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RESUMEN

El presente estudio experimental, se realizd, para evaluar el efecto antiviral del
extracto hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum. La obtencion del
extracto hidroalcohdlico se realizé por maceracion y filtracion, en el aislamiento de
virus (bacteriéfagos) se utilizo la cepa de Escherichia coli ATCC 13706, el efecto
antiviral se realizé por conteo del numero de Unidades Formadoras de Placas de
lisis (UFP/mL) después de someter a los virus a concentraciones del extracto (20;
10; 5; 2,5y 1,25 mg/mL) y tiempos diferentes (10; 20; 40 y 80 minutos). Se realiz6
el ANOVA y el examen de Tukey. En los resultados se observé que las UFP/mL
van disminuyendo de 2015 (concentracién menor del extracto 1,25 mg/mL) a 596
UFP/mL (concentracibn mayor del extracto 20 mg/mL), la diferencia es
significativa para las concentraciones del tubérculo en estudio, siendo la
Concentraciéon Media Inhibitoria (CMI50) de 8.84 mg/mL. Se concluye que el
extracto en estudio muestra efecto antiviral, la cual va aumentando en funcién a
la concentracién y tiempo de exposicion.

Palabras clave: Tropaeolum tuberosum, efecto antiviral.
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B INTRODUCCION

En los ultimos tiempos el uso de plantas medicinales esta aumentando ya que
constituyen un recurso que los antiguos peruanos utilizaban bastante para la
curacion de diferentes enfermedades producidas por diferentes agentes sean
biol6gicos fisicos o quimicos. Nuestros recursos vegetales medicinales, en
nuestro pais son innumerables tal como constituye el uso del Tropaeolum
tuberosum “mashua.”

Tropaoelum tuberosum “mashua”, es un tubérculo que es cultivado desde tiempos
inmemoriales, a pesar de su sabor amargo es utilizado en la alimentacion de los
pobladores andinos de bajo recurso econémico y son una fuente importante de
alimento para millones de personas que viven a una altura de 2500 a 4000
m.s.n.m. Para la alimentacién la “mashua” es de suma importancia, ya que
contiene vitaminas como la C por su alto contenido de vitamina C y también
proteinas. Los pobladores andinos la siguen utilizando para la alimentacion,
formando parte de su cultura que acompafiado de la “oca”, “olluco” y “papa”
haciendo posible su sobrevivencia, por lo cual su diversidad se sigue conservando
(Quispe et al., 2015).

La fitoquimica muestra que en los extractos de Tropaeolum tuberosum “mashua”
presenta complejos grasos, cumarinas, saponinas, alcaloides, también taninos,
compuestos flavonoides, como también polisacéaridos. Los compuestos fendlicos
son metabolitos secundarios que presentan el grupo fenol, actuando como
antimicrobianos e insecticidas (Guadalupe, 2018).

Los tubérculos cocidos y fermentados de la “mashua” son utilizados por la
poblacién andina en el tratamiento de las enfermedades del higado y los rifiones
(Barrera, 2004). Siendo el higado una de los 6rganos mas atacados por las
infecciones virales y teniendo la “mashua” beneficios sobre este érgano y tener

componentes antimicrobianos, se investigd la actividad antiviral probando



diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de la este tubérculo sobre

virus obtenidos de aguas residuales (bacteriéfagos de Escherichia coli). En tal

sentido se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar el efecto antiviral del extracto hidroalcohélico del tubérculo de Tropaeolum

tuberosum “mashua”.

Objetivos especificos

1. Determinar como la concentracién y el tiempo de exposicion al extracto
hidroalcohdlico obtenido del tubérculo de la “mashua” influye sobre la
replicacion viral.

2. Determinar a qué concentracion media inhibitoria del extracto hidroalcohdlico

obtenido del tubérculo de la “mashua” se inhibe la replicacion viral.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Quispe, en 2001, realiz6 el trabajo de analisis quimico bromatoldgico de ecotipos
de “mashua”, confirmando las propiedades medicinales de uso en nuestra regién
de este tubérculo ancestral (D. Quispe, 2001). En el afio 2006, Mayhua, H., logré
determinar, en ratas, que el extracto hidroalcohdlico de esta planta tuvo una
moderada actividad de caracter diurético comparado con la furosemida, ademas
realizé la prueba de tamizaje fitoquimico encontrandose la presencia de
triterpenoides y esteroides, catequinas, flavonoides, azlcares reductores,
compuestos fendlicos, aminoacidos y saponinas (Mayhua, 2006).

