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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del
extracto etanolico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha).
Se determinaron los compuestos quimicos mediante la marcha fitoquimica y se
encontraron principalmente compuestos fendlicos tipo flavonoides. Utilizando
técnicas cromatograficas y espectrofotometria UV-vis, se propuso la estructura de
cinco flavonas y un flavonol: 4°,7-dihidroxi flavona; 3°,4",7-trihidroxi-6,8-dimetoxi
flavona; 4°,7-dihidroxi-6,8-dimetoxi flavona; 6,8-dihidroxi-3",4",7-trimetoxi flavona;
4’,7,-dihidroxi-3",5",6,8-tetrametoxi flavona; 4°,7-dihidroxi-3"-metoxi-3-O-R flavonol.
La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de difusion en agar y el
meétodo de microdilucion colorimétrico en microplaca. El método de difusion en agar
se realizd con el extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) a diferentes concentraciones de 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL
(50%) y 50 mg/mL (25%) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 33591, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Se observo que a concentraciones de 200
mg/mL, 100 mg/mL y 50 mg/mL presentan halos de inhibicién promedio de 19 mm,
18 mmy 17.3 mm respectivamente frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
33591; halos de inhibicion promedio de 18 mm, 17 mm y 16.6 mm respectivamente
frente a cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; asi mismo, frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15448
no presenté halos de inhibicion en las diferentes concentraciones. En la
concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de microdilucion colorimétrico
en microplaca, el extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) de 200 mg/mL presenté una CMI=1000 eg/mL contra
Staphylococcus aureus ATCC 33591 y no presenta actividad a la concentracion de
04000 £g/mL contra Escherichia coli ATCC 25922. Se concluye que el extracto
etanodlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) tiene
actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
33591 y Staphylococcus epidermidis ATCC 35984.

Palabras clave: Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha), extracto etandlico,

flavonoides, actividad antimicrobiana.



ABSTRACT

The present work had as objective to evaluate the antimicrobial activities fin vitroo
of the ethanolic extract of the leaves of Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha). The chemical compounds were determined by phytochemical gait
and mainly flavonoid-type phenolic compounds were found. Metabolites
Chromatographic techniques and UV-vis spectrophotometry were used to propose
the structure of five flavones and one flavonol: 4°,7-dihydroxyflavone; 3,4",7-
trinydroxy-6,8-dimethoxyflavone; 4" 7-dihydroxy-6,8-dimethoxyflavone; 6,8-
dihydroxy-3",4",7-trimethoxyflavone; 4°,7-dihhydroxy-3",5",6,8-tetramethoxyflavone
and 4°,7-dihydroxy-3"-methoxy-3-O-R flavonol. The antimicrobial activity was
evaluated by the agar diffusion method and microdilution colorimetric method. The
agar diffusion method was performed with the ethanolic extract of the leaves of
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) at different concentrations of 200
mg/mL, (100%), 100 mg/mL (50%) and 50 mg/mL (25%) against strains of
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 33591,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442. It was observed that at concentrations of 200 mg / mL, 100 mg / mL and 50
mg / mL they show average inhibition halos of 19 mm, 18 mm and 17.3 mm
respectively against strains of Staphylococcus aureus ATCC 33591; average
inhibition halos of 18 mm, 17 mm and 16.6 mm respectively against strains of
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; likewise, against strains of Escherichia
coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15448 did not show
inhibition halos in the different concentrations. At the minimum inhibitory
concentration (MIC) by the microplate colorimetric microdilution method, the
ethanolic extract of the leaves of Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) of
200 mg / mL presented a SHphyloceccusBudeQsATECC / mL .
33591 and not It has activity at the concentr at i on of O 4000 eg |/
Escherichia coli ATCC 25922. It is concluded that the ethanolic extract of the leaves
of Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) has in vitro antimicrobial activity
against strains of Staphylococcus aureus ATCC 33591 and Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984.

Keywords: Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha), ethanol extract,

flavonoids, antimicrobial activity.



INTRODUCCION

El Pera representa una vasta riqueza y potencial etnobotanica, se conoce que desde
tiempos muy antiguos las culturas ancestrales indigenas usan las plantas medicinales
como medio de curacion para diversas enfermedades y dolencias. Esta larga historia
de miles de afios de costumbres, conocimientos, empleo y dominio popular de
Ahi er bas o ¢ q seotransiierd ide genesacion en generacion como una

tradicion que se sigue practicando en la actualidad @.

El género Senecio comprende un gran nimero de especies vegetales que en su
mayoria se pueden encontrar en el Perd, se utilizan principalmente como
antinflamatorios, antimicrobianos y analgésicos; en investigaciones realizadas al
género Senecio se ha comprobado su accion antibacteriana frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Basillus subitilis, Escherichia coli y actividad antifUngica sobre
Candida albicans @ @) ®),

La transformacion y evolucion constante de las bacterias infecciosas se produce tan
aceleradamente que los nuevos farmacos antimicrobianos solo tienen accion efectiva
determinado tiempo, éstos quedan sin uso debido a la rapida resistencia microbiana;
resulta entonces urgente identificar, impulsar y desarrollar estrategias para combatir
las enfermedades causadas por microorganismos patégenos ©®).

Conocedores de esta problematica, la presente investigacion evalu6 la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de las hojas Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha), a diferentes concentraciones, con la finalidad de buscar nuevos
tratamientos antimicrobianos de origen vegetal que sirvan como alternativa
farmacéutica o en combinacion con los tratamientos convencionales frente a bacterias
resistentes. Asi mismo, se aportan posibles estructuras quimicas de compuestos
fendlicos tipo flavonoides (5 flavonas y 1 flavonol) elucidadas mediante técnicas
cromatograficas y espectrofotometria UV-vis, probablemente responsables del efecto

inhibitorio de determinados microorganismos.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Descripcion de larealidad problematica

Las enfermedades infecciosas representan un problema critico de salud publica y una
de las principales causas de morbimortalidad, estas enfermedades causan el 26 por
ciento de todas las muertes en el mundo, principalmente por cepas patdégenas de
bacterias resistentes, motivo por lo cual es considerado un problema de salud a nivel

mundial ©.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 2017 publicé un informe de patégenos
prioritarios resistentes, este informe fue elaborado para tratar de dirigir y fomentar las
investigaciones en el desarrollo de nuevos antibidticos y asi responder a necesidades
urgentes de salud publica. La OMS como gestor de las politicas sanitarias a escala
global ha advertido sobre las tasas estadisticas muy altas de resistencia que presentan
los farmacos antimicrobianos frente a microorganismos que producen infecciones
bacterianas que se adquieren en la comunidad (infecciones de las vias urinarias,
infecciones respiratorias, infecciones del torrente sanguineo y neumonia) ). Tal es el
caso de Staphylococcus aureus del grupo de bacterias Gram positivas, es de los
microorganismos de mayor importancia debido a sus altas tasas de morbilidad tanto
como factor etiolégico de enfermedades asociadas a partes blandas, asi como su
diseminacion en la comunidad por portadores asintomaticos ®. S. aureus solia ser
sensible a antibiéticos de bajo espectro como la penicilina, en los ultimos afios se ha
detectado una mayor incidencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA), tanto de infecciones adquiridas en la comunidad, como de infecciones
nosocomiales ©. El INS en el afio 2016 informa que en nuestro pais los agentes
infecciosos mas frecuentes reportados como aisladas en pacientes de diferentes areas

de hospitalizacion son Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella



pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; ademas, que el 84 por ciento de infecciones
asociadas a S. aureus no son susceptibles a betalactamicos por lo que se necesita

antibioticos de amplio espectro para su tratamiento (19,

Desde que empezaron a utilizarse los antibioticos, se viene advirtiendo que, si no se
lleva a cabo un uso racional de estos potentes farmacos, los agentes patdégenos
pueden crear resistencia contra ellos en poco tiempo V. La resistencia a los
antibioticos es una accion desarrollado por las bacterias, siendo esta acelerada por
procesos de seleccion y propagacion debido al consumo inapropiado y diseminacion
de estos farmacos en la industria. Esto se traduce socialmente en un elevado costo en
la salud publica al ser mayores los tiempos de tratamiento, mayor tiempo de
hospitalizacion, mayor presupuesto en atencién médica y aumento de la mortalidad

ante el fracaso de tratamientos convencionales.

La industria farmacéutica ha ido buscando alternativas para la elaboracién de nuevos
antibiéticos capaces de combatir los mecanismos de supervivencia adoptados por las
nuevas cepas de super bacterias. Sin embargo, estos nuevos compuestos quimicos
s6lo son eficaces por tiempo determinado debido al uso implacable e indiscriminado

de antibidticos por parte del personal de salud y la comunidad ®2).

Los extractos vegetales y productos naturales o tradicionales de curacion, poseen un
gran potencial al inhibir el crecimiento de gérmenes patdgenos y no provocar efectos
indeseables ni resistencia bacteriana, por esto y ante la situacién problematica descrita
se ha realizado la presente investigacion, cuyo proposito es evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius
Wedd (Llancahuasha) frente a cepas de interés clinico. Se ha evidenciado su amplio
uso en la medicina tradicional como antireumatico, antiinflamatorio y tratamiento de
heridas. En ese sentido este trabajo busca aprovechar y revalorar la riqueza biologica
de nuestro pais; asi mismo, acelerar el proceso de nuevas investigaciones para el
control de microorganismos involucrados en diferentes patologias y dar respaldo

cientifico al conocimiento popular.



1.2 Formulacioén del problema

1.2.1 Problema general

1.2.2

¢, Cual es la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a cepas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas

aeruginosa?
Problemas especificos

¢, Cuadles seran los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto

etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha)?

¢El extracto etandlico de hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) presentard actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de
Escherichia coli, a diferentes concentraciones?

¢El extracto etandlico de hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) presentara actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de

Staphylococcus aureus, a diferentes concentraciones?

¢El extracto etandlico de hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) presentara actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de

Staphylococcus epidermidis, a diferentes concentraciones?

¢El extracto etandlico de hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) presentard actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de

Pseudomonas aeruginosa, a diferentes concentraciones?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a cepas de Escherichia

4



coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas

aeruginosa.

1.3.2 Objetivos Especificos

1- Identificar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (LIlancahuasha) posibles

responsables de la actividad antimicrobiana.

2- Determinar diferentes concentraciones del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) que presentan actividad

antimicrobiana in vitro frente a cepas de Escherichia coli.

3- Determinar diferentes concentraciones del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) que presentan actividad

antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4- Determinar diferentes concentraciones del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) que presentan actividad
antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus epidermidis.

5- Determinar diferentes concentraciones del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) que presentan actividad

antimicrobiana in vitro frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa.

1.4 Justificacion e importancia del estudio

Desde tiempos muy antiguos el hombre ha usado los recursos vegetales como
elementos para la elaboracion de sus remedios curativos 0 preparaciones
tradicionales, los cuales son tan antiguos como la propia humanidad y que fueron
usados para el tratamiento y control de diversas enfermedades. Actualmente la
aplicaciéon de la medicina tradicional posee gran importancia ya que lejos de provocar
efectos colaterales y resistencia microbiana, inhiben el crecimiento de

microorganismos causantes de patologias 3.



Las plantas medicinales representan una alternativa muy importante para aislar
nuevos metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas. Los estudios
preliminares que evaltan actividad antimicrobiana de un microorganismo comienzan
con demostrar el efecto de inhibicion del crecimiento de bacterias en condiciones
controladas. Posteriormente, se caracterizan cualitativa y cuantitativamente los
compuestos organicos mediante fracciones que demuestren un rendimiento efectivo
sobre un determinado microorganismo. De esta forma se podrian sintetizar nuevas

moléculas con valor terapéutico innovador y de menores costos de produccion.

