipo Cg-C3-Cs, con dos anillos aromaticos
(bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a
través de un oxigeno. Son estructuras hidroxiladas (OH) en el anillo

aromatico por lo tanto son polifendlicas.

Actividad terapéutica de los flavonoides
Las diferentes especies que contienen flavonoides poseen acciones

Farmacoldégicas muy variadas.

a. Accion vitamina P (factor antiescorbutico)
b. Antihemorragicos

c. Antirritmicos

d. Protectores de la pared vascular o capilar
e. Antiinflamatorios

f. Antirradicales libres

g. Antihepatoxicos

h. Antibacterianos, antiviricos y antifungicos
i. Diuréticos y antiurémicos

j- Antiespasmaodicos
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Clasificacién de los flavonoides
Los flavonoides se clasifican en base a sus variaciones

estructurales.

1. Con doble enlace entre las posiciones 2 y 3 :flavonas

2. Con doble enlace OH en 3 :Flavonoles

3. Sin doble enlace entre las posiciones 2 y 3: flavanonas
4. Con el anillo C abierto: chalconas

(2]

. Con el anillo B en la posicién 3: isoflavonoides

6. Con el anillo B en la posicion 4: neoflavonoides
7. Antocianinas
8

. Auronas
Existen también dimeros de flavonoides denominados diflavonoides.
2.2.2 Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

2.2.2.1 Descripcién botanica

Se trata de un helecho perenne epifito (rara vez terrestre), perteneciente a la
familia de las Polipodiaceas, caracterizado por presentar un rizoma rastrero
cilindrico y densamente escamoso, de 8-15 mm. de grosor, cubierto de una
pilosidad marrén-amarillenta; hojas ovadooblongas, verde brillantes (la
mayoria de las veces), amarillentas o azul-verdosas, de 30-120 cm de largo
por 18-50 cm de ancho, divididas en varios segmentos lanciformes, oblongos
de 10-30 cm de largo por 2-5 cm de ancho. Al pertenecer al grupo de plantas
primitivas, no posee floracion. Nota: Con el nombre de calahuala se conoce
varias especies de Polypodium, tal es el caso de Polypodium aureum L.
(Phlebodium aureum L.) o Polypodium decumanum Willd, entre las cuales

existen minimas diferencias desde el punto de vista botanico. ©®

Posee efectos depurativo de uso general que beneficia mucho al intervenir
en los problemas de la piel, acné, dermatitis, eczema y en la psoriasis siendo
esta actividad terapéutica junto con la accion antitumoral las fuentes

inspiradoras de su estudio e investigacion cientifica. La calaguala posee la
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propiedad de incrementar las células T. supresoras sin alterar las células T.
Hélper, lo que contribuye a normalizar el equilibrio organico en procesos

autoinmunes o en enfermedades que cursan con inmunodeficiencia. ¢®

2.2.2.2 Habitat

La calaguala es oriunda de Centroamérica; extendiéndose desde México
hasta Sudamérica (Bolivia y Brasil). Crece silvestre en sitios sombreados y
hamedos, sobre troncos de palmeras, arboles de encino, en el suelo o sobre
rocas cubiertas de musgo, en una altitud comprendida entre los 1.200-2.200

metros s.n.m.

Esta especie es muy diversa con respecto a los demas polipodios que trae
Linneo en su Species plantarum. Se cree que esta planta es originaria del
Perl y que se extiende por todos los bosques humedos de Sudamérica es
conocida con el nombre comun de “Hierba de lagarto” debido a que el
rizoma que crece sobre los troncos de los arboles adopta la forma de este

animal. ¢®

2.2.2.3 Ubicacion taxonémica

Division: Pteridophyta

Clase: Polypodiopsida/Pteridopsida (disputado)
Subfamilia: Polypodioideae
Orden: Polypodiales
Familia: Polypodiaceae
Género: Campyloneurum
Especie: Polypodium Picnocarpum C (Sw.) FEE

Nombre vulgar: “calaguala”

2.2.2.4 Historia

Estos helechos tienen una larga tradicion de uso, especialmente en
Honduras y Guatemala donde se cultivan. El nombre calaguala es una voz
guechua que significa «adorno juvenil» en alusiébn a un probable uso
ornamental por parte de los jévenes indigenas cuando iban a bailar o danzar

ceremonialmente. Una de las primeras descripciones correspondié a
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Polypodium decumanum, la cual fue descrita por Willd en 1810. En 1967
Horvath y col. lograron aislar del rizoma de P.leucotomos un heterosido al
cual denominaron calagualina (posteriormente se le dio el nombre de

anapsos). %®

2.2.2.5 Parte utilizada
Rizoma (principalmente) y hojas (secundariamente). El rizoma tiene un sabor

muy dulce (por la presencia de osladina), ligeramente agrio, y sin aroma. ©¢®

2.2.2.6 Composicion quimica

(Del rizoma)

Esteroides: ecdisterona, ecdisonas (una de ellas conocida como
polipodoaureina). La a- ecdisona es un esteroide aislado inicialmente en
palomillas de gusanos de seda. Saponinas: calagualina (heterdsido
compuesto por glucosa fructosa y una aglicona triterpénica), polipodinas A 'y
B. Otros: mucilago (desoxihexosa), oleorresina, nitrato de potasio, osladina y

almidon. ®®

2.2.2.7 Acciones farmacoldgicas

Los rizomas han mostrado propiedad anti inflamatoria e insumo reguladora.
Se ha comprobado su eficacia en el tratamiento de la presion alta,
afecciones renales y artritis reumatoidea, ya que ayuda a eliminar las
impurezas, a través de la orina. Ademas se consideran un laxante suave,
gue ayuda a resolver problemas de estrefiimiento. Ayuda a bajar la fiebre en
enfermedades eruptivas, a descongestionar los bronquios de flemas y

reducir el dolor de pecho. ®

Dentro de la cultura ancestral la calaguala es usada por los nativos como un
excelente remedio para los tumores malignos tomada en infusién, también
se le atribuye actividad colagoga, laxante, debido a estos beneficios es
utilizada en trastornos digestivos (dispepsia biliar, insuficiencia hepatica y
estreflimiento moderado), es recomendado por su gran efectividad para la

eliminacion de los parésitos intestinales.
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Los estudios realizados con respecto a esta especie se ha llevado a cabo
en las dUltimas décadas aun estando pendiente de completarse. Se
constituye en un depurativo de uso general que beneficia mucho al intervenir
en los problemas de la piel, acné, dermatitis, eczema y en la psoriasis siendo
esta actividad terapéutica junto con la accion antitumoral las fuentes
inspiradoras de su estudio e investigacion cientifica. La calaguala posee la
propiedad de incrementar las células T. supresoras sin alterar las células T.
Hélper, lo que contribuye a normalizar el equilibrio organico en procesos

autoinmunes o en enfermedades que cursan con inmunodeficiencia. ¢®

El conocimiento del comportamiento del sistema inmunologico en procesos
tales como artritis reumatdidea, vitiligo, psoriasis, esclerosis mdultiple o
esclerodermia, ha puesto en foco el papel que juegan en el curso de dichos
procesos los linfocitos, linfoquinas y demas componentes inmunoldgicos. El
rizoma de calaguala, por medio de una actividad incrementadora de los
linfocitos T supresores, parece atenuar el curso de enfermedades
inmunolégicas de manera favorable. Para una mejor comprension se dividira

los ensayos bioldgicos realizados de acuerdo al area estudiada.

Actividad Inmunolégica La estomatitis aftosa recidivante es un proceso que
afecta a tejidos mucosos en ocasiones de una alteracion o disminucion de la
inmunidad. En estos casos se ha observado en la fase pre ulcerosa un
notable incremento en la poblacion linfocitaria OKT-4 en una proporcién 2/1
frente a las OKT-8.