Olivera (2017) en su investigacion de la “mashua” encontré que el extracto acuoso
al 10% en dosis de 1g/kg mostr6 una disminucién en la peroxidacion lipidica en el
higado inducida por fluoxetina, esto para determinar la alteracién del recuerdo
(Olivera et al., 2017).

Mejia (2018) e investigadores (Mejia et al., 2018), estudiaron las caracteristicas
funcionales (capacidad antioxidante y antimicrobiana) de dos tubérculos
consumidos tradicionalmente en Colombia, “cubio” (Tropaeolum tuberosum) y
“ulluco” (Ullucus tuberosus). Para ello se recogieron tallos, hojas y tubérculos de
cubio y ulluco, se secaron hasta 38 ° C durante 90 horas, y se hicieron extractos
con etanol al 50% v / v. En los extractos se midié la capacidad antioxidante
mediante técnicas DPPH y ABTS y el efecto inhibitorio sobre Escherichia coli,
Lactobacillus fermentum y Candida utilis, utilizando la técnica de los discos. Sin
embargo, se encontré una mayor capacidad antioxidante en todas las partes de la
planta en ambos tubérculos, que mostraron una mayor actividad son las hojas y
los tallos. La capacidad antimicrobiana, el cubio tuvo un efecto bacteriostatico en
C. utilis, mientras que el ulluco tuvo un efecto en E. coli. Debido a lo anterior, estos

dos tubérculos tienen potencial para la extraccion de compuestos antioxidantes,



antibioticos, lo que permite establecer alternativas de uso para los tubérculos y
subproductos (Mejia et al., 2018).

Otro de los trabajos relacionados a nuestro tema es de Mendieta, que encontrd
que el tubérculo de T. tuberosum tiene la cualidad de inhibir el impulso sexual en
ratas cuando aplicé extractos de caracter hidroalcohdlico dandose que esta
capacidad aumenta a concentraciones mayores de 800 mg/kg de peso de los
animales, teniéndose una falta de deseo sexual relevante con el grupo de estudio
(Mendieta, 2017).

Loayza por su parte dilucidé al hacer el estudio en el extracto hodroalcohdlico, que
T. tuberosum “mashua”, posee una significativa actividad que el extracto
hidroalcohdlico tiene actividad antioxidante y los metabolitos presentes de caracter
secundario se tuvo a los flavonoides, fenoles, cumarinas y azucares reductores
(Loayza, 2018).

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Tropaeolum tuberosum

Es un tubérculo andino, que si bien es cierto no se cultiva a gran escala pero que
el poblador andino consume habitualmente, al igual que el “olluco” y la “papa”. La
“mashua” se caracteriza por poseer alta resistencia a parasitos, es productiva o
como la denominada “rusticidad”, se puede cultivar en ambientes diversos como
las que se presenta en los andes. (Arenas & Samamtha, 2015).

2.2.2. Colifago

Son bacteri6fagos (virus) que atacan células de la bacteria Escherichia coli, que
pueden ser recogidas de aguas contaminadas con materia fecal, son indicadores
de contaminacién con heces e indican también la presencia de enterovirus en
aguas (Paz-y-Mifio et al., 2003).

2.2.3. Tubérculo

Raiz o tallo subterraneo grueso y carnoso, que es un 6rgano de reserva nutritiva,
provisto de yemas superficiales (Lawrence, 2003).

2.2.4. Escherichia coli

Son bacterias de tipo bacilar gramnegativos, no esporulados, y miden de 1.0 a 2.0
pum x 0.5 um. E. coli habita el intestino del hombre y animales de sangre caliente,
habita el colon sin provocar trastornos aparente, sin embargo hay cepas que
pueden producir toxina que puede provocar infeccion grave(Hernandez, 2016).
2.2.5. ATCC

Coleccién Americana de Cultivos Tipo (Instituto Nacional de Salud, 2002).



2.2.6. Cepa

Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo aislamiento (Instituto
Nacional de Salud, 2002).

2.2.7. Escalade Mc. Farland

Graduacion de opacidad de sulfato de bario. Se utiliza para determinar la cantidad
de microorganismo en las pruebas de sensibilidad o antibiograma (Instituto
Nacional de Salud, 2002).