Los medicamentos con los que se dispone en la actualidad pueden producir efectos
adversos, en ocasiones efectos toxicos; asi mismo, recurrencia o resistencia 4. Por
estas razones las investigaciones realizadas tienen como objetivo principal la
busqueda de principios activos de origen vegetal que puedan tener actividad inhibitoria
de microorganismos mediante mecanismos de accién diferentes a los que poseen los
farmacos de uso actual, esto significaria encontrar sustitutos mucho mas seguros y

eficaces que los farmacos antimicrobianos sintéticos (19,

La presente investigacion en su procedimiento se propuso evaluar el efecto
antimicrobiano in vitro que posee el Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha)
frente a diferentes cepas de microorganismos causantes de diversas enfermedades.
Con ello, obtener datos para mostrar los efectos antimicrobianos no estudiados con
anterioridad, ya que por muchos afios esta planta ha sido utilizada s6lo como medicina

tradicional y popular.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Nacionales

Vegal,etal.(2013).AiConcentraci-n m2nima inhibitor:i

y hojas de Baccharis genistelloides, Perezia multiflora, Senecio sublutescens y Jungla

paniculata d e | Parque Nacional Huascar 8n (Per %)

Realizaron trabajos con extractos hidroalcohdlicos de hojas y tallos de la especie
Senecio sublutescens a concentraciones de 25, 20,15,10 y 5 mg/mL, usaron el método
de microdilucion colorimétrica en microplacas para hallar la concentracion minima
inhibitoria CMI del extracto frente a cepas bacterianas de Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en microplacas en un
ambiente estéril. La evaluacion se realizé mediante la observacién del crecimiento
bacteriano y reportaron los siguientes resultados: los tallos de Senecio sublutescens
sé6lo tuvieron efecto sobre Staphylococcus aureus a una CMI de 20 mg/mL mientras
gue las hojas presentaron efecto sobre Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis a CMI
de 5y 10 mg/mL respectivamente; las hojas y tallos no tuvieron efecto antimicrobiano

frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (9),

Soto M. (2015). MDeterminacion del efecto antimicrobiano in vitro de un gel elaborado

con extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby ( Ast er alaautbo®) O .

de esta investigacion evalud la actividad antimicrobiana de un gel que elaboré a
concentraciones de 12,5 y 25 mg/mL del extracto etanodlico de las hojas de Senecio
rhizomatus Rusby; para evaluar el efecto antimicrobiano del gel utilizd el método de
difusién en agar, usando como agente patdgeno cepas de Staphylococcus aureus

aislados de pacientes hospitalizados y de personas de la comunidad; mediante la
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lectura e interpretacion de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano se
comprobd el efecto antibacterial significativo del gel a concentracion de 25 mg/mL, las
placas presentaron halos de inhibicion promedio de 18 mm para las cepas de S. aureus
aislados de las muestras de pacientes hospitalizados y halos de inhibicion promedio

de 20 mm de las muestras de personas de la comunidad *7).

Marcos R, et al. (2015). A Det er mi naci - n de fitoconstit
hidroetandlico de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera y su efecto antibacteriano
in vitro frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureuso Reportaron gran variedad
de metabolitos como aminoé&cidos, azlUcares reductores, lactonas, triterpenos,
esteroides, taninos, saponinas, alcaloides, antocianinas y flavonoides. Evaluaron la
actividad antimicrobiana in vitro por el método de difusion en agar, usaron extractos
hidroetandlicos a concentraciones crecientes (5,15 y 30%), el extracto al 30% (300
mg/mL) presentd halos de inhibicion promedio de 23 mm y 18 mm frente a cepas de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli respectivamente (18),

Alderete E. (2017). MActividad antimicrobiana, antioxidante in vitro y determinacion de
la composicién quimica de tres aceites esenciales del género Seneciodel Pertd . Par a
determinar el efecto antimicrobiano usé el método de microdilucién colorimétrica en
microplaca y asi determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI). Frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 presentaron una CMI de 20 eL/mL para el
aceite esencial de Senecio nutans Sch. Bip (Wiskataya), una CMI de 10 eL/mL para
Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) y una CMI de 5 e¢L/Ml para Senecio
chiquianensis Cabrera. Asi mismo frente a Bacillus subtilis ambiental el aceite esencial
de Senecio nutans Sch. Bip (Wiskataya) presentdé una CMI de 10 ¢L/mL, Senecio
calvus Cuatrec (Huamanripa) una CMI de 0,625 e¢L/mL y Senecio chiquianensis
Cabrera una CMI de 2,5 eL/mL. También, frente a Escherichia coli cepa clinica el
aceite esencial de Senecio nutans Sch. Bip (Wiskataya) presenté una CMI de 40
eL/mL, Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) una CMI de 40 eL/mL y Senecio
chiquianensis Cabrera una CMI de 20 eL/mL. Por dltimo, reportd concentraciones
inhibitorias minimas para cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 para los

aceites esenciales de Senecio nutans Sch. Bip (Wiskataya) presentd una CMI>40



eL/mL, Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) una CMI>40eL/mL y Senecio
chiquianensis Cabrera una CMI=40¢L/mL. Las cepas de Pseudomonas aeruginosa
fueron los mas resistentes de los cuatro microorganismos usados por la autora en esta

investigacion (9,

Mamani L. (2017).A Acti vi dad anti bacteriana Sereciol os ex
spp (CHACHACOMA) en el crecimiento de Escherichia coli, Klebsiella sp,
Staphylococcus aureus y Enterococcus spo . La autora de esta inve
en la ciudad de Puno evalug el efecto antibacteriano de los extractos alcohdlicos de

hojas y tallos de Senecio spp (CHACHACOMA) en concentraciones de 20,40,60,80 y

100% en el crecimiento in vitro de bacterias aisladas de pacientes con infeccion

urinaria (logré aislar bacterias de Escherichia coli, Klebsiella sp, Staphylococcus

aureus y no logro aislar Enterococcus sp), uso el método de Kirby Bauer o de difusion

en agar con discos de sensibilidad. Los extractos alcohdlicos de hojas y tallos
presentaron efecto inhibitorio sélo en bacterias de Staphylococcus aureus, los

extractos alcohdlicos de hojas presentaron halos de inhibicion promedio de 11mm

(20%), 14mm (40%), 15mm (60%), 17mm (80%), 23mm (100%) y los extractos
alcoholicos de tallos presentaron halos de inhibicion promedio de 5mm (20%), 6mm

(40%), 7mm (60%), 12mm (80%), 22mm (100%); mientras tanto Escherichia coli,

Klebsiella sp resultaron resistentes (/3.

2.1.2 Internacionales

Benites J, et al. (2011). AComposicion y deteccion antimicrobiana del aceite esencial
de las hojas y tallos de Senecio atacamensis Philo . Este trabajo de in
realiz6 en Chile y tuvo como objetivo determinar la composiciéon y la actividad
antimicrobiana de las hojas y tallos de Senecio atacamensis Phil. La actividad
antibacteriana de S. atacamensis fue evaluada por el método de microdilucion
colorimétrica en microplaca frente a cuatro cepas: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. El aceite esencial de

los tallos a concentraciones de 150 y 300 mg/mL tuvo actividad antibacteriana para



Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus, las hojas a concentraciones de 260
y 152.9 pg/mL tuvo actividad frente a Klebsiella pneumoniae. Asi mismo Enterococcus

faecalis y Escherichia coli fueron las cepas mas resistentes a ambos aceites (20,

Kahriman N, et al. (2011). Cadfinposicion quimica y actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de la flor, hoja y tallo de Senecio pandurifoliuso Este trabajo de
investigacién se realizé en Turquia y los autores usaron el método de difusion en agar
para determinar efecto antimicrobiano de la flor, hoja y tallo de la especie en estudio.
Los aceites esenciales de hojas y flores presentaron buena actividad antimicrobiana
frente a cepas de bacterias Gram-positivas y leve actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli con halos de inhibicién de 7-8 mm; el aceite esencial del tallo presento
efecto antimicrobiano con halos de inhibicion mayores a 10 mm sélo frente a cepas de

bacterias Gram-positivas @1,

Deuschle R, et al. (2006).1 Act i vi dad A n Seneuio Desidetabilia Vieozod e
( Ast er aEsteatmbajp .de investigacion se realizé en Brasil y los autores
analizaron extractos diclorometanico y etandlico de S. desiderabilis Vellozo en relacion

a su actividad antimicrobiana por el método de microdilucién en caldo. El efecto mas
fuerte ocurrié con el extracto diclorometanico frente a Cryptococcus neoformans var.
neoformans y C. neoformans var. gatti (MIC 50 pg/mL), Saccharomyces cerevisiae (25
png/mL) y Microsporum canis (25 pg/mL). Pseudomonas aeruginosa multiresistente y
Escherichia coli no fueron inhibidos por ninguno de los extractos (),

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1. Plantas Medicinales:

Numerosas especies vegetales contienen en su estructura una serie de principios

activos, que pueden tener aplicacion para el tratamiento de diversas afecciones, por

sus atributos curativos estos vegetales s o n |  amados Apl aBst as me
innegable el valor que tienen las plantas medicinales para la medicina actual, desde

épocas remotas, los preparados medicinales a base de hierbas fueron los Unicos
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medios de curacion que se conocia y con el cual disponian los pobladores antiguos.
Las culturas atavicas han tenido como base medicinal a las plantas. 2.

Las plantas medicinales poseen metabolitos primarios (lipidos, glucidos, derivados de
aminoacidos, etc) considerados esenciales y encargados mediante procesos quimicos
de su subsistencia, desarrollo y evolucidon; ademas, contienen metabolitos secundarios
0 no esenciales, que para los humanos son considerados muy valiosos por presentar
principios activos, que no solo actian como medio de proteccidn ante microorganismos
sino principalmente como sustancias quimicas capaces de ejercer accion

farmacoldgica beneficiosa o perjudicial sobre un organismo vivo 234,

2.2.2. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es una de las familias de plantas mas numerosas que existe en
el mundo, presenta 1535 géneros y entre 23000-32000 especies. Las Asteraceas se
encuentran distribuidas geograficamente casi por todo el mundo, desde las zonas
costeras hasta las cordilleras mas altas, tolerando y adaptandose tanto a climas como

a condiciones ecoldgicas muy diversas 9,

Asteraceae proviene delgriego ¢ Uegyjue signi fica fAestrell ad vy
la caracteristica forma de su inflorescencia. Antiguamente se le conocia como
Acompuestaso al usi v mfloedcentiacpmpuesta, caqaieristicaded e s u

esta familia 9,

Las Asterdceas abarcan géneros con numerosas especies como: Senecio (1250
especies), Hieracium (1000 especies) y Helichrysum (600 especies). Las especies que
conforman las asteraceas son plantas que se conocen por contener las moléculas
lactonas sesquiterpenicas en su composicion, las mismas que son objeto de atencion
y amplio interés de cientificos e investigadores, en razén de la amplitud de alternativas
de un conjunto de actividades biolégicas que poseen tales como la actividad
antiinflamatoria, antitumoral, citotoxica, antibacterial, antimalaria y actividad

neurotdxica y alérgica 7).
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2.2.3. Familia Asteraceae en el Peru

La familia Asteraceae esta bien representada en todo el Perd, se encuentra distribuida
en las regiones ecoldgicas de todos los departamentos, principalmente los valles
mesoandinos; pueden ubicarse desde una altitud costera hasta los 4000 msnm. Las
Asteraceas se encuentran en segundo lugar entre las familias mas diversas y de mayor
cantidad de especies en la flora peruana. En su mayoria son hierbas anuales o
perennes, arbustos y subarbustos. Esta familia presenta aproximadamente 250
géneros y 1590 especies, reconociéndose 724 endemismos (695 especies
reconocidas y 29 diversidades). Siendo Senecio, Verbesina y Gynoxys, los géneros

que presentan gran cantidad de especies 7).

2.2.4. Género Senecio

Este género fue establecido por Linneo, cuando solo se conocian 25 especies, en la
actualidad este numero se ha incrementado a aproximadamente 3000, las cuales se
encuentran distribuidas a nivel mundial. Con una distribucion mayormente
cosmopolita, se encuentra en grandes cantidades en los Andes, la riqueza de estas
especies distribuidas en Sudamérica radica en la diversidad de su morfologia,
presentando diversos tipos de hojas y con una gran diferencia en el crecimiento de
unas a otras @?®. En el Per(i se encuentran reconocidos 176 especies de Senecio
distribuidos en las diferentes ecoregiones (desde la costa hasta alturas que dan limite
a la flora y vasta vegetacion), han sido registrados 97 especies endémicas (distribuidas
en una ubicacion geografica muy concreta y restringida) @9). Actualmente muchos
autores registran la existencia de un porcentaje considerable (60%) de especies del
género Senecio distribuidas en todo nuestro pais, se reportan aproximadamente 106

especies 0,

Los géneros méas conocidos de plantas con fuentes importantes de alcaloides
pirrolizidinicos son Crotalaria, Heliotropium y Senecio, los cuales presentan toxinas
naturales, produciendo dafios en el higado como el sindrome de veno-oclusion, dafios
en las ramas pequefias de las venas hepaticas y en casos mas graves puede producir

cirrosis hepaticas D,
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2.2.5. Estudio botéanico de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha)

2.2.5.1 Taxonomia

Se realiz6 siguiendo el sistema de Clasificacion de Cronquist (1981). (Anexo N° 2)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Senecio
Especie: Senecio hyoseridifolius Wedd

Nombre comun: Llancahuasha, céndor-ripa,

llangahuasa.