Cuando ocurre la fase ulcerativa la relacion linfocitaria OKT-4/OKT-8 se
invierte a 1/10. Durante el proceso de resolucion, la relacion vuelve a
invertirse transformandose en 10/1. Al respecto, la calagualina demostré en
ensayos in vitro incrementar el numero de linfocitos OKT-8, sin alterar la
produccion de OKT-4y OKT-3. €%

En un estudio clinico realizado sobre 20 pacientes con estomatitis aftosa
recidivante los extractos de calaguala demostraron detener el proceso en la

etapa pre ulcerativa. Por otra parte, el extracto acuoso del rizoma de
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calaguala evidencié prolongar la sobrevida de aloinjertos cutaneos en
ratones, al retrasar en varios dias los cambios histologicos a nivel epitelial y
conectivo referidos al rechazo de injertos. En un estudio sobre fenotipos
celulares en sangre periférica de individuos sanos, la administracion de
Anapsos® (extracto acuoso obtenido del rizoma de calaguala) ejerce un
efecto estimulante en la proliferacion y/o activacion de linfocitos T y en las

células Natural Killers (NK). €%

Este resultado ayuda a comprender la probable actividad antitumoral y
antiviral del producto tanto in vitro como in vivo. En otro estudio, el producto
Anapsos® demostro poseer in vitro, un efecto modulador en la produccién y
en la liberacion de citoquinas sobre las células mononucleares de individuos
sanos. Por un lado evidenci6 un efecto inhibitorio sobre monocitos
(principales células secretoras de interleukina 1a) y por el otro demostro
estimular a diversos clones de linfocitos T y probablemente IL-2, IL-10, para

que produzcan y/o secreten sus respectivas citoquinas. %

A nivel experimental se pudo observar que el producto exhibe una actividad
antiangiogénica in vivo sobre ratas, a la vez que estimula la proliferacion y
activacion de linfocitos natural killer junto a una inhibicién en la produccién
de TFN-alfa e IL-6. Actividad Antitumoral A partir del aislamiento del
heterdsido calagualina (conocido como anapsos) y su constatacion in vitro y
en humanos de su actividad inhibitoria frente a una amplia gama de tumores,
comenzo a despertar gran interés cientifico esta especie: En principio dicha
sustancia demostré6 reducir la incorporacibn de nucleoproteinas y
precursores en cultivos de tejidos tumorales por un mecanismo anabolizante

opuesto a la accién de los citostaticos. ¢

Ya en la década del "60 se habian publicado unos pocos casos de remisién
de leucemias linfaticas a partir del empleo de tisanas con calaguala. Fue asi
que el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos inici6 los
primeros ensayos con el rizoma de calaguala en diferentes tipos de tumores,
los cuales no arrojaron resultados positivos. Tampoco en los laboratorios

Merck se lograron resultados satisfactorios. No obstante la comprension de
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mecanismos inmunitarios puesto de manifiesto en afios posteriores (ver item
anterior) por la accion de esta especie, pueden abrir la puerta a nuevas

investigaciones en este campo ©%

Area Dermatoldgica: En varios estudios randomizados, a doble ciego versus
placebo, el extracto del rizoma de calaguala (Anapsos®) administrado por
via oral en dosis que variaron entre 80-720 mg/dia, evidencio a lo largo de
seis meses de tratamiento mejorar el curso clinico-estético de pacientes con
psoriasis respecto a tratamientos convencionales. Cuando se administran
extractos acuosos de P. leucotomos se observa un incremento del numero
de células CD8+ (linfocitos supresores/citotoxicos) en sangre periférica.
Estos cambios, observados en pacientes psoriasicos, podian explicar la

mejoria clinica evidenciada en esos casos. % 3

Ensayos clinicos realizados a partir de la administracion de Anapsos®
(extractos del rizoma de calaguala) en forma oral, a razén de cinco capsulas
diarias sobre 36 pacientes portadores de psoriasis, demostraron que el
producto produce una regulacién del cociente CD4/CD8, asi como de las
catequinas alteradas (INF-a e IL-1B), en particular en la psoriasis vulgar,
psoriasis palmo-plantar y psoriasis invertida, procesos en los cuales estos
factores juegan un papel inflamatorio/proliferativo muy acentuado. A su vez,
el producto normalizé la maduracién de los queratinocitos hiperactivados. En
otro orden de cosas, la administracién tanto oral y tépica de un producto que
contiene extractos del rizoma de calaguala demostré una induccidn

melanocitica en pacientes portadores de vitiligo. % 30

Por otra parte, la administracion oral y topica de extractos del rizoma de
calaguala demostré6 en 21 voluntarios con vitiligo tomadores de 8-MOP
prevenir quemaduras agudas y fototoxicidad inducidas por ese psoraleno, a
la vez que evidencio disminuir células de Langerhans en piel humana. Ello
indica que la administraciéon conjunta de calaguala con tratamiento PUVA
(Psoralen + Ultra Violeta - A) logra efectos protectores frente a una probable

fototoxicidad yatrogénica en este tipo de tratamientos. Estudios in vitro sobre
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cultivos de queratinocitos y fibroblastos humanos demostraron que los
extractos de calaguala.

Los efectos principales de la calaguala estan dotados de accién antivirica e
inmuno supresora debido a su composicion (EDIOL) inhibiendo la accion del
factor de agregacion plaquetario postula que la transcripcién nuclear del
factor-kB activado por (NF-kB) es blogueado por calagualina. NF-kB, un
factor de transcripcion nuclear, fue identificado por primera vez en 1986 por

Sen y Baltimore.

Una amplia investigacion durante los dltimos afios ha indicado que este
factor regula la expresion de varios genes que juegan un papel critico en la
inflamacion, la replicacion viral, la proliferacion celular, tumorigénesis, y la
inmunomodulacion. Estas junto con otras evidencias dentro de la linea de
investigacion de la actividad sobre el sistema inmune, han hecho que esta
planta actualmente se la utilice en el tratamiento de la psoriasis, cancer y
dermatosis atOpicas. El efecto antitumoral tiene relacién con la actividad de
la calagualina (saponina). En los estudios experimentales se ha demostrado

que esta planta favorece la sintesis de colageno. %

Ademas esta especie presenta accion antiespasmodica y tranquilizante
constituyéndose en la receta tradicional para ingerir después de los

sobresaltos.

Otros autores también han mencionado que la planta posee actividad
febrifuga, expectorante y diaforética. Cuando se la emplea para el
tratamiento de la psoriasis es pertinente mencionar que pueden aparecer
cuadros graves y que la dosificacion de esta planta requiere un ajuste
individual. Por dltimo cabe mencionar que en el mercado existen

especialidades farmacéuticas elaboradas a partir del extracto de esta planta.
(30)

29



2.2.2.8 Principios activos
e Saponinas, calagualina formada por un cetosteroide.
¢ Aceite esencial.
e Acido malico.
e Mucilagos.
e Taninos.
¢ Resinas.
e Minerales, hierro, potasio y calcio.
e AzUcares.
e Pentosas.
e Colorante amarillo.
e Fermentos amioliticos.

e Almidon.
2.2.3 EXTRACTOS

2.2.3.1 Definicién de extractos

El extracto es una mezcla de sustancias, esencias o0 principio activos
obtenidos mediante métodos fitoquimicos a partir de un vegetal o animal,
haciendo uso de instrumentos apropiados o solventes organicos como el
agua, éter, entre otros para la separacién del mismo, mediante técnicas

como maceracion, per coloracion e infusién. ¢V

2.2.3.2 Obtencion de extractos
a. Maceracion: proceso solido - liquido que consisten en la obtencion
de sustancias a partir de un vegetal; en un recipiente opaco con un
disolvente liguido, dejandole reposar el tiempo optimo a temperatura
ambiente en un lugar fresco y oscuro, luego se tamiza y la parte
liquida es donde se encuentran los principales analitos o esencia. ©?
b. Percolacién: el extracto fluido es un extracto hidro-alcohdlico cuya
metodologia es la percolacion que consiste en empacar la droga

vegetal previamente humectada en un percolador en la cual contiene
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un regulador para controlar el goteo. Se dice que por cada gramo de
droga vegetal se obtiene 1 ml de extracto alcohdlico. ¢
c. Infusidn: la droga se extrae con agua caliente, pero sin someterla a

ebullicién o con agua fria. ¢¥

2.2.4 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleméan
Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli
commune”, pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor a
su descubridor (Kaper, 2005). ©°

Los representantes de esta especie son bacilos gramnegativos, oxidasa
negativos, con un tamafio promedio de 1,1-1,5 ym de ancho y 2,0-6,0 um de
largo. De acuerdo a sus requerimientos de oxigeno son anaerobios
facultativos y pueden ser maviles por la presencia de flagelos peritricos 0 no
moviles (Scheutz y Strockbine, 2005 ¢

Desde el punto de vista taxondmico su clasificacion es la siguiente:
Phyllis Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie Escherichia coli (Scheutz, 2005)(3®

E. coli es una bacteria que se encuentra normalmente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales de sangre caliente.
“Debido a su elevada presencia en el tracto gastrointestinal y en las heces,
la E. coli se utiliza como el indicador principal de contaminacion fecal en la
evaluacion de la inocuidad de los alimentos y el agua, La mayoria de las E.
coli son organismos comensales inofensivos cuando se encuentran en su
habitat intestinal natural”’. Diferentes cepas de E. coli son patdgenos
gastrointestinales graves para los seres humanos, y algunas también son
patdgenos para animales jovenes destinados a la produccion de alimentos.