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Tropaeolum tuberosum R & P

a) Descripcion boténica

Con la Clasificacion de Cronquist A. 1988 se ubica dentro de:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE
GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum R & P
Nombre vulgar : "mashua" (Anexo 1)

La familia Tropaeolaceae es herbaceas, conocidas como enredaderas. La
“mashua” constituye como una planta de naturaleza anual, como su familia, es
herbacea, pelado en sus estructuras, crece, en un inicio, de forma erecta para
luego convertirse en semipostrada y trepadora. Las hojas son alternas, brillantes
en el haz y mas claras en el envés, peltadas con entre tres y cinco Iébulos (Barrera,
2004). Sus flores son solitarias, monosimétricas, y que se originan en la parte
axilar de la hoja. Estas flores con bisexuales; caliz con 5 sépalos fusionados; la
corola tiene cinco pétalos, tres superiores y dos inferiores, sus bordes en algunas
ocasiones dentados o también ciliados; el androceo tiene ocho estambres; el
gineceo es gamocarpelar, con ovario supero, tres carpelos, un estilo, tres I6culos
y estigmas; la placentacién es axilar, con un 6vulo por léculo. Los frutos son
esquizocarpos, con tres mericarpos. Esta planta presenta tres semilla por fruto; el
embrion es recto (Laboratorio de Sisteméatica de Plantas Vasculares, 2011), (Pefia
et al., 2019).

En cuanto al tubérculo de Tropaeolum tuberosum R & P, el color predominante

de su ambito exterior es amarillo intenso, el color que predomina en la pulpa es



también amatrilla En cuanto a la forma de éstos, son conicos, ahusados; la hondura
de ojos del tubérculo es levemente acentuado (Manrique et al., 2013).

b) Cultivo

La “mashua” es denominado como uno de los cuatro cultivos de importancia en la
zona andina, cultivado en Bolivia, Ecuador, Perd, Venezuela y también Colombia.
Su cultivo es muy precario, no necesita de muchas condiciones para desarrollarse
no es necesario el uso de agentes quimicos, su produccién en estas condiciones
supera al de la “papa”; es resistente a los cambios inferiores de temperatura, se
le atribuye la cualidad de ser fungicida, insecticida y también de actuar contra
nematodo por poseer sustancias como glucosinolatos e isotiocianatos. Estas
capacidades se le atribuyen debido a su estado evolutivo que se ha desarrollado
en lugares donde no es facil el desarrollo de la agricultura; el poblador nativo supo
utilizar la distribucién de tierras. En su composicion posee un nivel elevado de
proteinas y de vitaminas como la C, por lo cual es altamente nutritivo. Este cultivo
se sigue utilizando en la alimentacién del hombre andino junto con la oca, el olluco
y la papa; por lo cual la diversidad de estas plantas se conserva, pero en estos
ultimos tiempos esto estd cambiando ya que se esta prefiriendo cultivar productos
con mayor salida. (C. Quispe et al., 2015).

c) Composicion fitoquimica

T. tuberosum tiene una gran variedad de componentes con posible capacidad de
uso en farmacologia. De estos reaccionan positivamente a alcaloides, esteroides
triterpenos, esteroides, mezclas fendlicas, flavonoides del conjunto de taninos,
catequinas, aminoacidos y cumarinas (Tinizhafay & Fernandez, 2018).

El tubérculo de “mashua” tiene textura arenosa y una alta concentracion de
carbohidratos y agua, que va de 79% hasta 94%. Los tubérculos secos pueden
contener desde 14 por ciento hasta 16 por ciento de proteina, casi el 80 por ciento
de carbohidratos, posee 9 ug/100g R-caroteno, 480 mg de vitamina C/100g,
niveles elevados de &cido ascorbico, isotiocianatos, mezclas fendlicas, vitamina
C, beta caroteno, antocianinas y flavonoides (Arenas & Samamtha, 2015).

En varios trabajos de caracter experimentales se demostré tener caracteristicas
para el uso en medicina, presenta en su composicion glucosinolatos con sus
derivados como bencil-isotiocianato (agente anticancerigeno), que accionan sobre
células neopléasicas. Posee también, como la papa, oca y olluco, propiedades
antioxidantes (ya que posee antocianinas y carotenoides). Estas cualidades hacen

posible su uso en farmacologia, nutricion, entre otros Atributos que hacen de este



un cultivo con un gran potencial, y que podrian ser utilizados en la mejora para la
sobrevivencia a plagas, en la industria farmacéutica y en la nutricién(C. Quispe
et al., 2015).