FIGURA 1: Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha)

Fuente: Herbario Hamilton Beltran 28
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2.2.5.2 Descripcion botéanica

Sufrutice hasta 90 cm de alto; tallo glanduloso-pubescente, estriado. Hojas basales,
peciolos rectos 7-8 cm de longitud anchamente amplexicaules; ldmina runcinada 10-
18 cm de longitud, 2-3.5 cm de ancho: l6bulos subopuestos 15-18pares con borde
dentado, apice agudo, base atenuada ambas superficies glandulos pubescente.
Capitulo discoideo, pedunculado, caliculado; caliculo formado por varias bracteas
lineales glandulosos pubescentes algunas mas grandes que las filarias 25 mm de
longitud 2-3 mm de ancho; pedicelos ca. 2 cm de longitud.; receptaculo alveolado;
involucro hemiesférico 13-15 mm de alto, 30 mm de didmetro, formado por 17-20
filarias folidceas mas largas que las flores 15 mm de longitud y 3 mm de ancho ovados,
apice largamente atenuado penicilado superficie dorsal glandulosa; flores ca. 200,
hermafroditas, amarilla y corola campanulada de 4 mm de longitud. Pentadentado en

cuyo aoice se localiza bolsas oleiferas (29,

2.2.5.3 Distribucion botanica

Esta especie ha sido reportada principalmente en Peru y Bolivia. En nuestro pais
distribuida a 2700-5000 metros de altura en los departamentos de Ancash, Cusco,
Huancavelica, Junin, Lima y La Libertad. En Lima podemos ubicar esta especie en la
provincia de Yauyos (especificamente en el distrito de Laraos) donde podemos
encontrar su vegetacion muy variada y diversa desde arbustos, hierbas y matorrales;
ALl ancahuashao (nombre asignado por | os pobl
estacional; es decir, en épocas de lluvias (diciembre-abril) los campos y montafias se
encuentran cubiertas por esta especie de planta caracteristicas por sus hojas verdes,
largas vy brillantes; en épocas secas o falta de agua (abril-noviembre) la cantidad de
vegetacion disminuye considerablemente y las hojas pierden su Vvitalidad

encontrandose en su mayoria marchitas ¢2).

2.2.5.4 Uso tradicional

E uso principal y popular que | e dan a est a
miembros de las comunidades de regiones altoandinas utilizan las hojas como

emplasto medicinal para aliviar el dolor y la inflamacion en caso de heridas; asi mismo,

las hojas se usan en infusién como antitusigeno en caso de bronquios, neumonia y
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otras enfermedades respiratorias, en maceracion para el acné. De acuerdo al uso que
se le da en diferentes regiones del pais, se sugiere una actividad antimicrobiana para
esta planta. Ademas, el poblador es conocedor de sus efectos toxicos en el higado,
pulmones y riflones en caso de uso excesivo 9,

Los resultados que obtienen los pobladores altoandinos al usar esta planta en el
tratamiento de varias afecciones que padecen son exitosos. Por lo antes expuesto los

pobl adores conocen a esta especie ve@gktal <co

2.2.6 Componentes quimicos presentes en el género Senecio
El género Senecio presenta un gran niamero de especies en nuestro pais, sus usos
ancestrales han sido atribuidos al contenido que presentan al ser analizados; siendo
sus metabolitos principales: compuestos fendlicos tipo flavonoides, ademas de
alcaloides, taninos, terpenos, sesquiterpenos, lactonas, etc, quienes los responsables
de las aplicaciones terapéuticas relacionadas a estas plantas ©3),

2.2.6.1 Flavonoides:

Flavonoide proviene del latin flavus el cual representa el tono amarillo y rojo analogo
a la tonalidad de la miel 9. Los flavonoides pertenecen a un grupo aromatico que
estan generosamente repartidos entre el reino vegetal, y componen la mayor cantidad
de las tonalidades entre amarillo, rojo y azul de las plantas y frutos. Las especies
vegetales que contienen flavonoides presentan pigmentos originarios y caracteristicos
que son capaces de cuidar al organismo del perjuicio provocado por el medio
ambiental, rayos de sol y agentes oxidativos. El hombre es incapaz de producirlos; por
eso, se debe consumir en la alimentacion o en forma de suplemento ©%. En 1930, el
nobel Szent-Gyorgy fue quien descubrié los flavonoides, a partir de la cascara de
limén, obtuvo la citrina con capacidad de regular la permeabilidad de los capilares
sanguineos. Los flavonoides fueron conocidos como vitaminas por su cualidad de
permitir la regularizacién de la permeabilidad capilar y ademas de tener similitud con
la vitamina C; sin embargo, no se pudo confirmar con exactitud su mecanismo de

accion y se abandon6 esta denominacién en los afios 1950 ©6),
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A) Estructura quimica
Los flavonoides se forman biogenéticamente mediante la ruta del acido shikimico y del
acetato-malonato, el primer flavonoide formado es la chalcona, a partir de ésta se
derivan los demas flavonoides con modificaciones que ocurren en diferentes etapas.
Los flavonoides se sintetizan partiendo de 4 moléculas (3 de malonil-CoA y 1 de fenil
alanina), mediante reacciones bioquimicas controladas principalmente por dos
enzimas: chalcona flavona isomerasa y chalcona sintasa. Los compuestos fendlicos
del tipo flavonoides estan formados por 15 carbonos y son de bajo peso molecular, su
estructura esta formado por dos anillos aromaticos fendlicos (A y B) unidos a un anillo
heterociclico de pirano (de acuerdo a los grupos funcionales que presenta se produce
las variedades de flavonoides). La numeracion de los atomos de Carbono es de 2-8

en los anillos Ay C y de 2'-6' en el anillo B, como se muestra en la figura N°2 ¢4,

FIGURA 2: Estructura base del flavonoide
Fuente: Pérez Trueba (2003) 9

B) Caracteristicas generales
Presentan buena solubilidad en agua y etanol, debido a su esencia fendlica y al
presentar anillos aromaticos y conjugados van a tener una intensa absorcion en la luz
ultravioleta y visible en el espectro. Una clasificacion preliminar de los tipos de
flavonoides en un extracto de alguna planta, puede realizarse en base inicialmente a
un estudio de solubilidad y la aplicacion de pruebas de coloracion (marcha fitoquimica);

seguido por pruebas de cromatografia realizadas del extracto y/o del extracto
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hidrolizado. La separacion, identificacion y elucidacion estructural puede realizarse por
procedimientos cromatograficos y espectroscopicos (6).

Los flavonoides por sus diferentes tonalidades fueron empleados durante muchos
afnos como colorantes de lana, actualmente se usa como conservadores de grasas o
jugos de frutas debido a la capacidad antioxidante que poseen algunas
polihidroxiflavonas. Cabe resaltar que se usan como edulcorantes a los glucésidos de

dihidrochalconas y como veneno para insectos a la rotenona 9,

C) Clasificacion
Segun sus caracteristicas estructurales y por el lugar de sus sustituyentes en los

carbonos 35 C4 C3, se pueden encasillar segun la tabla N° 1.

Tabla N°1: Clasificacion de flavonoides segun su estructura

Nombre Estructura quimica Ejemplo
o N
Antocianidinas G = Antocianidina
OH
Antocianidina
e
Flavanol G Catequina
OH
Flavanal
Flavonas o g
G | Diosmetina
[a]
Flavonoles Quercetina
Flavonol

Fuente: Christopher Isaac et al. (2009) ),
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D) Fuentes de flavonoides
Por lo general, se hallan en frutas, verduras, semillas y flores los que pueden ser parte
de la dieta; también se puede unir a vitaminas y algunos minerales para tomarse de
forma suplementaria. Ademas, los podemos encontrar en la sintesis de plantas como
el ardndano, Ginkgo Biloba, Cardo Mariano o Crataegus. La ubicacion principal de
estos flavonoides se encuentra en las hojas; Sin embargo, la cebolla presenta gran

cantidad de quercetina 4'-D-glucésidos 17, simbolizando una inusual excepcién ©6),

E) Propiedades bioldgicas
Los flavonoides son moléculas capaces de suprimir la formacion de radicales libres al
formar complejos con iones de metales pesados como Fe*3, Cu*?, Zn*?: los cuales son
capaces de catalizar muchos procesos y sobre todo transportar electrones para
eliminar radicales libres. Los flavonoides tienen una gran capacidad antioxidante ya
que son capaces de depurar Oxigeno reactivo que se encuentra en formas de
radicales hidroxilos, peréxidos lipidicos (hidroperéxidos) y aniones superéxidos; esto

gracias a tener grupos hidroxilos conformando su estructura ¢4,

Se reportan efectos farmacoldgicos diversos para los flavonoides, tales efectos van a
depender de los radicales o grupos funcionales que presenta su molécula base.
Investigaciones realizadas destacan su actividad sobre el sistema cardiovascular en la
disminucién significativa de la fragilidad en los capilares y previniendo la formacién de
varicosidades (bioflavonoides del género Citrus: rutina y derivados); asi mismo,
pueden actuar como dilatadores de las coronarias (proantociandinas de Crataegus,
Arnica y Gingko), espasmoliticos (glicésidos de apigenina) y como antihepatotdxicos

(silimarina de Silybum ) G7).

F) Propiedad antimicrobiana
La capacidad antimicrobiana de los flavonoides ha sido reconocida en diversos
estudios. En la actualidad se ha logrado aislar e identificar la estructura de flavonoides
que tienen efecto antimicrobiano; por ejemplo: apigenina, galangina, pinocembrina,
naringina, naringenina, galato de epigalocatequina y sus derivados, 7-O-glucésido de
luteolina, quercetina, 3-O-metilquercetina y varios glicosidos de quercetina 9,
Algunos flavonoides aumentan considerablemente su accion antimicrobiana junto
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otros agentes antimicrobianos; por ejemplo, se ha acomplejado 5-hidroxi-7,4-
dimetoxiflavona con un nimero de metales de transicion y se ha evidenciado que este
proceso aumenta la actividad antimicrobiana ©9. Diferentes estudios han informado de
un mayor efecto antimicrobiano de la 3-metilenflavanonas cuando el anillo B contenia
bromo o cloro como sustituyentes “9. Una investigacion reporté que 2, 4- o 2, 6-
dihidroxilacion del anillo B y 5,7-dihidroxilacion del anillo A en la estructura flavanona
era importante para actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina “Y, En diversas investigaciones se reportaron la actividad de diferentes
flavonoides incluyendo flavonas, flavanonas, isoflavonas e isoflavanones basado en el
método de difusion en agar disco de papel “2. Un estudio de investigacion examind
dos isoflavonas con grupos hidroxilo en las posiciones 5, 2 y 4 usando un ensayo de
dilucion en agar, donde se detectd y reporté actividad frente a una amplia gama de
estreptococos, y se dedujo que la hidroxilacion en la posicion 2 es fundamental para

la actividad antimicrobiana (3.

2.2.7. Descripcioén de cepas bacterianas

Division septum
Outer membrane

Pcpﬁdoglycon Mescsome
(Capsule) layer

lnclusiorx/\ R |’
body /_,,' e

(Copsule)

Cytoplasmic
_ membrane

Inclusion
body

Peptidoglycon
layer

Porin
profeins

Cytoplasmic
membrane Periplasmic
spoce

(Flagellum)

Surfoce proteins

/
(Flogeliom) GRAM POSITIVE GRAM NEGATIVE

Figura N° 3: Estructuras de Gram positivas y Gram negativas

Fuente: Patrick R, et al. Microbiologia médica (2009) “4).
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Tabla N°2: Diferencias entre una bacteria Gram positiva y otra Gram negativa

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Presenta una pared celular interna y una
pared de peptidoglucano.

Presenta una pared celular mas
compleja: pared celular interna, pared de
peptidoglucano, bicapa lipidica externa.

No presenta membrana externa

Membrana externa: saco  rigido
alrededor de la bacteria, mantiene
estructura y es barrera impermeable a
macromoléculas, brinda proteccion en
situacion de peligro.

No tiene espacio periplasmético

Espacio periplasmatico: espacio entre la
superficie externa de la membrana
citoplasmatica y la interna de Ila
membrana externa.

La red de mureina estad muy desarrollada
y llega a tener hasta 40 capas.

La red de mureina presenta una sola
capa

La penicilina mata a las gram positivas,
ya que bloquea la formacion de enlaces
peptidicos entre las diferentes cadenas
del peptidoglucano

La penicilina no mata a las Gram
negativas, a causa de la capa de
lipopolisacaridos situada en la parte
externa de la pared celular.

No contiene LPS

Contiene LPS: estimulador  de
respuestas inmunes: activa células B,
liberacion de IL, FNT, IL 6 por
macréfagos.

En la tincion de Gram, retienen la tincidon
azul

Quedan decoloradas.

Conservan el complejo yodocolorante

Pierden el complejo yodocolorante

Son esporulantes y no esporulantes,
como Streptococcus, Cisteria, Frankia.

Pueden ser anaerobios o aerobios

Poseen otros componentes: acidos
teicoicos y lipoteicoicos, y polisacaridos
complejos.