Las E. coli patégenas se distingue de otras E. coli por su capacidad de
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provocar enfermedades mediante mecanismos genéticamente controlados,
como la produccién de toxinas, la adhesion e invasion de células huéspedes,
la interferencia con el metabolismo celular y la destruccion de tejidos. “La E.
coli tiene la capacidad de intercambiar material genético por medio de
elementos genéticos moviles, tales como plasmidos y bacteri6fagos, como
respuesta de adaptacion a entornos nuevos y adversos y se cree que estos
elementos genéticos contribuyen a la aparicion de agentes patdégenos con
mayor virulencia, supervivencia ambiental y persistencia en los sistemas

alimentarios”. ©¢”

Las bacterias E. coli patdgenas se dividen en seis grupos o variedades,
segun los mecanismos comunes de patogenicidad y sindromes clinicos: E.
coli Shigatoxigénica (STEC) o E. coli verotoxigénica (ECVT), E. coli
enterohemorragica (ECEH), E. coli entero toxigénica (ECET), E. coli
enteroinvasiva (ECEl), E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli
enteroagregativa (ECEA), y E. coli de adherencia difusa (ECAD). Las
caracteristicas de las variedades no son exclusivas y pueden ser
compartidas por mas de un grupo. En general, el periodo de incubacién de la
enfermedad de E. coli en los seres humanos oscila entre tres y ocho dias,
con la aparicion de una variedad de sintomas gastrointestinales que van
desde la diarrea leve hasta la diarrea sanguinolenta, la mayoria de las veces
sin fiebre. Las personas y los animales infectados (con sintomas o sin ellos)
pueden diseminar hasta 106 a 109 unidades formadoras de colonias (ufc)

por gramo de heces.®”

Las siguientes son las principales caracteristicas y diferencias entre las seis
variedades. La STEC o ECVT provoca sintomas que van desde una diarrea
suave hasta una diarrea sanguinolenta grave. La STEC produce citotoxinas
denominadas verotoxinas (VT) o toxinas Shiga (Stx) (debido a su semejanza
con la toxina producida por Shigella disenteria). Hasta en un 10 por ciento de
los casos, la infeccion puede transformarse en una enfermedad con riesgo
vital como el SUH, particularmente en pacientes jovenes y ancianos. La
ECEH es un subconjunto de la STEC que se asocia generalmente a diarrea

sanguinolenta y el SUH. La ECEH y la ECEP producen cambios en la célula
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del epitelio intestinal denominados lesiones adherentes y destructoras
(attaching y effacing). ©¢”

Animales sanos como los bovinos, las ovejas, las cabras y los animales
silvestres son portadores asintomaticos de la STEC y la ECEH. La ECET
provoca normalmente diarrea acuosa en los nifios y en los viajeros a zonas
del mundo con deficientes condiciones de sanidad e higiene. La ECET se
adhiere al intestino delgado mediante antigenos del factor de colonizacion y
produce entero toxinas semejantes a la toxina producida por el Vibrio
cholerae, que son toxinas termoestables (ST) mediadas por plasmido o bien
toxinas termolabiles (LT) mediadas por cromosomas. Estas enteras toxinas y
sus respectivas variantes provocan una alteracion del balance de cloruro de

socio en el intestino que da lugar a una intensa diarrea acuosa. ©¢”

La ECEI penetra y se difunde entre las células intestinales, destruyéndolas y
provocando una diarrea sanguinolenta similar a la disenteria. La ECEP
provoca una intensa diarrea acuosa Yy a veces sanguinolenta,
particularmente entre los nifios en los paises en desarrollo. La ECEP se
adhiere al epitelio intestinal alterando la funcién celular. La patologia se
asocia con la produccion de lesiones adherentes y destructoras semejantes
a las de la ECEH. La ECEP se diferencia de la STEC porque no produce
Stx. La ECEA provoca diarreas acuosas y mucosas agudas y persistentes
en los nifilos de corta edad. La ECEA se adhiere en la superficie celular
formando una estructura agregativa caracteristica. Una toxina termoestable
entero agregativa codificada en plasmidos (EAST1) puede contribuir a los
sintomas diarreicos. La ECAD tiene un perfil menos claro y provoca diarrea
en nilos de mayor edad. La ECAD se diferencia de la ECEA por su
adherencia difusa a la superficie celular. Se reconoce que los rumiantes,
principalmente el ganado bovino y los animales silvestres, son el principal
reservorio natural de STEC, particularmente del serotipo ECEH 0104:H4. @7
Los cerdos y aves no se consideran fuentes principales de infeccion por
STEC en seres humanos en Europa. Normalmente se recurre a la
identificacion de tipos séricos mediante antisueros contra antigenos

somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K) para diferenciar las cepas de
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E. coli; ahora existen centenares de tipos de antigenos. Algunas variedades
pertenecen a determinados serotipos, aunque no siempre de manera
exclusiva. Existen combinaciones de variedades y/o serotipos asociados con
mayor frecuencia a enfermedades transmitidas por los alimentos, como la
ECEH perteneciente al serotipo O104:H4. Como no todas las cepas
representan un riesgo para la salud publica, es importante distinguir los tipos

patégenos basandose en la variedad y el serotipo. &7

Los seres humanos “pueden contraer una infeccidn con cepas patdégenas
mediante el consumo de alimentos y agua directamente contaminados con
heces o contaminados como consecuencia de la contaminacion cruzada con
otras fuentes alimentarias, existe la posibilidad de contaminacion a partir del
contacto humano directo durante la preparacion de los alimentos”. La
epidemiologia de E. coli patégena transmitida por los alimentos varia a

través del mundo. ©”

En comunidades con condiciones de higiene y saneamiento deficientes, las
ECET, ECEIl y ECEP son prevalentes. Sin embargo, la E. Coli patdégena
transmitida por los alimentos también ha aparecido en comunidades con
sistemas de higiene y saneamiento mejor organizados. “Los alimentos
también pueden resultar contaminados de manera directa o por
contaminacion cruzada durante el crecimiento y la cosecha (hortalizas), la
recoleccion (leche) o el sacrificio de animales y el faenado de la canal
(carne), también se pueden contaminar durante la manipulacién posterior a

la cosecha, el transporte, la elaboracion y la preparacion”. ¢”

La carne fresca y la leche cruda se consideran los vehiculos comunes de la
E. coli, especialmente de la cepa de ECEH O157:H7. La contaminacion de la
carne suele producirse durante el sacrificio del animal y el faenado del
camal, como consecuencia de deficientes practicas de higiene e
inadecuadas normas higiénicas en los mataderos. De particular importancia
son las fases de extraccion de la piel, extraccion de las visceras y
manipulacion después del faenado, porque, de no controlarse debidamente,

probablemente ocasionen la contaminacion de la carne por las heces del
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2.3

animal. “Las hortalizas frescas pueden resultar contaminadas por la E. coli
por medio de las heces de los animales y los seres humanos, que pueden
ingresar en los agro ecosistemas a través del estiércol inadecuadamente
preparado, el uso de aguas grises y residuales no tratadas para el riego, la
utilizacion de semillas contaminadas, las plagas de insectos y animales
silvestres y los nematodos”. Los productos frescos contaminados que se
consumen crudos han pasado a ser una fuente emergente de infeccion
humana por E. coli. La E. coli puede sobrevivir en suelos contaminados
hasta por 20 meses. “Ademas, puede sobrevivir durante largos periodos en
las hojas y raices de los cultivos. Las hojas mas tiernas suelen ofrecen un
habitat mejor que las mas maduras, y las hojas con mayores niveles de
nitrdgeno o las hojas y las frutas deterioradas aceleran la multiplicacion de la

E. coli y prolongan su supervivencia”. ¢”

FORMULACION DE HIPOTESIS

2.3.1 HIPOTESIS GENERAL

El extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (Tara) y el extracto
hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

tienen efecto sinérgico antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli.

2.3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1) Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa (tara) en cepas de Escherichia coli.

2) Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de los
rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas de

Escherichia coli.

3) Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa (tara) y el extracto hidroalcoholico de los rizomas de

Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas de Escherichia coli.
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2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

VARIABLE CATEGORIA DIMENSIONES INDICADOR
Variable
Independiente
Extracto acuoso de . Taninos
e . Razon del
Caesalpinia spinosa Fenoles
componentes :
(tara) activos Flavonoides
_ Extractp 206 5%, 10% Cumarinas
hidroalcoholico de A Quinonas
: 15%,20% .
Polypodium ' alcaloides
picnocarpum C.
(calaguala)
Variable Cepa de Diametro del
Dependiente Escher!chla Cuantitativa .Haltlc_) de
Efecto coli inhibiciéon
antibacteriano in
vitro

2.5 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Antibacteriano

El término se refiere a una sustancia cuyas propiedades son capaces de
eliminar agentes bacterianos o la inhibicion de su crecimiento o
proliferacion sin incurrir en el dafio del objeto, ambiente u organismo que
las porta. Son en esencia farmacos como es el caso de los antibiéticos u

otros agentes quimicos capaces de combatir estos cuerpos. &

Bactericida

Un efecto bactericida es aquel que produce la muerte a una bacteria y
estd provocado por alguna sustancia bactericida. Los organismos
secretan sustancias bactericidas como medios defensivos contra las
bacterias. Los antimicrobianos de efecto lisico o litico (lisis) en las

bacterias, provocan una reduccion en la poblacion. ¥

Bacteriostéatico
Un efecto bacteriostatico es aquel que, aunque no produce la muerte a
una bacteria, impide su reproduccion; la bacteria envejece y muere sin

dejar descendencia. Un efecto bacteriostatico esta producido por
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sustancias bacteriostéticas. Estas sustancias son secretadas por los

organismos como medios defensivos contra las bacterias. ©®

Gentamicina

Es un amino glucosido que se utiliza casi exclusivamente para tratar
infecciones causadas por bacterias gram negativas y quedd demostrado
que estas sustancias inhibian la multiplicacion de los bacilos gram

negativos y gram positivos, tanto in vitro como in vivo. ¢

In vitro

Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en un
tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente controlado fuera de un
organismo vivo. La fecundacion in vitro es un ejemplo ampliamente

conocido. “#?

Escherichia coli
También conocida por la abreviacién de su nombre, E. coli, es un bacilo
gram negativo de la familia de las entero bacterias que se encuentra en

el tracto gastrointestinal de humanos y animales de sangre caliente. “V

Cultivos

En biologia, bacteriologia y especificamente en microbiologia, un cultivo
es un método para la multiplicaciébn de microorganismos, tales como lo
son bacterias en el que se prepara un medio optimo para favorecer el
proceso deseado. Un cultivo es empleado como un método fundamental
para el estudio de las bacterias y otros microorganismos que causan

enfermedades en medicina humana y veterinaria. %

Microbiologia
La microbiologia es la ciencia encargada del estudio y andlisis de los
microorganismos, seres vivos pequefios no visibles al ojo humano

también conocidos como microbios. Se dedica a estudiar los organismos
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que son solo visibles a través del microscopio: organismos procariotas y

eucariotas simples. “?

Tara

Es un arbol pequefio, de dos a tres metros de altura, de fuste corto,
cilindrico y a veces tortuoso, y su tronco esta provisto de una corteza
gris espinosa, con ramillas densamente pobladas. En muchos casos las
ramas se inician desde la base dando la impresién de varios tallos. La
copa de la tara es irregular, aparasolada y poco densa, con ramas

ascendentes. %

Calaguala

Es nativa de Centroamérica y su territorio se extiende desde México a
Sudameérica. El habitat preferido por la calaguala son los bosques y
zonas montafiosas, donde suele crecer en rocas.

La calaguala contiene en su composicion mucilago, en cantidad algo
menor, resina roja, amarga Yy acre, también bastante abundante,
sustancia que parece almidon, materia colorante, muy poco acido

maélico, mucha sal de comer, cal y &cido silicico. ¢

Halo de inhibicién
Zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en el que
no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada

con el germen, se mide la potencia del antibiético frente al germen. “*

Agar

Polimero sulfatado complejo de unidades de galactosa, extraido del
Gelidium cartilagineum, Gracilaria confervoides y otras algas rojas
asociadas. Se usa en forma de gel en la preparacion de medios de
cultivo solidos para microorganismos, como laxante, para la elaboracion
de emulsiones y como medio de soporte para la inmunodifusion y la

inmunoelectroforesis. “®
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Efecto antibacteriano in vitro

Es aquel que produce la muerte o impide el crecimiento de una bacteria
especifica. Se puede observar al momento de la formacion del halo de
inhibicién alrededor de la cepa. “°

Extracto acuoso
Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un animal que

contiene la porcién bioldgicamente activa sin el residuo celular. ¢”

Extracto hidroalcoholico

Son extractos liquidos concentrados, obtenidos de la extraccion de una
planta o parte de ella, utilizando como solvente alcohol y agua presentan
sedimento, color y aroma caracteristicos de la planta de la cual se

obtienen “®

Bacterias Gram Positivas

Las bacterias Gram positivas se tifien de color purpura con la tincién
Gram ya que el colorante queda atrapado en la capa de peptidoglucano
(una estructura entrecruzada y gruesa que tiene forma de malla y rodea

a la célula). 9

Bacterias Gram Negativas
Las bacterias Gram Negativas presentan una capa de peptidoglucano
incapaz de retener el colorante cristal violeta, por lo que las células se

tifien con el colorante de contraste (safranina) y adquieren un color rojo.
(49)

Cepa
Una cepa es un conjunto de células homogéneas, o clones, que deriva
de la reproduccion de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada.

También suele referirse a las cepas como colonias puras de bacterias.
(50)
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CAPITULO llI:
METODOLOGIA

3.1 TIPO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION

De acuerdo a las caracteristicas y al alcance de los resultados, es un estudio

de tipo:

Experimental: Debido a la introduccién y manipulaciéon de los extractos
para la determinacién del efecto antibacteriano. ya que se cuenta con un
grupo control positivo constituido por la gentamicina, un grupo control
negativo representado el cloruro de sodio; y grupo experimental
representado por el extracto acuoso Caesalpinia spinosa (tara) y del
extracto Hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C.
(calaguala) en diferentes concentraciones 2%,5%,10%,15%,20%. Cada
grupo debidamente representados por discos de papel filtros embebidos
equilibradamente con las diferentes sustancias.

Transversal: Debido a que el estudio se realiz6 en un determinado
tiempo, ya que las variables fueron observadas en un solo momento
después de trascurrir un corto periodo de tiempo con una aproximacion
de 72 horas después de realizado el cultivo.

In vitro: Debido a que la investigacion se lleva a cabo en medios de
cultivo que sirven para el desarrollo de las bacterias y se manipulara de
manera intencional las condiciones de la investigacion.

Analitico: Debido a que nos permite analizar los diferentes
componentes que presentan los extractos y como estos influyen en la

accién antibacteriana.
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3.2

3.3

e Descriptivo: Debido a que nos permite describir los resultados
obtenidos en la investigacion durante el proceso de elaboracion de los

ensayos realizados.

DISENO DE LA INVESTIGACION
La investigacion se realizO con medios de cultivo cepas biolégicamente

activas y especies botanicas con actividad terapéutica.

Para la recoleccion de datos, se utlizarda una ficha elaborada donde
anotaran los datos obtenidos a través de una medicion de los halos con el

vernier o pie de rey.

Fueron realizadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica de la Universidad Inca Garcilaso de la
Vega, entre los meses de Octubre 2016 y Junio del 2017 con la asesoria Mg.
Henry Montellanos Cabrera y en el laboratorio de fitoquimica realizamos, la

marcha fitoquimica.

POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

3.3.1. POBLACION
Caesalpinia spinosa (tara)

Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

3.3.2. MUESTRA
Tara: 50mg

Calaguala: 100 mg

Se realizaran 5 secuencias de 5 placas cada uno para cada concentracion y
demostrar la actividad bacteriostatica y la actividad bactericida (25 placas
con agar)
Se utilizara un total de 75 placas con agar en la fase experimental.

Grupo control positivo: gentamicina 160 y 80mg.

Grupo control negativo: cloruro de sodio 0.09%
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3.4

3.5

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Instrumento de medicion de precisidn vernier o calibrador pie de rey

TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

3.5.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
La identificacion taxondmica de la Caesalpinia spinosa (tara) y
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) se realizaron en el Herbario del

Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

A. EXTRACTO ACUOSO DE Caesalpinia spinosa (tara): (Método de

Olga Lock Sing de Ugaz: Las Bases de la Fitoquimica.) %

Se usaron vainas de C. spinosa previamente procesadas. Colectadas las
vainas de tara, estas fueron limpiadas.

Una vez limpias las vainas de Caesalpinia Spinosa (tara) se procedié a
colocarlas en una estufa por 48 horas a 40°C para que esté libre de
humedad.

Luego se procedi6o a separar las semillas de las vainas de C. spinosa,
colocandolas en un mortero para su pulverizado. Se pesaron 50 gr. de polvo
de las vainas de C. spinosa, se colocaron en un frasco de vidrio de color
ambar y se le agregaron 200 ml de agua, dejandose macerar por 1 semana,
agitandolo todos los dias.