2.3.2. Bacteritéfagos

Son los llamados o virus de las bacterias, como los otros virus, tienen una
estructura béasica constituida por acidos nucleicos y proteinas. Son llamados
también, parasitos intracelulares, debido a que requieren infectar a una célula, y
en esta ocasion bacteria para replicarse (Fernandez, L., 2020). Los bacteriéfagos
que atacan células de la bacteria Eschericia coli se les denomina colifagos. En
forma abreviada se les conoce como fago. Los bacteriéfagos estan presentes en
los desechos humanos, en el suelo y en las aguas residuales. Son Utiles para
estudiar virus de células animales. Fueron descubiertas por Frederick W. Twort, y
Félix H. D'Hérelle a inicios del siglo pasado. Los fagos, como se ha mencionado
tienen replicaciéon a nivel intracelular y presentan un solo tipo de constituidos de
molécula de acido nucleico, tamafio de 20 a 200 nm. Gran parte de fagos posee
ADN, clasificandoseles como icoasédricos, que presentan cola o no, otros pueden
ser helicoidales o filamentosos (Aranda, A, 1998), (Dominguez, 2020).

a) Morfologia de un bacteri6fago

Los bacteri6fagos varia bastante de una especie a otra, pero al observarlos al
microscopio electrénico, todos presentan una estructura basica que puede ser
poliédrica, también llamada cubica, o filamentosa o una combinacion de estas dos
como en el caso de los fagos con cabeza poliédrica y cola filamentosa. La forma
predominante de estructura poliédrica es el icosaedro (poliedro regular con 20
caras triangulares y 12 vértices). La estructura poliédrica contiene el acido
nucleico y la mayor parte de las proteinas; la cola puede variar en cuanto a
tamafio, forma y complejidad segun las especies y poseer a su vez varios
apéndices, como fibras o estructuras terminales. Los fagos que no poseen cola
suelen tener pequefias espienlas ubicadas en los vértices del icosaedro. Los fagos
filamentosos son bastante simples, pues carecen de apéndices y parecen un
cilindro, dentro de él se ubica el &cido nucleico en una cavidad helicoidal (Espejo,
1980).

b) Composicién quimica

Los fagos estan compuestos por un solo tipo de acido nucleico y nunca por ambos.
Segun el tipo de acido nucleico que contengan se les denomina fagos ADN o ARN.

Las proteinas, ya mencionadas con respecto a la estructura de los fagos,



constituyen el otro componente siempre presente en éstos. Algunos fagos
contienen ademas poliaminas, tales como espermina y espermidina, cuya funcion
consiste probablemente en facilitar el empacamiento del acido nucleico. Algunos
poseen ademas lipidos como un componente estructural. Los lipidos de este fago,
denominado PM2, forman una membrana que envuelve a la nucleoproteina de
aguél al igual que en varios virus animales. Posteriormente se han descrito otros
fagos con membrana y lipidos, entre los cuales destaca el 06 por tener un genoma
formado por tres moléculas de ARN biténico. El acido nucleico del fago contiene
la informacion necesaria para la reproduccion de éste en la bacteria sensible. Se
encuentra alojado en el poliedro o filamento, protegido por las proteinas de la
accion de nucleasas (enzimas que pueden hidrolizar a los acidos
nucleicos(Aranda, A, 1998), (Espejo, 1980).

c) Replicacion

Uno de los modelos més estudiados es el ciclo de replicacion de un fago T4 el
cual se divide en diferentes fases: adsorcion, inyeccion del material genético viral,
replicaciéon del material genético, sintesis de las envolturas proteicas, ensamblaje
y liberacion. En la adsorcién, el fago adsorbe a componentes de periferia de la
bacteria actuando como receptores celulares especificos, de manera que un virus
determinado infecta un reducido niumero de cepas bacterianas que tienen el
receptor. La molécula receptora cambia con el tipo de bacteri6fago, pueden ser:
proteinas y lipopolisacaridos presentes en la superficie celular (pared bacteriana),
flagelos, pili o &cidos teicoicos. Los bacteriéfagos T par de Escherichia coli, como
el T4 utilizan los lipopolisacéaridos y proteinas como receptores. La implantacion
del bacteriéfago seda en el momento de que una fibra de la cola tiene unién con
el receptor apropiado, esta fijacion se debe a las interacciones electrostaticas,
influenciada con el pH y la concentracion de iones de magnesio, calcio (Luria,
1977), (Prescaott et al., 2002).