Poseen proteinas con concentraciones
elevadas.

Fuente: Patrick R, et al. Microbiologia médica ¢4
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2.2.7.1. Bacterias Gram Positivas:

A) Staphylococcus aureus:

Pertenece a la familia Staphylococcaceae. Son cocos Gram positivos, cuyas células
miden aproximadamente 0.5-1.5 ym de diametro, se encuentran microscopicamente
agrupados en parejas, cadenas o racimos. La mayoria de los estafilococos producen
catalasa, siendo esta capacidad la que lo diferencia de los géneros estreptococos y
enterococcus, los cuales no producen catalasa. Las especies forman sus colonias en
una zona especifica del huésped. Actualmente se han reportado 35 especies y 17
subespecies en el género Staphylococcus. Los estafilococos son organismos
oportunistas con una gran capacidad de adaptacion, razén por la cual son muy
patdgenos, poseen la facultad de infectar, invadir y replicarse, por su facil propagacion
se puede transmitir de una especie a otra, por ejemplo, humano-animales y viceversa.
En caso de patogenicidad en humanos por estafilococos puede afectar piel, huesos,
organos internos. En las dUltimas décadas, la incidencia de infecciones por
Staphylococcus ha aumentado de una manera significativa y alarmante, sobre todo las
infecciones producidas por Staphylococcus aureus, que es una especie bacteriana
muy comun y debido a su féacil diseminacién ha evolucionado mucho desde su
aparicion. Asi pues, las enfermedades provocadas por este microorganismo ya sea
directamente o por accion de sus toxinas pueden ser muy variables, produciendo
desde procesos poco importantes hasta infecciones causantes de mortalidad. Los
mecanismos de propagacion se presentan por el consumo de alimentos contaminados
con la bacteria o sus toxinas; ademas es transmisible por contacto con personas,
animales y/o elementos contaminados, presentdndose principalmente por
contaminacion de heridas y mucosas. Esta bacteria es responsable del aumento de
incidencias de bacteriemias nosocomiales.

S. aureus es capaz de invadir cualquier 6rgano o tejido y causar infecciones por
colonizar piel y mucosas (foliculitis, forunculosis, impétigo, conjuntivitis, etc)
habitualmente en fosas nasales, laringe, periné y region inguinal, de forma permanente
o intermitente. También produce infecciones internas de gravedad en huésped con
disminucion de defensas, llegando a provocar meningitis, artritis séptica, endocarditis,

osteomielitis y neumonia, llegando a poner en riesgo la vida del paciente. Es el
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responsable del 13-19 por ciento de las neumonias intrahospitalarias junto con P.
aeruginosa. El tratamiento de estas infecciones es algo muy complejo debido a la
aparicion de cepas que han desarrollado mdultiple resistencia a los antimicrobianos o
antibiéticos. En el afio 1961 se realizé en Inglaterra el primer aislamiento de S. aureus
resistente a la meticilina (MRSA) y en el afio 2002 se reporté en Estados Unidos la
primera cepa de S. aureus con resistencia a la vancomicina (VRSA). Actualmente se
necesita una implementacion en la vigilancia de la resistencia de antibiéticos y en las

politicas de uso de antibiéticos en servicios de consulta externa y emergencia ).

B) Staphylococcus epidermidis:

Es una bacteria oportunista, coagulasa negativa, no es pigmentado, no fermenta
manitol, sensible a la novobiocina, suele ser sapréfita y formar parte de flora normal
de la piel. Por mucho tiempo fue considerado un agente bacteriano inocuo; sin
embargo, su patogenicidad se presenta al producir infecciones en personas que se
encuentren inmunodeprimidos y en pacientes que han sido sometidos a operaciones
quirtrgicas donde se ha implantado algun tipo de dispositivo médico (catéteres
endovasculares o venosos centrales, valvulas cardiacas y proétesis articulares).
Actualmente su importancia de estudio radica en que el 30-47% de las infecciones
antes mencionadas son causadas por esta bacteria. Staphylococcus epidermidis es
una bacteria que tiene polisacaridos en su capa externa, el cual se une fuertemente al
material que estan elaborados los dispositivos médicos, causando biopeliculas que se
desarrollan provocando infecciones muy graves como endocarditis en pacientes con

valvulas cardiacas %),
2.2.7.2. Bacterias Gram Negativas:

A) Escherichia coli:

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, bacilo Gran-negativo no esporulado,
anaerobio facultativo, catalasa positiva, oxidasa negativa, movil con flagelo o inmovil.
Considerado una bacteria que coloniza con gran facilidad y rapidez el aparato digestivo
produciendo varias patologias infecciosas de indole gastrointestinal, representa mas
del 80 por ciento de todos los bacilos Gran-negativo aislados en los laboratorios.

Existen cepas especiales de E. coli que ocasionan infecciones de vias urinarias y otras
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que causan diarrea, estas cepas se clasifican como: enterotoxigena (ETEC),
enteropatdgena (EPEC), enteropenetrante (EIEC) y enterohemorragica (EHEC). La
ETEC es la causa frecuente de diarrea acuosa en lactantes y la principal causa de
diarrea del viajero. Esta infeccion se produce al consumir alimentos o0 agua
contaminada con heces, los microorganismos ETEC colonizan el intestino delgado
donde se adhieren a la mucosa, las infecciones gastrointestinales causadas por
Escherichia coli pueden tener complicaciones y llegar a ser muy graves “7),

B) Pseudomonas aeruginosa

Pertenece a la familia Pseudomonaceae, bacteria Gran-negativa, aerobica,
generalmente de apariencia in vitro blangquecina perlada fluorescente, puede crecer a
42°C. P. aeruginosa actla como agente oportunista y capaz de soportar situaciones
climaticas extremas; ademas, esta asociada con la contaminacion de fuentes comunes
como agua, antisépticos y equipos meédicos; es una especie bacteriana que
responsable de patologias extra e intrahospitalarias, resistente a muchos tratamientos
antimicrobianos “8. Los pacientes que se encuentran con inmunosupresion,
enfermedades pulmonares, asi como aquellos que han sufrido quemaduras severas,
neutropenia inducida por quimioterapia son los mas vulnerables. Sin embargo, se han
aislado colonias de esta bacteria en las heces de personas sanas desde un 2 a 8 por
ciento, lo que demuestres que tenemos contacto con esta bacteria y va depender cémo
se encuentre el sistema de defensa del individuo para que se pueda desarrollar la

infeccion “49),

2.2.8. Actividad Antimicrobiana

Capacidad que tiene un medicamento sintético o un fitofarmaco de inhibir el
crecimiento microbiano. Las moléculas quimicas que poseen este efecto
antimicrobiano son ampliamente estudiadas e investigadas con la finalidad de controlar
y suprimir las enfermedades provocadas por microorganismos patdgenos. Las plantas
son muy importantes fuentes de nuevos metabolitos secundarios potencialmente utiles
y aplicables aun en estos tiempos. Algunos de los metabolitos responsables de los
efectos terapéuticos de las plantas son: alcaloides, flavonoides, terpenoides y

guinonas, que presentan propiedades antimicrobianas in vitro (Tabla N°3).
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Actualmente, cientos de todos los farmacos dispensados en diferentes paises tienen
origenes de plantas medicinales; sin embargo, pocos principios activos obtenidos de
estas plantas estan destinados a usarse como antimicrobianos ©9. El uso de productos
naturales como terapia en las enfermedades data de mucho tiempo atras y segun
reportes la poblacion mundial s6lo se usa el 1-10 por ciento de la totalidad de especies
de plantas que hay en la tierra, la mayor parte de las plantas se usan para consumo y
una pequefia porcion son estudiadas y usadas con fines terapéuticos ®V, La deteccion
y aislamiento de los constituyentes quimicos relativamente complejos de las plantas
permite conocer los metabolitos secundarios que éstas poseen y le sirven de
mecanismo de defensa frente a la depredacion por microorganismos, insectos y
herbivoros. Los compuestos fendélicos son los compuestos fitoquimicos mas simples y
cuya estructura estd formada por un solo anillo fendlico sustituido. ElI Catecol, el
pirogalol y los &cidos cinamicos y cafeico son los compuestos que representan a los
fenoles y heterdsidos fendlicos. Las plantas que producen estos compuestos son la
gayuba (Arctostaphylos uva ursi), el tornillo (Thymus vulgaris) y la manzanilla
(Matriarca chamomilla) y contienen como principio activo a la arbutina, que por muchos
afnos ha sido usado como tratamiento eficaz contra bacterias y hongos, especialmente
en casos de las infecciones urinarias. EI mecanismo de accién de los compuestos
fendlicos supone una toxicidad frente a los microorganismos al producir probablemente
inhibicion enzimatica, mediante reacciones sulfihidrilo o por interacciones no
especificas con proteinas; esta toxicidad se relaciona con la presencia de los grupos
hidroxilos, por ejemplo, Catecol es un compuesto dihidroxilado, mientras que pirogalol
es un compuesto trihidroxilado, la toxicidad ser4 mayor de acuerdo al niumero de
grupos -OH 2, Los flavonoides son compuestos fendlicos que pueden contener en su
estructura grupos funcionales como los hidroxilos y estan unidos a un anillo aromatico,
son producidas por las plantas como respuesta a alguna infeccién bacteriana. Su
actividad frente a microorganismos se debe probablemente a que forman complejos
con proteinas solubles y extracelulares, ademas forman complejos con las paredes
celulares microbianas y los flavonoides lipéfilos son capaces de producir ruptura en las

membranas de los microorganismos 2,
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Tabla N°3: Principales compuestos antimicrobianos de las plantas

Clase Subclase Ejemplo(s) Mecanismo
Fendlicos Fenoles Simples | Catecol Privacion del substrato
Epicatequina | Destruccion de la membrana
Acidos Fenolicos | Acido cinamico
Quinonas Hipericina Enlazar adhesinas formando complejos
con la pared, inactiva enzimas
Flavonoides Crisina Enlazar adhesinas
Flavonas Abyssinone | Formar complejos con la pared celular
Inactiva enzimas
Inhibir la transcriptasa inversa del VIH
Flavonoles Totarol
Taninos Elagitanino Une a las proteinas
Enlazar adhesinas
Inhibicion de enzimas
Privacién del substrato
Formar complejos con la pared celular
Destruccion de la membrana
Formar complejos con el i6n metalico
Cumarinas Warfarina Interaccion con el ADN eucariota
(actividad antiviral)
Terpenos, Capsaicina Destruccion de la membrana
aceites
esenciales
Alcaloides Berberina Intercalarse en la pared celular y/o ADN
Piperina
Lectinas y Manosa Bloquea la fusion viral o adsorcién
polipéptidos especifica-
Aglutina
Fabatin Forma puentes disulfuros
Poliacetilenos 8S-Heptadeca-2(z),
9(z2)-dieno-4,6-diino-
1,8-diol

Fuente: Murphy. Plant products as Antimicrobial Agents (1999) ©3).

2.2.9. Metodologias para evaluar la actividad antimicrobiana.

Existen diversos métodos in vitro para evaluar la actividad antibacteriana de un
extracto; sin embargo, esta puede depender de factores como la sensibilidad del
microorganismo y la solubilidad del agente antibacteriano. Tenemos los siguientes

meétodos para evaluar la actividad antimicrobiana:
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2.2.9.1. Método de difusién:

La técnica esta basada en el método descrito por Bauer et al., (método de Kirby-
Bauer). Segun Kirby-Ba u e r i e s tbascane&dblecgrp en forma cualitativa y
cuantitativa | a susceptibilidad de | as.
Fue estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, (National Committee for Clinical Laboratory Standards) de

Estados Unidos ©4),

El método de difusidon en agar es conocido también como la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusion y establece en forma cuantitativa, la
actividad antimicrobiana de las sustancias en estudio frente a cepas bacterianas
comunes o aislados de alguna patologia infecciosa. EI método esta basado en la
relacion que existe entre la concentracion de la sustancia (necesaria para inhibir una
cepa bacteriana) y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de
agar con un medio de cultivo adecuado, sembrado homogéneamente con la cepa
bacteriana y sobre la cual se forma un pozo donde se agrega una cantidad conocida
de la sustancia en estudio. En el caso de evaluar varias sustancias los pozos deben
formarse en forma equidistante. La incubacion se realiza a una temperatura adecuada
por 24 horas luego se mide el halo de inhibicibn y se comparan los efectos
antimicrobianos de las distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el
antibiético control. La lectura de los resultados representa la actividad in vitro de la
sustancia. Las lecturas de los halos de inhibicién estan clasificadas en categorias de
interpretacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos establecidas por el
NCCLS, la clasificacidn es la siguiente: sensible (S), intermedia (I) o resistente (R). Es
necesario tomar en cuenta que el tamafio del halo de inhibicién es influenciado por
multiples factores como el medio de cultivo en que se realiza la prueba, la capacidad
de difusion del compuesto, cantidad de inoculo, tiempo de generacion del
microorganismo, sensibilidad al antibidtico, y periodo de incubacion. Cualquier
alteracion de alguno de los factores puede alterar el resultado de la prueba; sin
embargo, al usar un procedimiento estandarizado es posible obtener resultados

veraces y confiables 4.
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2.2.9.2. Método de dilucion:

Es el método que sirve para determinar la sensibilidad antimicrobiana por dilucién,
usado para establecer la cantidad minima de agente antimicrobiano, que después de
24 horas de incubacion, es capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos

(concentracion minima inhibitoria CMI y la concentracién minima bactericida CMB) ¢4),

En la técnica de dilucién en caldo, se usan microplacas (microdilucién) que contienen
concentraciones crecientes de la sustancia antimicrobiana en estudio (ejemplo:
extracto vegetal). La bacteria es inoculada en los pocillos de las microplacas y la MIC
es determinada después 24 horas de incubacién. En la lectura de resultados se
examinar la bacteria crece 0 no en cada una de los pocillos. El método de microdilucion
en caldo es una técnica muy Util para establecer MIC, en un gran nimero de muestras.
La ventaja sobre los métodos de difusion radica en el aumento de la sensibilidad para
cantidades pequefias, lo cual es importante cuando se trabaja con extractos de

plantas, ademés permite diferenciar entre una actividad bactericida o bacteriostéatico
(55),

2.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS
2.3.1 Hipotesis general

El extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha)
presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa.