El producto fue filtrado 3 veces, primero con papel filtro Whatmann N° 41, un
segundo filtrado fue realizado con papel filtro Whatmann N° 2 y por dltimo un
tercer filtrado fue en papel Whatmann N° 1.

Se llevo nuevamente a la estufa para concentrar el filtrado x espacio de 3
dias a 40°C

Luego el residuo fue clocado en un frasco de vidrio, de color ambar para
conservacion y fue llevado a los laboratorios de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega para los ensayos microbiolégicos.

A partir de la masa de extracto seco de Caesalpinia Spinosa (tara) se
prepararon concentraciones de 2% 5% 10% 15% 20% las que fueron

guardadas en frascos color ambares estériles y conservados en refrigeracion
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hasta el momento en que dichas concentraciones sean colocados en discos

de papel de filtro para probar su efecto antibacteriano.

B. EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LOS RIZOMAS DE Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) (Método de Olga Lock Sing de Ugaz: Las

Bases de la Fitoquimica.) ©¢?

Se usaron los rizomas deshidratados y micro pulverizadas de Polypodium

Picnocarpum procedentes del mercado de la Parada. Se pesaron 100g de

hojas y se maceraron en 1000 mL de alcohol 75% por 7 dias, luego se filtro y

se coloco a la estufa a menos de 40 °C hasta eliminacion del solvente y

obtencion de peso constante, luego se pesO y almaceno en un envase de

vidrio color ambar hasta su posterior uso.

SELECCION

ADJUNTAR
ALCOHOL

4

FILTRADO

=

e

=

LAVADO

MOLIDO

SECADO

=

—

=

ESCURRIDO

4

CORTADO

ENVASADO

Figura N° 1: Flujograma de la extraccién del extracto hidroalcoholico de

los rizomas de Polypodium picnocarpum C.
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Analisis fitoquimico de metabolitos secundarios de Caesalpinia

spinosa (tara) y Polypodium picnocarpum C. (calaguala) (método
Dominguez 1973 tomado de KUKLINSKI C.) ©®

A una solucidon de los extractos en estudio se realizara las siguientes

pruebas en los laboratorios de la Universidad Ica Garcilaso de la Vega en

colaboracion con los asistentes de laboratorio de dicha facultad.

a)

b)

d)

Determinacién de taninos

Con gelatina — cloruro de sodio. A 1mL de muestra se agregara 3 gotas

de reactivo, en un se centrifuga y si queda en el fondo un precipitado de
color blanco confirma la presencia de taninos.

Con Cloruro Férrico o Alumbre férrico. A la muestra se agregara unas

gotas de cloruro férrico; si se observa una coloracion negra azulada nos
indicara que el tanino pertenece a los derivados del &cido pirogalico,

mientras que la coloracion verde nos indicara que deriva de la catequina.

Determinacién de flavonoides

Con R. Shinoda. En un tubo de ensayo se colocara 1mL de muestra con
1 limadura de magnesio pequefia, con un gotero se afiadira 3 gotas de
HCI concentrado. Si se observa un intenso burbujeo por la reaccion de
las limaduras y la solucién va adquiriendo una débil coloracién naranja al
principio; conforme va reaccionando mas, la coloracién naranja se va
intensificando, hasta que después de 10 minutos la solucién tiene un

color anaranjado intenso indicara un resultado positivo.

Determinacion de cumarinas

Se colocara 2 gotas de la muestra en una tira de papel Whatman o
algoddn y se afadira sobre ella una gota de NaOH 10 %. La observaciéon
de fluorescencia verde amarillenta bajo la lampara UV 365 nm indicara la

presencia de cumarinas fijas.

Determinacion de quinonas
Se pesara dos gramos de muestra y se triturara hasta un polvo muy fino

en un mortero, luego se realizara los siguientes ensayos quimicos:
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f)

Solubilidad en NaOH al 5%. En un tubo de ensayo se introducen 10 mg

de la muestra, se afiade 0,2mL de etanol y 0,4mL de NaOH al 5%. El
cambio de coloracion indicara la presencia de compuestos quinénicos.

Reaccion de Borntrager. Un gramo de muestra se trata con NaOH 5% en

caliente, se filtrara, enfriara y se acidulard con HCI 20%, se afiadira
benceno, se agitarda y se deja en reposo. Luego se separara la fase
bencénica a la cual se le afadira NH40OH. La formacién de una

coloraciéon rosada a roja, indicara la presencia de antraquinonas.

Determinacion de alcaloides
Reactivo de Dragendorff. Se disolvera 8g de Bi(NO3)3.5H20 en 20 mL

de HNO3 se mezclara con 50 mL de una solucidn acuosa conteniendo

27,2 g de KIl, se dejar4d reposar la solucidon, se decantara el
sobrenadante y diluirh a un volumen de 100 mL. Al agregar unas
cuantas gotas de este reactivo a una solucién acida de la muestra se
observara la aparicion de un precipitado que va del naranja al rojo.

Reactivo de Mayer. Se disolvera 1,36 g de HgCl, en 60 mL de agua y se

adicionara 10 mL de una solucién conteniendo 5g de Kl y se diluird hasta
un volumen de 100mL. Al agregar un exceso de reactivo a una solucion
acidulada de la muestra se debera observar la aparicion de un

precipitado de blanco a crema.

Determinacién de azucares

Reactivo de Molish.- Forma parte de la composicion del reactivo de

Molish el a-naftol el mismo que se lo utiliza al 5 % en etanol de 96° por
ello a temperatura ambiente en un tubo de ensayo se debe coloco la
muestra o solucion problema mas el reactivo de Molish posteriormente
se adiciona acido sulfarico (H,SO,4) e inmediatamente aparece la
formacion de un anillo color violeta en la interface.

Reactivo de Fheling.-los azUcares reductores, en medio alcalino, son

capaces de reducir el ion Cu2+ de color azul a Cu+ de color rojo. Para
ello el grupo carbonilo del azicar se oxida a grupo carboxilo. En medio

fuertemente basico como en nuestro caso el NaOH el i6n Cu2+ formaria
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Cu (OH)2 insoluble por eso afiadimos tartrato sédico potasico que actla

como estabilizador al formar un complejo con el Cu2+.

Preparacion de las placas con cultivo de Escherichia coli (Guia de

microbiologia universidad Mayor de San Marcos 2011)

1. Disolver los componentes del medio en agua destilada.- En muchos
casos se parte de un preparado comercial con todos los componentes
deshidratados. Siguiendo las instrucciones del fabricante, afadir la
cantidad de agua adecuada para conseguir la concentracion deseada de
los mismos. Si el medio contiene un agente solidificante (agar-agar) hay
que calentar el preparado hasta la ebullicion del mismo agitando de vez
en cuando, para asegurar una completa disolucion del agar (medios
sélidos y semisdlidos); para medios liquidos no es necesario calentar,

Gnicamente se agita la mezcla hasta la completa disolucidon de la misma.

2. Esterilizar la disolucion. - Una vez disuelto el medio se debe esterilizar
para evitar el crecimiento de contaminantes. Dependiendo de la forma
en que vaya a utilizarse el medio, el procedimiento sera diferente:

a. Medios sdlidos en placa. - Tapar el matraz con tapon de algodén y
cubrir con papel de aluminio. Llevar a esterilizar al autoclave (121°C)
durante 15-20 minutos. Una vez estéril repartir en placas de Petri
estériles y dejar en reposo para que solidifique.

b. Medios liquidos.- Una vez disueltos los componentes repartir en
tubos a razén de unos 2-4 ml por tubo, tapar con tapén de aluminio y
llevar a esterilizar en autoclave.

c. Sembrar el medio de cultivo seleccionado con la cepa que se va a

realizar la parte experimental.

Desarrollo experimental
Inocular a cada placa sembrada con Escherichia coli con los extractos
obtenidos mediante el método de excavacion de cilindros en placas de la

siguiente forma:
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Grupo 1: control positivo — gentamicina 80mg y 160mg

Grupo 2: placa con medio de cultivo + cloruro de sodio

Grupo 3: placa con medio de cultivo + extracto acuoso de Tara
(Caesalpinia Spinosa)

Grupo 4: placa con medio de cultivo + extracto hidroalcohdlico de rizomas
de Calaguala (Polypodium picnocarpum C.)

Grupo 5: placa con medio de cultivo + sinergismo de los 2 extractos

En la parte experimental se realizara 5 ensayos para tener una mejor

observacion y resultados que reportar.

e Comparacion con gentamicina

La gentamicina es un aminoglucosido. Se emplea como antibiético para
erradicar infecciones contra bacterias sensibles. Sirve para tratar
diversas enfermedades graves de piel, pulmén, estbmago, vias urinarias
y sangre, asi como heridas cutaneas y en el 0jo. Su uso esta indicado
cuando la administracion de otros antibiéticos menos potentes haya sido
ineficaz.