Inyeccién del material genético viral, en esta etapa ocurre cambios
conformacionales de las proteinas de la placa basal, varias de ellas tienen
actividad enziméatica produciendo un agujero en la membrana de la célula. En este
momento, la vaina del bacteriéfago sufre encogimiento inyectandose solo el acido
nucleico del virus en la célula. En la replicacion viral, el acido nucleico del virus
tiene bases el material genético viral que ingresa en una célula contiene bases
transformadas por glicosilacion y metilacion que no permiten degradacién por

enzimas celulares que evitan la degradacion por nucleasas bacterianas. Para esta



replicacion el virus en primer lugar sintetiza proteinas primarias que reparan el
hueco o poro de la membrana citoplasmatica por el cual ingresoé el acido nucleico,
también destruyen el genoma celular, evita la produccién de ARN y proteinas
celulares y proporcionando ribosomas que serviran para la configuracion de
proteinas del bacteriéfago. El tipo de replicacion del genoma del bacteriéfago
depende de la clase de material genético, ADN o ARN, de cadena simple o doble
(Luria, 1977) (Prescott et al., 2002).

La sintesis de las envolturas proteicas (capside, vaina, fibras, etc.), ocurre
después de iniciada la replicacion del material genético. La sintesis de cada
componente proteico se realiza separadamente, son las llamadas proteinas
tardias. Ensamblaje y liberacion, en esta etapa, las diferentes proteinas de la
capside se juntan formando la progenie viral con capacidad de colonizar a otra
bacteria cuando se produzca la liberacion por lisis celular. La liberacién se produce
por ruptura celular como consecuencia de las llamadas proteinas tardias
sintetizadas por el virus. En el caso del bacteriéfago T4, las proteinas son de
caracter enzimatico que destruyen la membrana citoplasmética bacteriana y su la
pared celular(Luria, 1977) (Prescott et al., 2002).

Existen, sin embargo, algunos fagos llamados fagos temperados, que no siempre
se multiplican, sino que, en ciertas ocasiones, establecen una simbiosis de tipo
molecular. Al infectar una bacteria sensible con estos fagos, su acido nucleico
puede, en vez de iniciar un ciclo litico, duplicarse en sincronia, con el "cromosoma”
bacteriano, s6lo una vez por cada generacién de la bacteria. El "cromosoma" del
bacteriéfago en este estado de duplicacion controlada se denomina “profago”, y
las bacterias que las albergan “bacterias lisogénicas”. El “profago” bajo
determinadas circunstancias, las que pueden ser de forma espontanea o inducida,
inician el ciclo litico descrito, que tiene como consecuencia la liberacion de virus
por lisis celular. La frecuencia con que esto ocurre en forma espontanea, o sea, la
fraccion de las células que lisan en cada generacién bacteriana varia de 102 a 10°
6 (Luria, 1977) (Prescott et al., 2002).



M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Se ejecutd en el Area Académica de Microbiologia, Facultad de Ciencias

Biolégicas, Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.2. Poblacion

Tubérculos de T. tuberosum provenientes del Centro Poblado de Pillucho, distrito

de Vilcas Huaman, provincia de Vilcas Huaman, regién de Ayacucho, ubicado a

3528 m.s.n.m.; latitud sur 13°41°12,1”; longitud oeste 73°58°27,2” (Anexo 11).

3.3. Muestra

Se tomd 5 kilos de tubérculos de T. tuberosum “mashua”, se seleccionaron

tubérculos en buen estado y se transportaron en bolsas de papel limpio al

laboratorio del Area Académica de Microbiologia de la FCCBB - UNSCH. Asi

mismo se tomaron especimenes de la planta para su identificacion (Anexo 1).

3.4. Metodologiay recoleccién de datos

3.4.1. Preparacion de la muestra

Los tubérculos de Tropaeolum tuberosum, fueron cortados en pequefios trozos

troceados y luego secados en una estufa a 40°C con aireacién constante, luego

con la ayuda de un molino se procedi6é a pulverizar la muestra.

3.4.2. Preparacion del extracto

Se pesaron 500 gramos de los pulverizados del tubérculo, se macerd en un frasco

de vidrio de color ambar en una solucién hidroalcohdlica al 80% por un espacio de

15 dias. Se procedio al filtrado y se dej6 a sequedad en una estufa de 37°C, hasta

tener el extracto y conservarse en refrigeracion hasta su uso en los ensayos.