2.3.2 Hipoétesis Especificas

1- El extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) presenta metabolitos secundarios posibles responsables de la

actividad antimicrobiana.

2- El extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad antimicrobiana

in vitro frente a cepas de Escherichia coli.
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3- El

extracto etanodlico de

las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd

(Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad antimicrobiana

in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4- El

extracto etandlico de

las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd

(Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad antimicrobiana

in vitro frente a cepas de Staphylococcus epidermidis.

5- El

extracto etandlico de

las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd

(Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad antimicrobiana

in vitro frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa.

2.4 VARIABLES

2.4.1 Tabla de Operalizacion de Variables

Tabla N° 4: Operalizacion de variables

VARIABLE DIMENSION INDICADOR ESCALA

Variable Independiente -Presencia de metabolitos
Extracto etandlico de las secundarios: flavonoides, - 25%
hojas de Senecio | Fitoquimica | alcaloides -50%
hyoseridifolius Wedd -Concentraciones del -100 %
(Llancahuasha). extracto etandlico.

-Diametro  del halo de | - Milimetros
Variable Dependiente Microbiolégica | inhibicion de didmetro
Actividad antimicrobiana -Concentracion minima | - pg/mL

inhibitoria (CMI)

Fuente: Elaboracion propia
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24.2

Marco Conceptual

Bactericida: Tienen la caracteristica de matar la bacteria, su actividad

terapéutica es inalterable (6),

Bacteriostatico: Es aquello que impide la multiplicacion bacteriana, la cual se

reinicia de una vez que se detiene la medicacion ©7).
Cepa: Conjunto de bacterias que son producto de una misma especie 8.

Colonia: Multiplicacién bacteriana en medios de desarrollo adecuado, a partir

de una célula bacteriana madre 8,

Concentracion: Cantidad de un soluto contenida en una cantidad determinada
de solvente 0 en una cantidad determinada de solucion 9.

Disco de sensibilidad: Placas en forma de disco que contienen algin agente

antimicrobiano, usado para pruebas de sensibilidad microbiana 8,

Droga vegetal: Totalidad o porcién vegetal crudo (raiz, tallos, hojas, frutos, etc)

usado como medio terapéutico €9

Escala McFarland: Es una técnica de medicion de turbidez, su utilidad es
destacada para crecimiento de microorganismos como medida de la

concentracion celular €9,

Extracto vegetal: Producto que se obtiene al someter alguna parte de la planta
a diversos procesos fisicos, quimicos o microbiol6gicos que permiten extraer

principios activos Utiles €9,

10.Incubacién: Conservacion de cultivos bacterianos brindandoles un ambiente

propicio para para su crecimiento y multiplicacion 8,

11.In6culo: Muestra de un cultivo bacteriano que es trasladado a un medio de

cultivo ©9),
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12.Maceracién: Técnica de extraccion solida (parte o totalidad de una especie
vegetal)-liquida (agua, alcohol, aceite, etc) que se utiliza para separar principios

activos 62,

13.Medicina tradicional: Conjunto de conocimientos y tradiciones ancestrales

sobre tratamientos terapéuticos basado en especies vegetales 62).
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CAPITULO Ill: METODO

3.1 Tipo de estudio
Descriptiva, basica y transversal.

3.2 Disefio a utilizar

El disefio es experimental-in vitro, donde se determind los principales metabolitos
secundarios presentes en la muestra vegetal y la sensibilidad antimicrobiana de la
muestra. Es decir, se realiza una medicion de la variable independiente y dependiente.

3.3 Poblacion vegetal
100 plantas por m? de Senecio hyoseridifolius Wedd. (Llancahuasha) en el distrito de

Laraos, provincia de Yauyos, departamento de Lima.

3.4 Muestra vegetal
La muestra es 3500 gramos de hojas frescas de Senecio hyoseridifolius Wedd

(Llancahuasha).

3.5 Poblacion de cepas bacterianas
Cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y

Pseudomonas aeruginosa.
3.6 Muestra de cepas bacterianas

- Escherichia coli ATCC 25922

- Staphylococcus aureus ATCC 33591

- Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Para la presente investigacion se uso la técnica de observacion y posteriormente se

registraron los datos en fichas de observacion ad-hoc:

- Fichas de observaciéon ad-hoc: prueba de solubilidad (Anexo N°3).

- Fichas de observacién ad-hoc: marcha fitoquimica (Anexo N°4).

- Fichas de observacion ad-hoc: actividad antimicrobiana: método de difusion en agar

(Anexo N°5) y método de microdilucion colorimétrica en microplaca (Anexo N°6).

3.7.1 Equipos, materiales, reactivos e insumos

3.7.1.1 Equipos

T

= =4 =4 A4 -4 -4 -4 -2

Autoclave (ALP MC-30 LDP)

Bafio Maria

Balanza analitica (sartorius cpa2245)

Balanza digital (OHAUS PIONEER)

Cabina de flujo laminar TELSTAR
Espectrofotometro UV-visible (SHIMADZU 1900)
Estufa (L-C OVEN 0-200 °C)

Incubadora (INCUCELL LSIS-B2V/IC 55)

Mechero Bunsen

3.7.1.2 Materiales

=

=4 =4 4 4 A4 -4 A4 -5

Asa de Drigalsky

Beackers de vidrio 50, 100 mL
Baguetas

Capilares para cromatografia
Celdas de cuarzo.

Cromatofolios con silicagel GF 254
Cuba cromatografica

Discos vacios para difusion en placa
Embudos

Frascos ambar (capacidad 3L)
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=4 =4 A 4 4 -4 A4 -4 -5 -4 -4 -4 A A A4 A

Fiolas de 10mL

Matraces de vidrio 50, 250, 500 mL
Micropipetas de vidrio 20-200 pL y 0.5-5 mL
Mortero

Papel filtro whatman N° 40

Pinza punta plana

Pipetas de 1,2, 5, 10 mL

Placas de poliestireno de 96 pozos (BRAND)
Placas Petri estériles

Probetas de vidrio de 50, 100, 250 mL,
Puntas para micropipeta de 20-200 pL y 0.5-5 mL.
Rayadores de acero inoxidable.

Recipiente de plastico.

Tips

Vaso precipitado de vidrio

Vernier

Viales de vidrio estériles

3.7.1.3 Reactivos y solventes

Reactivos (QP):

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

Acido clorhidrico (HCI) 50 %
Acido sulfarico (H2S04) 10%
Agua destilada

Amoniaco (NH3)

Cloruro férrico

Dimetilsuféxido DMSO (Merck)
Metoxido de sodio (CH30ONa)
R. Gelatina 1%

R. Hidroxido de sodio

R. Ninhidrina 1%
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R. Shinoda

R. Mayer

R. Dragendorff.

R. Wagner

Resazurina (Sigma-Aldrich, USA)

Tricloruro de aluminio (AICI3) 5%

= =4 A A4 4 A

Tricloruro férrico (FeClI3) 1%

Solventes:
Acetato de etilo
Benceno
Cloroformo
Diclorometano
Metanol

Etanol 96°

=4 =4 4 A -4 -

3.7.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
La presente investigacion se realiz6 siguiendo el diagrama de flujo de la Figura N°4.

Recoleccion de la muestra

Seleccion, lavado, secado y triturado

}

Maceracion

285 g de hojas en 2200 mL de etanol
967 por 7 dias

Evaporacion del solvente

Extracto etanolico

\

Ensayos fitoquimicos y cromatograficos Ensayos Microbiologicos
Prueba de solubilidad. - Método de difusion en agar.
Marcha fitoguimica. - Método de microdilucion
Cromatografia en capa fina analitica. colorimétrica en microplaca.

Cromatografia en capa fina preparativa.
Elucidacion estructural de flavonoides
por espectroscopia UV-vis y con
reactivos de desplazamiento.

Figura N°4: Diagrama de flujo del procedimiento experimental

Fuente: Elaboracion propia
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3.7.2.1 Recoleccion del material botanico:

Se recolect6 3500 gramos de hojas frescas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) del distrito de Laraos en la provincia de Yauyos, departamento de
Lima. La recoleccion de la especie se realizdé en el mes de febrero de 2019. (Anexo
N°7). Un ejemplar completo de la planta fue identificado y clasificado taxonomicamente
segun Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981 por el biélogo Hamilton Beltran
(Anexo N°2).

3.7.2.2 Tratamiento del material botanico

1 Seleccion y lavado: Se realizé una cuidadosa seleccion de hojas, luego se
limpiaron mecénicamente y se lavaron con abundante agua potable, para

posteriormente enjuagar con agua destilada.

1 Secado: Durante 3 dias se realiz6 secado natural al aire libre bajo sombra y

luego se llevd a secar a una estufa a 40 °C por 7 dias.

1 Triturado y pesado: Se procedio a triturar las hojas secas por medio mecanico

(triturado con la mano) y el peso de hojas trituradas fue de 285 gramos.

3.7.2.3 Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius
Wedd (Llancahuasha).

La preparacion del extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha) se realizé por el método de maceracion, en un recipiente de vidrio
ambar de boca ancha de 3 Litros de capacidad, se colocaron 285 gramos de hojas de
Llancahuasha trituradas. Luego se agreg6 alcohol etilico de 96° hasta cubrir la muestra
(2 cm por encima de la muestra), usando un total de 2200 mL de alcohol etilico. Se
dejé en reposo por un periodo de 7 dias con agitacion peridédica de 10 minutos, dos
veces al dia. Culminada el tiempo de maceracién, se filtr6 el total de la solucion
utilizando algodon y gasa por un tiempo aproximado de 90 minutos. Al liquido filtrado
se le llamo extracto etandlico. Finalmente, el extracto se coloco en un recipiente de
vidrio y se llevé a la estufa a 40 °C hasta obtener un extracto seco de peso de 76.9

gramos. (Anexo N° 9)
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3.7.2.4 Ensayos fitoquimicos

A) Prueba de solubilidad:

1. A7 tubos de ensayo se colocé una muestra de 5 mg del extracto seco.

2. Luego se adicion6 a cada tubo 1 mL de solventes diferentes a analizar y se agito

hasta observar. (Anexo N° 10)

Tabla N° 5: Tabla de solventes ordenados de acuerdo a su polaridad

SOLVENTES
Benceno | Diclorometano Cloroformo Acetato de etilo Metanol | Etanol | Agua
No Polar Poco Polar Medianamente Medianamente Polar Polar | Polar

Polar

Polar

b) Marcha Fitoquimica:

Fuente: Investigacion fitoquimica, Olga Lock (3

Para la deteccion de los compuestos quimicos, se realizan las reacciones de

precipitacion y coloracion.

Muestra problema: extracto etandlico seco.

Reactivos: Gelatina 1%, Nihidrina, Dragendorff, Mayer, tricloruro férrico, hidroxido de

sodio, Shinoda.

Procedimiento:

En un tubo de ensayo se coloc6 5 mg del extracto seco, se adicioné 7 mL de etanol y

se agité por 2 minutos. Luego se distribuyé en 7 tubos de ensayo y se afadieron

reactivos segun lo descrito por Lock (79,

Taninos: 1 mL de muestra + 2 gotas de reactivo gelatina al 1%.