En tal sentido y buscando tener una comparacion con nuestros
resultados, es que comparamos los halos producidos con gentamicina y
nuestra muestra de estudio.

Para ello en una placa se sembrd el microrganismo y fue sometido a

discos de sensibilidad con gentamicina 160 mg y 80 mg.
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CAPITULO IV:
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1 PROCESAMIENTO DE DATOS: Resultados
Para interpretar los resultados del estudio de acuerdo a los objetivos e
hipotesis, se mediran y compararan los diametros de halo de inhibicién,
entre los grupos que presentaban la tara y calaguala. El analisis se realizara
con Software SPSS v20.

Tabla N° 1: Halos de inhibicién con el extracto acuoso de Caesalpinia

spinosa (tara) en cepas Escherichia coli

4mm 4mm 4mm

3mm 3mm 4mm 4mm 5mm
3mm 4mm 4mm Smm 5mm
4mm 3mm Smm 5Smm 6mm
4mm 4mm 5mm 5mm 5mm
3.4mm 3.6mm 4.4mm 4.6mm 5.2mm

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion de la tara

Figura N° 2: Halos de inhibicion de la tara expresados en mm

De la tabla numero 1, la figura numero 2: La concentracién del extracto
acuoso de Tara al 2 por ciento, se observa que el mayor didmetro de los
halos de inhibicion miden 4mm con una media de 3.4mm, Para la
concentracion del extracto acuoso de tara al 5 por ciento, se observa que el
mayor didmetro de los halos de inhibicion miden 4mm con una media de
3.6mm, Para la concentracion del extracto acuoso de tara al 10 por ciento,
se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion miden 5mm con
una media de 4.4mm, Para la concentracion del extracto acuoso de tara al
15 por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion
miden 5mm con una media de 4.6mm, Para la concentracién del extracto
acuoso de tara al 20 por ciento, se observa que el mayor diametro de los

halos de inhibicibn miden 6mm con una media de 5.2mm.
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Tabla N° 2: Halos de inhibicion con el del extracto hidroalcoholico de
los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas

Escherichia coli

N° DE
BLACAS 2% 5% 10% 15% 20%
1 3mm 3mm 3mm 3mm 2mm
2 3mm 2mm 3mm 3mm 2mm
< 3mm 2mm 2mm 3mm 2mm
4 2mm Imm 2mm 3mm 2mm
5 2mm 2mm 2mm 2mm 3mm
Media: 2.6mm 2.0mm 2.4mm 2.8mm 2.2mm

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega

Halos de inhibicion de la Calaguala

Figura N° 3: Halos de inhibicidon de la calaguala expresados en mm

De la tabla numero 2, la figura numero 3: Para la concentracion del extracto
hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum (calaguala) al 2
por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion mide
3mm con una media de 2.6mm, para la concentracion al 5 por ciento, se
observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion mide 3mm con una
media de 2.0mm, para la concentracion al 10 por ciento, se observa que el

mayor didmetro de los halos de inhibicion miden 3mm con una media de
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2.4mm, para la concentracién al 15 por ciento, se observa que el mayor
diametro de los halos de inhibicion miden 3mm con una media de 2.8mm,
para la concentracion al 20 por ciento, se observa que el mayor diametro de

los halos de inhibicion miden 3mm con una media de 2.2mm.

Tabla N° 3: Halos de inhibicidon con el extracto acuoso de Caesalpinia

spinosa (tara) y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de

Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli.

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega

Halos de inhibicion de la sinergia

Figura N° 4: Halos de inhibicién de la sinergia de tara y calaguala

expresados en mm.
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De la tabla nimero 3, la figura numero 4: Para la concentracion sinérgica al
2 por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicién
miden 4mm con una media de 3.2mm, para la concentracion sinérgica al 5
por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion
miden 4mm con una media de 3mm, para la concentracion sinérgica al 10
por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicién
miden 5mm con una media de 4.4mm, para la concentracion sinérgica al 15
por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicién
miden 4mm con una media de 3.8mm,para la concentracién sinérgica con 20
por ciento, se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicién

miden 4mm con una media de 3.2mm

Tabla N° 4: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio
0,

2% 2 2%

N extracto acuoso de ST Efecto
PLACAS hidroalcoholico . .
Tara Sinérgico

Calaguala

1 3mm 3mm 3mm

2 3mm 3mm 4mm

3 3mm 3mm 3mm

4 4mm 2mm 3mm

5 4mm 2mm 4mm
Media: 3.4mm 2.6mm 3.2mm

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion comparativos al 2%

Figura N° 5: Halos de inhibicion comparativos al 2% con las muestras

de estudio

De la tabla numero 4, la figura numero 5: Al 2 por ciento, del extracto acuoso
de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli, se observa que posee
actividad antibacteriana de 3.2mm como media.

Tabla N° 5: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion comparativos al 5%

Figura N° 6: Halos de inhibicion comparativos al 5% con las muestras

de estudio

De la tabla numero 5, la figura numero 6: Al 5 por ciento del extracto acuoso
de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli, se observa que posee

actividad antibacteriana de 3.0mm como media

Tabla N° 6: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de
estudio

1 4mm 3mm 4mm
2 4mm 3mm 4mm
3 4mm 2mm Smm
4 5Smm 2mm Smm
5 5mm 2mm 4mm
Media: 4.4mm 2.4mm 4.4mm

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion comparativos al 10%

Figura N° 7: Halos de inhibicion comparativos al 10% con las muestras

de estudio

De la tabla numero 6, la figura numero 7: Al 10 por ciento del extracto
acuoso de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli, se observa que

posee actividad antibacteriana de 4.4mm como media.

Tabla N° 7: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion comparativos al 15%

Figura N° 8: Halos de inhibicion comparativos al 15% con las muestras

de estudio

De la tabla numero 7, la figura numero 8: Al 15 por ciento del extracto
acuoso de tara y del extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli, se observa que posee

actividad antibacteriana de 3.8mm como media

Tabla N° 8: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
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Halos de inhibicion comparativos al 20%

Figura N° 9: Halos de inhibicion comparativosal 20% con las muestras

de estudio

De la tabla numero 8, la figura numero 9: Al 20 porciento del extracto acuoso

de tara y del extracto hidroalcoholio de los rizomas de Polypodium

picnocarpum C. (calaguala) en cepas Escherichia coli, se observa que posee

actividad antibact

eriana de 3.2mm como media.

Tabla N° 9: Tamizaje fitoquimico extracto hidroalcoholio de los rizomas

de Caesalpinia s

pinosa (tara)

ENSAYO REACTIVO RESULTADO
Taninos Gelatina — cloruro de sodio +
Fenoles Cloruro ferrico +
Flavonoides R. Shinoda -
cumarinas NaOH 10% +
Quinonas NaOH 5% +

Rx Borntrager -
Alcaloides Dragendorff -
Mayer +

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
Elaborado por los investigadores.
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Tabla N° 10: Tamizaje fitoquimico extracto hidroalcoholio de los
rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

ENSAYO REACTIVO RESULTADO
Taninos Gelatina — cloruro de sodio -
Fenoles Cloruro ferrico +
Flavonoides R. Shinoda -
cumarinas NaOH 10% -
Quinonas NaOH 5% +

Rx Borntrager +
Alcaloides Dragendorff +
Mayer -

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
Elaborado por los investigadores.

Tabla N° 11: Control positivo con gentamicina

CONTROL POSITIVO CON GENTAMICINA
Extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara)
Extracto hidroalcoholico de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)
CONCENTRACIONES

N° PLACAS 80MG 160MG
(mm) (mm)
1 12mm 15mm

Fuente: resultados obtenidos en la Universidad inca Garcilaso de la Vega
Elaborado por los investigadores.
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4.2 DISCUSION DE RESULTADOS
En la investigacion realizada con el extracto acuoso de tara y el extracto
hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en
cepas escherichia coli, se demostré que la accion individual no posee efecto
antibacteriano, también se quiso mostrar si en conjunto hay efecto sinérgico

de los extractos en estudio, lo cual tampoco se evidencio el efecto sinérgico.

En el control positivo que realizamos con gentamicina nos dio como
resultado 12mm en 80 mg y 15mm en 160 mg, en comparacion a nuestros
resultados ninguno se aproximé a las medidas de los halos de inhibicion,
por lo tanto comprobamos que no se encontré efecto antibacteriano en los

extractos en estudio.

En la investigacién se encontré que al 10% el efecto sinérgico no encuentra
una similitud con la accién antibacteriana individual del extracto acuoso de la
tara con una media de 4.4mm. En el resto de los ensayos, la media sinérgica

es inferior a la individual.

Este estudio concuerda con el de Solivellas 22y quien determino que el
extracto de calaguala es til en la prevencion de procesos infecciosos. No
hace mencién de efecto antibacteriano al igual que en nuestros resultados.
Se mostro no tener efecto antibacteriano.

En la investigacion realizada por Mejia 7y se determino el efecto sinérgico
antibacteriano debido a que las dos plantas en estudio poseen efecto
bactericida sobre Escherichia coli, comparado con nuestro estudio que no
presento actividad sinérgica ya que nuestras plantas no presentan efecto

antibacteriano.
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

El extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) no mostré efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli, en mayor magnitud en

la concentracion al 20% con un halo de 5.2mm.

El extracto hidroalcoholico de los rizomas de Polypodium picnocarpum C.
(calaguala), no mostr6 efecto antibacteriano in vitro en cepas de
Escherichia coli, la concentracion al 15% mostré un halo de inhibicién de

2.8 mm.

El efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto Hidroalcoholico de los rizomas de
Polypodium picnocarpum C. (calaguala) en cepas de Escherichia coli, no
presentan actividad antibacteriana ya que su mayor magnitud en la
concentracion de al 10% da un halo de 4.4mm. Por lo tanto no tienen

efecto sinérgico.
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5.2 RECOMENDACIONES

1) Realizar estudios sobre efectos de plantas con propiedades terapéuticas
nativas de nuestro pais, ya que existen posibilidades de sinergia por

descubrir.

2) Realizar estudios del extracto acuoso de tara y del extracto hidroalcoholico
de los rizomas de Polypodium picnocarpum C. (calaguala), en otras cepas

que producen patologias en el ser humano.
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ANEXO 1. Matriz de consistencia

TITULO: EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO DE Caesalpinia spinosa (tara) Y DEL EXTRACTO HIDROALCOLICO DE LOS RIZOMAS
DE Polypodium picnocarpum C. (calaguala) EN CEPAS Escherichia coli

DIMENSIONE

INDICADORE

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE S s METODOLOGIA
;Cuél es el efecto sinérgico | Determinar el efecto sinérgico | El extracto de acuoso de Vi VI: VI: Disefio
antibacteriano in vitro del | antibacteriano in vitro del | Caesalpinia spinosa (tara) y EXTRACTO Extraccion de | -Taninos Experimental
extracto acuoso de Caesalpinia | extracto acuoso de | del extracto Hidroalcoholico ACUOSO DE tara -Fenoles
spinosa (fara) y del extracto | Caesalpinia spinosa (tara) y | de los rizomas de Polypodium Caesalpinia Extraccion de | -Flavonoides | Tipo:
Hidroalcoholico de los rizomas | del extracto Hidroalcoholico | picnocarpum C. (calaguala) | spinosa (Tara)Y | calaguala -Cumarinas estudio correlacional
de Polypodium picnocarpum C. | de los rizomas de Polypodium | tienen  efecto  sinérgico | DEL EXTRACTO -Quinonas
(calaguala) frente a cepas de | picnocarpum C. (calaguala) | antibacteriano frente a cepas | HIDROALCOLIC -Alcaloides Nivel:
Escherichia coli? frente a cepas de Escherichia | de Escherichia coli. ODELOS Correlacional transversal

coli. RIZOMAS DE

PROBLEMA ESPECIFICO OBJETIVO ESPECIFICO HIPOTESIS ESPECIFICA Polypodium VD: VD: Poblacion y muestra:
iCudl es la actividad | Determinar la  actividad | Existe efecto antibacteriano | picnocarpum C. | Inhibicion de Halo de 25 placas con microorganismos  de
antibacteriana in vitro del | antibacteriana in vitro del | in vitro del extracto acuoso de (Calaguala) crecimiento inhibicion Eschiarichia coli.
extracto acuoso de Caesalpinia | extracto acuoso de | Caesalpinia spinosa (tara) en (halos de sobre los
spinosa (tara) en cepas de | Caesalpinia spinosa (fara) en | cepas de Escherichia coli. inhibicion) microorganis | Instrumentos de recoleccion de datos:
Escherichia coli? cepas de Escherichia coli. VD unidad de mos e Instrumento de medicion de
¢Cuadl es la actividad Existe efecto antibacteriano EFECTO medida Método de - , . ,
antibacteriana  in vitro del | Determinar la  actividad | in  vitro  del  extracto SINERGICO mm de difusion por precision vernier o calibrador pie de
extracto Hidroalcoholico de los | antibacteriana in vitro del | Hidroalcoholico  de  los | ANTIBACTERIAN | diametro perforacion en rey.
rizomas de  Polypodium | extracto Hidroalcoholico de | rizomas de  Polypodium O INVITRO placa e Ficha de recoleccion de datos
picnocarpum C. (calaguala) en | los rizomas de Polypodium | picnocarpum C. (calaguala)
cepas de Escherichia coli? picnocarpum C. (calaguala) | en cepas de Escherichia coli.
iCudl es la actividad | en cepas de Escherichia coli. Vi Técnica:
antibacteriana in vitro del | Determinar  la  actividad | Existe efecto antibacteriano CEPAS DE Prueba de sensibilidad método Kirby-Bauer
extracto acuoso de Caesalpinia | antibacteriana in vitro del | in vitro del extracto acuoso de | Escherichia coli (método de difusion en agar)
spinosa (tara) y del extracto | extracto acuoso de | Caesalpinia spinosa (tara) y

Hidroalcoholico de los rizomas
de Polypodium picnocarpum C.
(calaguala) en cepas de
Escherichia coli?

Caesalpinia spinosa(tara) y
del extracto hidroalcoholico
de los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala)
en cepas de Escherichia coli.

el extracto Hidroalcoholico de
los rizomas de Polypodium
picnocarpum C. (calaguala)
en cepas de Escherichia coli.

Procesamiento y analisis de datos:

SPSS y andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar la diferencia significativa de cada
prueba
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ANEXO 2. Certificado Polypodium picnocarpum C.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afo del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°208-USM-2017

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

La muestra Vegetal (rizomas) recibida de Patricia Del Carmen QUINTANA FERNANDEZ, estudiante
de la facultad de Ciencias Farmacoldgicas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega;
ha sido estudiada y clasificada como: Polypodium picnocarpum C. (Sw.) Fée v tiene la siguiente

posicién taxondmica, segtn el sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: PTERIDOPHYTA
CLASE. POLYPODIOPSIDA/PTERIDOPSIDA
SUBCLASE: POLYPODIOIDEAE
ORDEN: POLYPODIALES
FAMILIA: POLYPODIACEAE
GENERO: Polypodium
ESPECIE: Polypodium picnocarpum C. (Sw.) FEE

Nombre vulgar: “Calaguala”
Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

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

Lima, 18 de setiembre de 2017

Mag. ASUNGEGN A. CANO ECHEVARRIA - j\
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCDS (USM)* . .||

i

e S
5k i
ACE/ddb \\\\x” o

W v
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ANEXO 3. Certificado Caesalpinia spinosa (molina)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Periy, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°207-USM-2017

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

QUE:

La muestra vegetal (hojas y frutos) recibida de Mariela Luisa CARDENAS SALAS,
estudiante de la Facultad de Ciencias Farmacoldgicas y Bioquimica de la Universidad
Inca Garcilaso de la Vega; ha sido estudiada y clasificada como: Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze y tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de
Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: CAESALPINACEAE
GENERO: Caesalpinia
ESPECIE: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

YT v W P
Nombre vulgar: “Tara

Determinado por Mag. Asuncidn A. Cano Echevarria

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

Jomm - ) 2 -
Lima, 18 de setiembie de 2017

ACE/ddb
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ANEXO 4. Ficha de recoleccion de datos

FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS:

TESIS:

EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO
Caesalpinia spinosa (tara) Y DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LOS

RIZOMAS DE Polypodium picnocarpum C. (calaguala) EN CEPAS DE

Escherichia coli

Extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara)

CONCENTRACIONES
PL/’;‘;AS 2% 5% 10% 15% 20%
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1
2
3
4
5
MEDIA
Extracto hidroalcoholico de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)
CONCENTRACIONES
N 2% 5% 10% 15% 20%
PLACAS
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1
2
3
4
5
MEDIA
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EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO Extracto acuoso de caesalpinia spinosa (tara)
Extracto hidroalcoholico de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

CONCENTRACIONES
PL/TcoAs 2% 5% 10% 15% 20%
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1
2
3
4
5
MEDIA

CONTROL POSITIVO CON GENTAMICINA
Extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara)
Extracto hidroalcoholico de Polypodium picnocarpum C. (calaguala)

CONCENTRACIONES
N® 80MG 160MG
PLACAS
(mm) (mm)
1
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ANEXO 5. Testimonios fotograficos

Preparacion del extracto acuoso de tara

Limpiamos la muestra de tara

colocamos en la estufa por
48 horas a 40°c

Separar la semillas de las
vainas d c.spinosa y pesamos
50 gr de polvo de tara

agregamos 200 ml de agua
destilada
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Vacear en un frasco ambar,
dejamos macerar una semana.