Aminoacidos libres: 1 mL de muestra + 2 gotas de reactivo Ninhidrina.

Alcaloides: 1 mL de muestra + 2 gotas del reactivo Dragendorff.
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1 mL de muestra + 2 gotas del reactivo Mayer
Compuestos fendlicos: 1 mL de muestra + 2 gotas de FeCI3
Quinonas: 1 mL de muestra + 2 gotas del reactivo Hidroxido de sodio

Flavonoides: 1 mL de muestra + cintas de Mg + gotas de HCI concentrado
Agitar y observar (Anexo N° 11)
3.7.2.5 Ensayos cromatogréficos

A) Cromatografia en capa fina analitica
Muestra Problema: extracto etanolico seco.
Fase Movil: acetato de etilo: metanol (3:1)

Fase Estacionaria: placas cromatograficas de Silica gel Geo Merck (7x2.5 cm).

Soluciéon de reactivos reveladores: FeCls al 1% (presencia de compuestos

fendlicos), NHs (presencia de flavonoides) y Dragendorff (presencia de alcaloides).
Procedimiento:

- Se coloc6é una muestra del extracto seco en un tubo de ensayo donde se le
afiadié metanol para disolverlo, seguidamente con un cromatofolio se procedio
a sembrar, agregando muestra problema en dos puntos equidistantes en cada
cromatoplaca (se sembraron 3 cromatoplacas).

- Las cromatoplacas fueron dejadas en una camara cromatogréfica, en donde la
fase movil recorrié hasta tres cuartas partes de la fase estacionaria, el tiempo
de recorrido de las muestras fue de 50 minutos. Terminado el recorrido sacamos
la placa de la cubeta y esperamos a que seque.

- Luego se revelaron las placas mediante una lampara de luz UV a longitudes de
onda de 254 nm y 365 nm para observar.

- Finalmente se revelaron las placas con los reactivos reveladores: FeCl3 1%,

NH3 y Dragendorff para identificar metabolitos secundarios. (Anexo N°12)

37



B) Cromatografia en capa fina preparativa

Muestra Problema: extracto etandlico seco.

Fase Movil: acetato de etilo: metanol (60:20)

Fase Estacionaria: placas cromatograficas de Silica gel Geo Merck (20x5 cm).

Procedimiento:

Se colocd una muestra del extracto seco en un tubo de ensayo donde se le
afladié metanol para disolverlo, seguidamente con un cromatofolio se procedio
a sembrar, agregando muestra problema en dos puntos equidistantes en la
cromatoplaca (5 veces en cada punto).

La cromatoplaca fue dejada en una cadmara cromatografica, en donde la fase
movil recorrié hasta tres cuartas partes de la fase estacionaria, el tiempo de
recorrido de las muestras fue de 75 minutos. Terminado el recorrido sacamos
la placa de la cubeta y esperamos a que seque.

Finalmente se revelaron las placas mediante una lampara de luz UV a

longitudes de onda de 254 nm y 365 nm para observar. (Anexo N° 13)

C) Elucidacion estructural de Flavonoides mediante espectroscopia UV-vis y con

reactivos de desplazamiento.

Separamos las manchas de la placa cromatografica usada en la cromatografia
preparativa, a través, de raspado y se obtuvo 10 fracciones de silica gel.

Cada fraccidén de silica gel obtenida, se disolvié en un beacker con 5ml de etanol
y se obtuvo 10 soluciones disueltas en etanol.

Filtramos cada solucién y luego fueron almacenadas en viales para su posterior
lectura (cada solucién filtrada fue denominada como Muestra: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10)

Se llevé cada muestra al espectrofotometro UV-vis a una longitud de onda de
200- 400 nm y se evidencio presencia de compuestos quimicos (flavonoides)
en las muestras: 3, 5, 7, 8, 9, 10.
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- Posteriormente se realizd elucidacion estructural de flavonoides mediante
espectroscopia UV-vis con reactivos de desplazamiento:

1. A cada muestra se agrego 3 gotas de Metdxido de sodio (CH3ONa), luego
se llevo al espectrofotometro UV-vis a una longitud de onda de 200-400 nm
para su lectura correspondiente.

2. Luego a otra alicuota de cada muestra se agreg6 3 gotas de AICIz 5% y 3
gotas de HCI 50%, se llevo al espectrofotometro UV-vis a longitud de onda

de 200-400 nm para su lectura correspondiente.

3.7.2.6 Metodologia para determinar la actividad antimicrobiana

Los ensayos microbiolégicos se realizaron bajo la supervisibn y asesoramiento
académico de la docente Dra. Q.F Maria Elena Salazar Salvatierra, en los laboratorios
de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

A) Método de difusién en agar:

La determinacion de la sensibilidad antimicrobiana se realiza mediante el método de
Kirby-Bauer o conocido como método de difusién en agar. Este método valora la
capacidad inhibitoria de un antimicrobiano frente a bacterias patdgenas. El diametro
en milimetro del halo de inhibicién que forma el antimicrobiano (por ejemplo, el extracto
vegetal) después de 18-24 horas de incubacién revela su facultad para impedir el
crecimiento de determinadas cepas bacterianas ¢4,

a.1l) Microorganismos
Se realizaron los ensayos experimentales con 4 cepas de microorganismos.
1 Escherichia coli ATCC 25922
71 Staphylococcus aureus ATCC 33591
1 Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15448

a.2) Preparacién del in6culo
Las 4 cepas de microorganismos en estudio se encontraban en reserva criogénica a -

80°C, fueron incubadas a 37°C por 24 horas en placas de agar tripticasa soya (TSA).
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Luego se tomo una cantidad de colonias de microorganismos y en tubos de ensayos
se diluyo con solucion de suero fisioldgico estéril 0.9%, hasta obtener una solucién con

un patrén de turbidez similar a 0.5 de los estandares de Mac Farland (1.5x108 UFC/mL).

a.3) Preparacion de las placas
El agar Mueller-Hinton fue previamente reconstituido con agua destilada segun
indicaciones del fabricante. Luego se realizé la esterilizacion del agar mediante el
autoclavado a 121°C y 15Ib/pg? durante 15 minutos. Posteriormente se dej6 enfriar y
se mantuvo en bafio maria a 45°-50°C. Cada 100 mL de agar fue inoculado con 1 mL
del inéculo bacteriano preparado (1.5x108 UFC/mL). Se usé placas Petri esterilizadas
de 90 mm de didmetro y el agar homogenizado e inoculado fue distribuido en estas
placas a razon de 20 mL por placa, luego se dejé enfriar y secar para rotular cada
placa con los nombres de los microorganismos en estudio. Finalmente, en condiciones
estériles y usando un sacabocado de acero (11 mm de diametro) se procede a realizar

en el interior de cada placa 3 pozos equidistantes.

a.4) Preparacién de las diluciones del extracto
Se realizaron diluciones a partir del extracto seco, se diluyé con dimetilsulféxido
(DMSO) hasta obtener concentraciones de 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL (50%) y 50
mg/mL (25%).

- Se pes6 600 mg del extracto seco en un vial estéril y se agregd 3 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), luego agitar hasta obtener una disolucion, obteniendo
una concentracién de 200mg/mL. A este se denomind solucién patron (solucion
al 100%).

- Se cogio6 dos viales de vidrio estéril, en la cual se afiadié 1.5 mL de DMSO en
cada vial, luego de la solucion patrén se extrae 1.5 mL, afiadiendo al vial N° 2 y

del vial N° 2 se extrae 1.5 mL y se afiadi6 al vial N° 3.

a.5) Inoculacion, incubacion de las placas
Se agrego 100 L de las diferentes diluciones preparadas de los extractos etanolicos
en los pozos hechos anticipadamente en las placas Petri. Luego de 1 hora de reposo

a temperatura ambiental, las placas fueron incubadas a una temperatura de 37°C por
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24 horas. Los ensayos fueron realizados por triplicado. La lectura de resultados se
realiz6 después de las 24 horas de incubacion donde se observo las zonas de clara
inhibicion del crecimiento bacteriano y se registré en diametros (mm) los halos de
inhibicion. (Figuras N° 8, 9, 10, 11).

De la misma forma se realizé con la muestra en blanco con DMSO.

B) Método de microdilucion colorimétrico en microplaca:

Este método esta basado en la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del agente antimicrobiano en diluciones de agar o caldo a la cual es susceptible
el crecimiento in vitro de un aislado de bacteria aerdbica en condiciones
estandarizadas de preparacion de inéculos, tiempo y temperatura de incubaciéon. En
una microplaca con pocillos, se agregan cantidades iguales de las concentraciones
geométricamente ascendentes de la sustancia antimicrobiana, ademéas de un nimero
fijo de la bacteria aerobia inmersa en un medio de crecimiento liquido, como el caldo
Mueller-Hinton. Por ultimo, el indicador del crecimiento bacteriano redox resazurina,
que luego de un tiempo (16-20 horas) se evalla si hubo o no crecimiento bacteriano
por cambio de la coloracién o sedimento en los pocillos de incubacién en comparacion

con los controles respectivos y estableciendo el valor de la CMI ©5),

b.1) Preparacion de las muestras
Se procedio a pesar 200 mg del extracto etandlico seco, luego se disolvié con 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), obteniéndose una concentracion de 200mg/mL.
Posteriormente se prepararon diluciones seriadas, obteniéndose un total de 10
diluciones concentradas, el extracto en estudio tuvo concentraciones finales de 4000-
7.82 eg/mL.

b.2) In6culos y condiciones de cultivo
Se utilizd cepas de Staphylococcus aureus ATCC 33591 y Escherichia coli ATCC
25922. Los in6culos bacterianos fueron sembrados en placas de agar tripticasa soya
(ATS) e incubados a 37°C por 24 horas. Las cepas preparadas después de las 24
horas, se retiré una cantidad minima de cada in6culo con el asa de siembra estéril y

se suspendid en solucion salina estéril al 0.9% hasta obtener una turbidez equivalente
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al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland (1.5 x 108 UFC/ml). Luego por cada 10 mL del
indculo preparado se agreg6 50 L del indicador (resazurina).

b.3) Preparacion del control de esterilidad

Se preparo usando 2 mL de caldo Mueller-Hinton y se agreg6 10 €L de resazurina.

b.4) Procedimiento de la prueba de microdilucion colorimétrica

Esta prueba se realizé en base a la metodologia modificada de Sarker S. et al ©6),

La prueba se desarroll6 usando microplaca de poliestireno estéril de 96 pocillos con
fondo de forma en U, en una cabina de flujo laminar. Las muestras fueron preparadas
a concentraciones de 4000-7.82eg/mL, usando técnicas de dilucién serial. En esta
prueba se incorporaron pocillos de control de esterilidad (caldo Mueller-Hinton),
pocillos de ensayo (bacterias mas caldo Mueller-Hinton mas extracto 100%) y pocillos
de control de crecimiento (bacterias mas caldo Mueller-Hinton). Las pruebas se

realizaron con dos cepas bacterianas y por triplicado.

La incorporacion de las muestras e indculos se realiz6é en orientacion horizontal de la
microplaca como se detalla en la tabla N°5, se utilizé 6 filas y 12 columnas por cada
muestra, espaciadas por 2 filas sin utilidad. La disposicion para la incorporacion de
muestras e inéculos fue la siguiente:

-Ala 4°y5° (D-E) fila no se les dio utilidad (vacias).

- En la columna 1 se agregd 200 €L del control de esterilidad.

- En las columnas 2 y 3 se agregaron 100 €L de la muestra preparada.

- De la columna 3 hasta la columna 12, se agregé 100 €L de caldo Mueller Hinton.

- De la columna 3 hasta la columna 11, se realizaron diluciones sucesivas transfiriendo
100 eL.

- De la columna 2 hasta la columna 12, se le agreg6 100 €L del inoculo.

Al finalizar la incorporacion de las muestras e inéculos en la microplaca, se procedio a

la incubacién en la estufa a condiciones de 37 °C por un tiempo de 18-24 horas.
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Tabla N°6: Disposicion para la incorporacién de muestras e indculos en la microplaca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 CcC S.a.
eg/ meg/ meg/ meg/bmeg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
B CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 CcC S.a.
eg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
© CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 CcC S.a.
eg/ meg/ meg/ meg/ meg/kbmeg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
D
CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 cc E.c.
eg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
G | CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 cc E.c.
eg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
H | CE 4000 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 cc E.c.
eg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ meg/ m
Leyenda:
CE: Control de esterilidad CC: Control de crecimiento
S.a: Staphylococcus aureus E.c: Escherichia coli (-): Pocillo vacio

b.5) Lectura e interpretacion de los resultados de la concentracién minima
inhibitoria (MIC);
Se inspecciond de forma visual notificando cualquier variacién de color azul pdrpura
hacia rosado rojizo como crecimiento bacteriano positivo, asi mismo, se consideré
como CMI a la concentracién mas baja a la cual se mantuvo la coloracion azul-purpura,
sin variacion del color inicial, asi mismo se calcul6é el valor promedio de las tres

diluciones a la cual no hubo variacion de color y se report6 como CMI.

3.8 Procesamiento de datos
Los datos recolectados se organizaron, enumeraron y fueron ingresados al programa

Microsoft Excel con sus respectivas codificaciones.

Estos datos, posteriormente fueron transferidos al programa IBM SPSS Statistic

version 25 para su analisis estadistico. La contrastacién de las hip6tesis se llevo a
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cabo mediante la prueba paramétrica ANOVA de un factor, previa realizacion de

pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Los resultados de andlisis estadisticos fueron plasmados en tablas. Se considero un
margen de error estadistico de 5%.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
4.1 PRESENTACION DE RESULTADOS
4.1.1 Prueba de solubilidad

Tabla N°7: Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha).

NUMERO DE SOLVENTE RESULTADO
TUBO
Tubon® 1 Benceno +
Tubo n° 2 Diclorometano +
Tubo n® 3 Cloroformo +
Tubo n°® 4 Acetato de etilo +
Tubon®5 Metanol ++
Tubon® 6 Etanol +
Tubo n° 7 Agua -

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda:

(-) No soluble

(+) Poco Soluble

(++) Soluble

La prueba de solubilidad y la marcha fitoquimica puede determinar la clasificacion o el

tipo de compuesto organico que contiene la muestra 63,
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4.1.2 Marcha fitoguimica

Tabla N°8: Marcha fitoquimica del extracto etandlico de las hojas de Senecio

hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha).

flavonoides

REACTIVO IDENTIFICACION | RESULTADO INTERPRETACION
Reactivo de Taninos No presenta precipitado.
Gelatina 1% -
Reactivo de Aminoacidos libres No cambia a coloracion azul
Ninhidrina - violeta.
Reactivo de
Dragendorff Alcaloides y ++ Presenta tono rojo
compuestos
Reactivo de _ Presenta precipitado lechoso
aminados
Mayer ++
Reactivo de Compuestos Presenta color intenso negro
Tricloruro férrico fendlicos +++
Reactivo de
Hidroxido de Quinonas + Presenta tono rojizo
sodio
Reactivo de Compuestos
Shinoda fendlicos tipo +++ Presenta tono rojo

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda:

(+++) : Muy abundante

(++)

(-) :Ausente

: Abundante
(+) : Moderado
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4.1.3 Ensayos cromatogréficos

A) Cromatografia en capa fina analitica

Tabla N°9: Identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico

de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha).

Reactivos reveladores

Color de mancha en la

Tipos de metabolito

(manchas anaranjadas)

microplaca a luz UV secundario
FeClz 1% Coloracion oscuro | COMPUESTOS
(manchas oscuras) FENOLICOS
Coloracion verde claro
NHs3 (manchas amarilla verdosa FLAVONOIDES
o verde claro)
Dragendorff Coloracion anaranjado | ALCALOIDES

La identificacion de metabolitos secundarios mediante cromatografia en capa fina,

puede hacerse por el color que desarrollan en luz UV, apareciendo con manchas de

colores, las cuales cambian después de su exposicién a los reactivos reveladores.

Geissman y Markhanm reportan la relacion que existe entre los colores y la posible

identificacion de los metabolitos secundarios ©3),

47




U Cromatografia en capa fina analitica del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) revelado con luz UV 365 nm y

con reactivo revelador FeCl3 al 1%.
Sistema de solventes: Acetato de etilo: Metanol (3:1).

Las manchas color oscuro que se visualizan al utilizar FeCl3 al 1% indican la

presencia de compuestos fendlicos (©3),

(6{0)

CO

Cco

Acetato de etilo: Metanol (3:1) | Revelado con luz UV 365 nm Revelado con FeCI3

CO-= Coloracién oscuro

Figura N°5: Cromatografia en capa fina para la identificacion de compuestos

fendlicos

Fuente: Elaboracién propia
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0 Cromatografia en capa fina analitica del extracto etandlico de las hojas de

Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) revelado con luz UV 365 nm y
con reactivo revelador NHs.

Sistema de solventes: Acetato de etilo: Metanol (3:1).

Las manchas verdes claras que se visualizan al utilizar NH3 indican la presencia
de flavonoides ©3),

Ccv

CcVv

CcVv

Cv

Ccv

Acetato de etilo: Metanol (3:1) | Revelado con luz UV 365 nm Revelado con NH3

CV= Coloracion verde claro
Figura N°6: Cromatografia en capa fina para la identificacion de flavonoides.

Fuente: Elaboracion propia

49



U Cromatografia en capa fina analitica del extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) revelado con luz UV 365 nm y

con reactivo revelador Dragendorff.
Sistema de solventes: Acetato de etilo: Metanol (3:1).

Las manchas rojo anaranjado que se visualizan al utilizar Dragendorff indican

la presencia de alcaloides ©3),

CA

CA

Acetato de etilo: Metanol (3:1) | Revelado con luz UV 365 nm Revelado con Dragendorff

CA= Coloracién anaranjado
Figura N°7: Cromatografia en capa fina para la identificacion de alcaloides.

Fuente: Elaboracién propia
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B) Elucidacion estructural de Flavonoides mediante espectrofotometria UV-

vis y con reactivos de desplazamientos. (Anexo N°14)

Tabla N° 10: Tipos de flavonoides elucidados mediante espectrofotometria UV-vis

y con reactivos de desplazamientos.

FLAVONAS

4", 7-dihidroxi flavona

3",4",7-trihidroxi-6,8-dimetoxi flavona

4’ 7-dihidroxi-6,8-dimetoxi flavona

6,8-dihidroxi-3",4",7-trimetoxi flavona

4’ 7,-dihidroxi-3°,5",6,8-tetrametoxi flavona

FLAVONOL

4" 7-dihidroxi-3"-metoxi-3-O-R flavonol

4E, 7-di hidroxi - 3E
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4.1.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana

A) Método de difusion en agar:

Los resultados del método de difusion en agar para determinar la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha), se presentan en la tabla N° 11 y en las figuras del 8 hasta al 11. Para
realizar la evaluacion de resultados tipo cualitativa, se tomd como referencia las pautas
de Duraffourd (usada para precisar la actividad antimicrobiana-in vitro- segun el
tamano del diametro del halo de inhibicién) (72):

-Nula (-): didmetro =< 8 mm

-Sensible (+): diametro entre 8-10 mm

-Muy sensible (++): diametro entre 14-20 mm

-Sumamente sensible (+++): diametro >20 mm

En latabla N° 11 y en la figura N° 8, se observa que el extracto etandlico de las hojas
de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a concentraciones de 200 mg/mL
(100%), 100 mg/mL (50%) y 50 mg/mL (25%) presentan halos de inhibicién promedio
de 19 mm, 18 mm y 17.3 mm respectivamente frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 33591; por lo tanto, segun escala de Duraffourd, se considera a
Staphylococcus aureus muy sensible a las 3 concentraciones del extracto. También,
en latabla N° 11 y en la figura N° 9, se observa que el extracto etandlico de las hojas
de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a concentraciones de 200 mg/mL
(100%), 100 mg/mL (50%) y 50 mg/mL (25%) presentan halos de inhibicion promedio
de 18 mm, 17 mm y 16.6 mm respectivamente frente a cepas de Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, por lo tanto, segun escala de Duraffourd, se considera a
Staphylococcus epidermidis muy sensible a las 3 concentraciones del extracto.
Finalmente, en la tabla 11 y en las figuras N° 10 y 11, se observa que el extracto
etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) no tiene
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas

aeruginosa ATCC 15448 ya que no presentan halos de inhibicion.

52



Tabla N°11: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio

hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) por el método de difusion en agar.

CONCENTRACION
(%) DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)

LAS HoJAS pDEg | Escherichia | Staphylococcus | Staphylococcus | Pseudomonas
Senecio coli aureus epidermidis aeruginosa
hyoseridifolius Wedd | ATCC 25922 | ATCC 33591 ATCC 35984 | ATCC 15448
(Llancahuasha).

100% (200mg/mL)
PLACA 1 00 19.0 18.0 00
PLACA 2 00 19.0 18.0 00
PLACA 3 00 19.0 18.0 00

50 % (100mg/mL)
PLACA 1 00 18.0 17.0 00
PLACA 2 00 18.0 17.0 00
PLACA 3 00 18.0 17.0 00

25 % (50mg/mL)
PLACA 1 00 17.5 16.5 00
PLACA 2 00 17.0 17.0 00
PLACA 3 00 17.5 16.5 00

Control

Dimetilsufoxido 00 00 00 00

(DMSO)

Fuente: Elaboracion propia.
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Cepa Staphylococcus aureus ATCC 33591

Figura N°8: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL (50%) y 50
mg/mL (25%) por el método de difusion en agar frente a Staphylococcus aureus ATCC
33591.

Cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 35984

Figura N°9: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL (50%) y 50
mg/mL (25%) por el método de difusion en agar frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984.
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Cepa Escherichia coli ATCC 25922

B A o Q0

i

Figura N°10: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL (50%) y 50
mg/mL (25%) por el método de difusién en agar frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 15448

PLACA2 | 4

Figura N°11: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a 200 mg/mL (100%), 100 mg/mL (50%) y 50
mg/mL (25%) por el método de difusion en agar frente a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15448.
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Tabla N° 12: Andlisis microbiolégico del extracto etandlico de las hojas de Senecio

hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus aureus ATCC 33591.

PACTIVIDAD ANTIMICROBIA’NA FRENTE A )
Staphylococcus aureus POR EL METODO DE DIFUSION
EN AGAR CON DISCOS

CONCENTRACIQN (%) DEL CONTROL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Senecio hyoseridifolius
N° DE Wedd (Llancahuasha) DMSO
PLACA
DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
25% 50% 100% 100 pl
17.50
1 17.00
17.50
18.00
2 18.00
18.00
19.00
3 19.00
19.00
0.00
4 0.00
0.00

DMSO: Dimetilsuféxido

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla N° 13: Estadistica descriptiva para los halos de inhibicion obtenidos de cada

extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente

a Staphylococcus aureus ATCC 33591.

95% del intervalo de
Desviacién Error confianza para la media Minimo Maximo
N Media estandar estandar

Limite Limite

inferior superior
1 3 19,0000 ,00000 ,00000 19,0000 19,0000 19,00 19,00
2 3 18,0000 ,00000 ,00000 18,0000 18,0000 18,00 18,00
3 3 17,3333 ,28868 ,16667 16,6162 18,0504 17,00 17,50
4 3 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Total 12 13,5833 8,21538 2,37158 8,3635 18,8031 ,00 19,00
Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%
(2): Extracto etandlico 50%

(3): Extracto etandlico 25%

(4) Control negativo dimetilsulfoxido (DMSO)

En la tabla N°13 observamos la media de cada tratamiento, todos los valores estan en

el rango del limite inferior y superior; es decir, dentro de los pardmetros establecidos.
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Tabla N° 14: Prueba de homogeneidad de varianzas (extracto etandlico de las hojas
de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus aureus
ATCC 33591).

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene

16,000 3 8 ,001

Donde:
Ho: (Hipdtesis nula): Las varianzas son homogéneas (p < 0.05)

Hi: (Hipétesis alternativa): Las varianzas no son homogéneas (p > 0.05)

Observamos en la tabla N° 14 la prueba de homogeneidad de varianza, donde
p=valores es menor a 0.05; por lo tanto, se acepta la hipétesis nula, donde las

varianzas de cada tratamiento son homogéneas.

Tabla N° 15: ANOVA de un factor (extracto etandlico de las hojas de Senecio

hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus aureus ATCC 33591).

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 742,250 3 247,417 11876,000 ,000
Dentro de grupos , 167 8 ,021
Total 742,417 11

Donde:

Ho: (Hipotesis nula): No existe diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados (p > 0.05)

Hi: (Hipotesis alternativa): Existe diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados (p <0.05)

En la tabla N° 15 podemos observar que el resultado de p=valor es de .000, cuyo valor
es menor a 0.05, con lo cual se rechaza la hip6tesis nula, confirmando y aceptando la
hipétesis alternativa; es decir, si existen diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados.
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Tabla N° 16: Comparaciones multiples HSD Tukey (Variable dependiente: HALOS)

para el extracto etanolico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (LIancahuasha)

frente a Staphylococcus aureus ATCC 33591.