Filtramos 3 veces

Preparacion obtenida despues
de 1 semana

-primero papel whatman
n°41

-Segundo con papel filtro
whatmann n°2

-tercero con papel filtro
whatmann n°1
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Filtrado

Llevamos a bafio maria (para
concentrar el filtrado) por
espacio de una hora.

esperamos que enfrie nuestra
muestra

Extracto acuoso de tara
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Vaciamos en un frasco ambar estéril, rotulamos y sellamos la tapa a partir de la masa de extracto
seco de caesalpinia spinosa (tara) se prepararon concentraciones de 2%, 5%, 10%,15% y 20% las
que fueron guardadas en frasco &mbar estériles y conservadas en refrigeracién hasta el momento
en que dichas concentraciones sean colocadas en discos de papel filtro para probar su efecto.

Preparacion de las concentraciones del extracto acuoso de tara:

Del extracto acuoso de tara preparmos las siguientes concentraciones

Envasamos y rotulamos el extracto
de la tara: 2%,5%,10%,15%,20%
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PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROALCOLICO DE RIZOMAS DE CALAGUALA

Se usaron los rizomas de la planta En la muestra seca procedemos a
limpiar y cortar los rizomas de
calaguala.

Pesamos la muestra de los rizomas de calaguala, se mancera
en 1000ml alcohol 70% por 7 dias, se filtro
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Se coloco en la estufa a menos de
40°c

Vaceamos el extracto
hidroalcolico de calaguala en un
frasco ambar esteril

Pesamos y almacenamos en un envase de vidrio rotulamos y conservamos
nuestro extracto hidroalcolico de calaguala para la preparacion de
concentraciones de 2%, 5%, 10%,15% y 20%
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Preparacion de las concentraciones de los extractos hidroalcolico de calaguala
en 2%5%10%15%20%

rotulamos y sellamos los frascos para su posterios uso
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ANALISIS FITOQUIMICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS (METODO DE
DOMINGUEZ, 1973)

Se realizo las siguientes pruebas a los dos extractos en estudio extracto acuoso
de tara y del extracto hidroalcoholico de calaguala

A) Determinacién de taninos

Con gelatina — cloruro de sodio

Llevamos las
dos muestras
ala
centrifuga.
Agregar 1mi Agregar 1ml muestra
muestra del del extracto de
extracto de tara calaguala
3 gotas de rvo. &
3 gotas de rvo.
Resultado:
Tara: +
Calaguala: - Precipitado color
No se observa blanco.
precipitado. Presencia de
taninos.
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Con cloruro férrico o alumbre férrico:

Agregar unas gotas
de cloruro férrico a
las dos muestras
respectivamente.

Resultados:

Tara: +

Calaguala: +
Coloracion negro
azulado.
Indica que hay
presencia de
taninos deriva del
acido pirogalico

Coloracion verde
Indica que hay
presencia de taninos
deriva de la
catequina.

b) Determinacién de flavonoides:

Con R. Shinoda:

Agregar una limadura de
magnesio pequefia a las dos Agregar 3 gotas de HCL]
muestras respectivamente.
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Resultados:

Calaguala: -

Presento color
amarillo claro.

Colocamos 2 gotas de
las dos muestras
respectivamente en
algodon.

Tara: -

-’ Presento color

marron
oscuro.

Afadir una gota de
NaOH 10% en las
diferentes muestras.

Lo llevamos a la
lampara UV 365 nm

Resultados:

Tara: +

Color Verde oscuro
amarillenta. Nos
indica presencia
cumarinas fijas.

Calaguala: -

Color
anaranjado.
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D) Determinacion de quinonas:

Solubilidad en NaOH al 5%:

Introducir 10mg de
muestra
respectivamente. ==

N
Agregar 0.2ml Agregar 0.4ml
de etanol de NaOH al 5%
Resultados:

Tara: + Calaguala: +

Se presentd un
cambio de color
de amarillo a
marron oscuro.

Se presentd un
cambio de color
de verde a
amarillo.
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Reaccion de Borntrager:

1gramo de muestra

se trata con NaOH
5% en caliente.

Se filtrara y enfriar.

Agitar y dejar
en reposo.

Acidulara con HCL
20%, anadimos
benceno

Separamos la fase bencenica

Calaguala

Resultados:

Calaguala: +

Presento
coloracion rojo
claro. Indica la

presencia de
antraquinonas.

Tara: -
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e) Determinacion de alcaloides:

Reactivo de Dragendorff:

Agregar unas
cuantas gotas del
Reactivo de
Dragendorff a
las muestras.

Tara: -

No se observa
precipitado.

Resultado:

Reactivo de Mayer:

Calaguala: +

Presencia de
precipitado
naranja

Agregar gotas del
reactivo de Mayer

Tara: +

Presencia de
precipitado
blanco.

Calaguala: -

No hay
presencia de
precipitado.
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PREPARACION DE LAS PLACAS CON CULTIVO DE ESCHERICHIA COLI

Se uso el agar mac conckey ,lo ponemos a la centrifuga por 45 minutos
para que disuelva.

Agar Mc conkey disuelto
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Tenemos el agar disuelto para preparar las placas

Vaciamos el agar a las placas. Se us6 10 ml para cada placa de agar Mc
Conkey

Dejamos secar el agar de 2 a 3 horas hasta que endurezca, y lo
Ilevamos a la campana de bioseguridad para evitar contaminacion
de nuestras placas
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Muestra de bacteria e.coli

Muestra de bacteria
e.coli autoclavada

Esterilizamos el asa de
siembra.

Con la ayuda del asa de
siembra extraemos la
muestra de e.coli.

Procedemos a sembrar dentro de
la cdmara de bioseguridad.
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Dejamos las placas sembradas con e.coli
incubar 72 horas en la cAmara de bioseguridad.

Placas con el control positivo (gentamicina) y
control negativo (cloruro de sodio).
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Envolvemos las placas con papel crack.

Revelamos Después de 72 horas incubaciéon de las placas con
bacteria e.coli y realizados los sembrados con los extractos con
las diferentes concentraciones
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CONTROL POSITIVO

Muestra con gentamicina 80mg y 160mg

CONTROL NEGATIVO

Muestra con cloruro de sodio
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RESULTADO

12mm

GENTAMICINA 80 mg

GENTAMICINA 160
mg
15mm

Efecto
antibacteriano al
2%

Tara 3.4mm
Calaguala 2.6mm

Halos de inhibicion
desarrollados por
Discos de sensibilidad
impregnados con
Gentamicina sobre
Escherichia Coli

Halos de inhibicién
desarrollados por Discos
de sensibilidad
impregnados con taray
Calaguala sobre
Escherichia Coli

desarrollados por Discos

impregnados con taray

Efecto
antibacteriano al
5%

Tara 3.6mm
Calaguala
2.0mm

Halos de inhibicién
de sensibilidad

Calaguala sobre
Escherichia Coli
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Halos de inhibicion
desarrollados por Discos de
sensibilidad impregnados con
tara y Calaguala sobre
Escherichia Coli

Efecto antibacteriano al
10%
Tara 4.4 mm
Calaguala 2.4mm

Halos de inhibicién
desarrollados por Discos de
sensibilidad impregnados con
tara y Calaguala sobre
Escherichia Coli

Efecto antibacteriano al
15%
Tara 4.6 mm
Calaguala 2.8 mm

Halos de inhibicién
desarrollados por Discos de
sensibilidad impregnados con
tara y Calaguala sobre
Escherichia Coli

Efecto antibacteriano al
20%
Tara 5.2 mm
Calaguala 2.2 mm

95



Efecto sinérgico al 2%
3.2mm

Halos de inhibicién
desarrollados por Discos de
sensibilidad impregnados con

Efecto sinérgico tara y Calaguala sobre

al 5% Escherichia Coli
3.0mm

Efecto sinérgico al 10%
4.4 mm

Halos de inhibicién
desarrollados por Discos
de sensibilidad
impregnados con tara y
Calaguala sobre
Escherichia Coli

Efecto sinérgico al 15%
3.8 mm

Halos de inhibicion
desarrollados por Discos de
sensibilidad impregnados
con tara y Calaguala sobre
Escherichia Coli

Efecto sinérgico al 20%

3.2mm
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