0] J) Diferencia Error Intervalo de confianza al 95%
CONCENTRACION CONCENTRACION de medias estandar Sig. Limite Limite
(1-3) inferior superior

1 2 1,00000" , 11785 ,000 ,6226 1,3774

3 1,66667" , 11785 ,000 1,2893 2,0441

4 19,00000" , 11785 ,000 18,6226 19,3774

2 1 -1,00000" , 11785 ,000 -1,3774 -,6226

3 ,66667" , 11785 ,002 ,2893 1,0441

4 18,00000" , 11785 ,000 17,6226 18,3774

3 -1,66667" , 11785 ,000 -2,0441 -1,2893

-,66667" , 11785 ,002 -1,0441 -,2893

17,33333" , 11785 ,000 16,9559 17,7107

4 -19,00000" , 11785 ,000 -19,3774 -18,6226

-18,00000" , 11785 ,000 -18,3774 -17,6226

-17,33333" , 11785 ,000 -17,7107 -16,9559

filLa di ferencia de medias es significativa en el ni vel 0.

Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%
(2): Extracto etandlico 50%
(3): Extracto etandlico 25%
(4): Control negativo dimetilsulféxido (DMSO)

La prueba estadistica de Tukey permite efectuar un numero elevado de comparaciones

y determinar si las medias son significativamente diferentes u homogéneas. Podemos

observar (Tabla N° 16) la diferencia de medias entre los extractos etandlicos a

diferentes concentraciones, donde p=valor es menor que el nivel de significancia del

0.05. Se aplica la prueba de subconjunto de Tukey con la finalidad de identificar las

diferencias.
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Tabla N° 17: Prueba de Subconjunto de Tukey (extracto etandlico de las hojas de

Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus aureus ATCC

33591).
CONCENTRACION Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
4 ,0000
3 17,3333
2 18,0000
1 19,0000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%
(2): Extracto etandlico 50%
(3): Extracto etandlico 25%

(4): Control negativo dimetilsulfoxido (DMSO)

En la tabla N° 17, en los grupos subconjuntos podemos visualizar que la media de

cada concentracion del extracto etandlicos de las hojas de Senecio hyoseridifolius

Wedd (Llancahuasha) forman subconjuntos diferentes;

es dedcir,

la variable

dependiente presenta diferencias significativas a diferentes concentraciones (100%,

50% y 25%).
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Tabla N° 18: Andlisis microbiolégico del extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus epidermidis ATCC
35984.

PACTIVIDAD ANTIMICROBIANA FRENTE A S}aphylococcus
epidermidis POR EL METODO DE DIFUSION EN AGAR
CON DI SCOSo
. CONTROL
CONCENTRACION (%) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Senecio hyoseridifolius
N° DE Wedd (Llancahuasha) DMSO
PLACA
DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
25% 50% 100% 100 pl
16.50
1 17.00
16.50
17.00
2 17.00
17.00
18.00
3 18.00
18.00
0.00
4 0.00
0.00

DMSO: Dimetilsuféxido
Fuente: Elaboracién propia
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Tabla N° 19: Estadistica descriptiva para los halos de inhibicién obtenidos de cada

extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente

a Staphylococcus epidermidis ATCC 35984.

95% del intervalo de
Desviacion Error confianza parala media
N Media estandar estandar Minimo Méaximo
Limite Limite
inferior superior
1 3 18,0000 ,00000 ,00000 18,0000 18,0000 18,00 18,00
2 3 17,0000 ,00000 ,00000 17,0000 17,0000 17,00 17,00
3 3 16,6667 ,28868 ,16667 15,9496 17,3838 16,50 17,00
4 3 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Total 12 12,9167 7,80685 2,25364 7,9564 17,8769 ,00 18,00
Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%
(2): Extracto etandlico 50%
(3): Extracto etandlico 25%

(4): Control negativo dimetilsulfoxido (DMSO)

En la tabla N° 19 observamos la media de cada tratamiento, todos los valores estan

en el rango del limite inferior y superior; es decir, dentro de los parametros

establecidos.
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Tabla N°20: Prueba de homogeneidad de varianzas (extracto etandlico de las hojas
de Senecio hyoseridifolius Wedd (LIlancahuasha) frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984).

gll gl2 Sig.
Estadistico de Levene
16,000 3 8 ,001

Donde:
Ho: (Hipdtesis nula): Las varianzas son homogéneas (p < 0.05)
Hi: (Hipdtesis alternativa): Las varianzas no son homogéneas (p > 0.05)

Observamos en la tabla N° 20 la prueba de homogeneidad de varianza, donde
p=valores es menor a 0.05; por lo tanto, se acepta la hipétesis nula, donde las

varianzas de cada tratamiento son homogéneas.

Tabla N° 21: ANOVA de un factor (extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus epidermidis ATCC
35984).

Sumade Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 670,250 3 223,417 10724,000 ,000
Dentro de grupos , 167 8 ,021
Total 670,417 11

Donde:

Ho: (Hipdtesis nula): No existe diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados (p > 0.05)

Hi: (Hipotesis alternativa): Existe diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados (p < 0.05)

En la tabla N° 21 podemos observar que el resultado de p=valor es de 0.00, cuyo valor
es menor a 0.05 con lo cual se rechaza la hipotesis nula, confirmando y aceptando la
hipétesis alterna; es decir, si existen diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados.
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Tabla N° 22: Comparaciones multiples HSD Tukey (Variable dependiente: HALOS)

para el extracto etanolico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (LIancahuasha)

frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 35984.

Diferencia Intervalo de confianza al 95%
0) ) de medias Error
CONCENTRACION | CONCENTRACION (1-J) estandar | Sig. Limite inferior | Limite inferior
1 2 1,00000 ,11785 ,000 ,6226 1,3774
3 1,33333" ,11785 ,000 ,9559 1,7107
4 18,00000" ,11785 ,000 17,6226 18,3774
2 1 -1,00000" ,11785 ,000 -1,3774 -,6226
3 ,33333 ,11785 ,085 -,0441 ,7107
4 17,00000" ,11785 ,000 16,6226 17,3774
3 1 -1,33333" ,11785 ,000 -1,7107 -,9559
2 -,33333 ,11785 ,085 -, 7107 ,0441
4 16,66667" ;11785 ,000 16,2893 17,0441
4 1 -18,00000" ,11785 ,000 -18,3774 -17,6226
2 -17,00000" ,11785 ,000 -17,3774 -16,6226
3 -16,66667" ,11785 ,000 -17,0441 -16,2893
AlLa diferencia medi as es significativa en el ni ve
Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%
(2): Extracto etandlico 50%

(3): Extracto etandlico 25%

(4): Control negativo dimetilsulféxido (DMSO)

La prueba estadistica de Tukey permite efectuar un nimero elevado de comparaciones

y determinar si las medias son significativamente diferentes u homogéneas. Podemos

observar (Tabla N° 22) la diferencia de medias entre los extractos etanodlicos a

diferentes concentraciones, donde p=valor es menor que el nivel de significancia del

0.05. Se aplica la prueba de subconjunto de Tukey con la finalidad de identificar

diferencias.
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Tabla N° 23: Prueba de Subconjunto de Tukey (extracto etandlico de las hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984).

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
4 3 ,0000
3 3 16,6667
2 3 17,0000
1 3 18,0000
Sig. 1,000 ,085 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Leyenda:

(1): Extracto etandlico 100%

(2): Extracto etandlico 50%

(3): Extracto etanolico 25%

(4): Control negativo dimetilsulfoxido (DMSO)

En la tabla N° 23, en los grupos subconjuntos podemos visualizar la media de cada
concentracion del extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha), donde la concentracion it 2(60%) y f(Z5%) pertenecen al mismo
subconjunto; es decir, no existen diferencias significativas entre ambos, por ende
presentan la misma actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus epidermidis y por
otro | ado | a ¢1008¢ferman ot subconuntd, firésentando diferencia

significativa y diferente actividad antimicrobiana.
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B) CMI por el método de microdilucién colorimétrico en microplaca:

Los resultados de concentracién minima inhibitoria CMI que se hall6é por el método de

microdilucién colorimétrica se presentan en la tabla N°24 y en la figura N° 12, el reporte

de los resultados se dio de manera visual, reportandose el cambio de color purpura a

rosado, se observa que el extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius

Wedd (Llancahuasha) tiene una CMI =1000 eg/mL frente a Staphylococcus aureus

ATCC 33591 y no presenta actividad a la concentracion de O 4000 sg/mL frente a
Escherichia coli ATCC 25922.

Tabla N°24: Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las hojas de

Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a Staphylococcus aureus ATCC
33591 y Escherichia coli ATCC 25922

EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Senecio
hyoseridifolius Wedd
(Llancahuasha)

Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)

CMI

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

ATCC 33591 ATCC 25922
MUESTRA 1 1000 >4000
MUESTRA 2 1000 >4000
MUESTRA 3 1000 >4000

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 12: Determinacién de la concentracibn minima inhibitoria del extracto
etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) por el método
de microdilucion colorimétrica en microplaca contra Staphylococcus aureus ATCC
33591 y Escherichia coli ATCC 25922. Donde: CE=Control de esterilidad y CC=Control

positivo.

4.2 CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Con la finalidad de realizar la contrastacion de la hipotesis general, en primer lugar, se
establecié una hipétesis nula y una hipotesis alterna:

Hipo6tesis nula (HO): El extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius
Wedd (Llancahuasha) no presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas

aeruginosa.
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Hipotesis alterna(H1): El extracto etandlico de las hojas de Senecio hyoseridifolius
Wedd (Llancahuasha) presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas
aeruginosa.

En segundo lugar, los andlisis de varianza (ANOVA) que se han realizado para los
microorganismos Staphylococcus aureus ATCC 33591 y Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 que presentaron efecto antimicrobiano permitiran determinar si existen
diferencias significativas entre las medias de los grupos, teniendo como nivel de
significancia de 0,05. Como se observa en la tabla N°15 y tabla N°21, en ambas tablas
se obtuvo un nivel de significancia menor a 0,05; por lo tanto, se rechaza la hipotesis
nula y se acepta la hipotesis alterna para los microorganismos Staphylococcus aureus
ATCC 33591 y Staphylococcus epidermidis ATCC 35984.

Contrastacion de las hipétesis especificas:

Hipotesis especifica nula (3): El extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a diferentes concentraciones no presenta
actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

Hipotesis especifica alterna (3): El extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad
antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

El analisis de varianza (ANOVA) gue se ha realizado de los extractos etandlicos de las
hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a concentraciones de 25%,
50% y 100 % (halos de inhibicibn promedio de 18 mm, 17 mm y 16.3 mm
respectivamente) frente a Staphylococcus aureus ATCC 33591 permitira determinar si
existen diferencias significativas entre las medias de los grupos, como se observa en
la tabla N°15, se obtuvo un nivel de significancia menor a 0,05; por lo tanto, si existen
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones del extracto. En la tabla
N° 17 usando la prueba de subconjuntos de Tukey podemos determinar qué medias
difieren entre si, en los grupos subconjuntos podemos observar que la media de cada
concentracion (25%, 50% y 100%) del extracto etandlico presentan diferentes
subconjuntos; es decir, difieren entre si, presentando cada concentracion diferente

actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus.
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Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alterna.

Hipotesis especifica nula (4): El extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a diferentes concentraciones no presenta
actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus epidermidis.
Hipotesis especifica alterna (4): El extracto etandlico de las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a diferentes concentraciones presenta actividad
antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus epidermidis.

El analisis de varianza (ANOVA) que se ha realizado de los extractos etandlicos de las
hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) a concentraciones de 25%,
50% y 100 % (halos de inhibicion promedio de 19mm, 18mm y 17.3 mm
respectivamente) frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 permitira
determinar si existen diferencias significativas entre las medias de los grupos, como
se observa en la tabla N°21, se obtuvo un nivel de significancia menor a 0,05; por lo
tanto, si existen diferencias significativas entre las diferentes concentraciones del
extracto. En la tabla N° 23 usando la prueba de subconjuntos de Tukey podemos
observar qué medias difieren entre si, en los grupos subconjuntos podemos observar
que las concentraciones 25% y 50% del extracto etanodlico pertenecen al mismo
subconjunto, ya que no existe diferencias significativas entre ambos; por lo tanto,
presentan la misma actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus epidermidis y por
otro lado la concentracién al 100% forma otro subconjunto, presentando diferencia
significativa y diferente actividad antimicrobiana.

Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alterna.

4.3 DISCUSION DE RESULTADOS

Con respecto a la solubilidad (Tabla N°7) del extracto etanélico las hojas de Senecio
hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha), muestra ser poco soluble en solventes de baja
y mediana polaridad como benceno, diclorometano, cloroformo y acetato de etilo;
ademas en solventes polares es soluble en metanol, poco soluble en etanol, e

insoluble en agua.

La identificacion de metabolitos secundarios sirve como anticipo para predecir los tipos

de posibles compuestos activos de las plantas. La marcha fitoquimica (Tabla N°8) del
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