3.4.3. Aislamiento de virus (bacteriéfagos de E. coli)

e Se utiliz6 aguas residuales procedentes de la planta de tratamiento “La Totora”,
se filtré con el uso del equipo de filtracion, bomba de vacio y filtros de
membrana, el filtrado trasvas6 a Vviales estériles conteniendo 1mL,

guardandose en refrigeracion.
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Se cultivd en caldo nutritivo la cepa de Escherichia coli ATCC 13706,
incubdndose a una temperatura de 35°C para obtener un cultivo con
equivalencia al estandar 0.5 de la escala de Mc. Farland.

De este cultivo se midi6 1.0 mL en un matraz estéril y se puso 0.1 mL del
fitrado, y agreg6é agar nutritivo atemperado a 45 °C, mezclandose para
depositarlo en placas de Petri de 15x100 mm, una vez solidificado, se llevo a
incubacién a una temperatura 37°C entre 18 a 24 horas.

Para los resultados se contabilizé unidades formadoras de placa de lisis y se
report6 como UFP/mL, Unidades formadoras de placa de lisis por mL (Alonso-
Urmeneta, B. et all, 2002).

3.4.4. Efecto antiviral

Se trabajé de la misma forma en cuatro periodos (10, 20, 40 y 80 minutos):

Realizamos diluciones del extracto hidroalcohdlico de la “mashua” con
concentraciones de 100% (20 mg/mL), 50% (10 mg/mL), 25% (5 mg/mL),
12,5% (2,5 mg/mL) y 6,25% (1,25 mg/mL) en tubos en un volumen por cada
tubo de 0.8 mL, agregandose 0,2 ml. del filtrado del bacteriéfago de E. coli
ATCC 13706. Para el control se realizé el mismo procedimiento utilizando agua
en vez del extracto.

Se monitoreo los tiempos en los diferentes tubos (10, 20, 40 y 80 minutos) a
temperatura ambiental. Después de esto, se realizé una dilucién de 1 en 1 (para
esto se tomo6 el 1 mL del complejo extracto-bacteriéfago y 1 mL de agua
destilada) para luego inocular 0.2 ml de cada tubo en matraces de 50 mL que
contenian 1,0 ml de cultivo joven de E. coli ATCC 13706, se agit6 haciendo
movimientos ondulatorios y se agregé agar nutritivo a una temperatura de 45°C
para luego verter en placas de Petri de 15x100 mm. Una vez s6lido se puso en
una incubadora a 37°C por 24 horas para observar UFP/mL vy realizar su
conteo. Después se establecidé la concentracion media inhibitoria (CMI50)
(Alonso-Urmeneta, B. et all, 2002),(Alarcén, J; Huaman, R., 2007).

3.5. Tipo deinvestigacion

Experimental.

3.6. Disefo de investigacion

Disefio con post prueba y grupo control.

3.7. Andlisis estadistico

Los resultados se presentaron en graficos. El andlisis estadistico se realizé a

través del andlisis de varianza a un nivel de confianza del 95% y la Prueba de

Tukey. Ademas, se realiz6 el analisis de regresion lineal.
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IV. RESULTADOS
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Figura 1. Promedio de unidades formadoras de placas de lisis (UFP/mL) por efecto de la

concentracion del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de T. tuberosum.
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Figura 2. Promedio de unidades formadoras de placas de lisis (UFP/mL) por efecto del
tiempo de exposicion a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico del

tubérculo de T. tuberosum.
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Figura 3. Regresion lineal del numero de unidades formadoras de placas de lisis (UFP/mL)

segun la concentracién del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de T. tuberosum.
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Figura 4. Regresion lineal del numero de unidades formadoras de placas de lisis (UFP/mL)
por efecto del tiempo de exposicion a concentracion del extracto hidroalcohdlico del

tubérculo de T. tuberosum.
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V. DISCUSION

En la Figura 1, tenemos el promedio de unidades formadoras de placas de lisis
(UFP/mL) por efecto de diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlico del
tubérculo de la “mashua”, donde a medida que la concentracion del extracto va
aumentando, las Unidades Formadoras de Placas de Lisis (UFP/mL) van
disminuyendo en numero que en promedio de 2015 (concentracién del extracto
de 1,25 mg/mL) a 596 UFP/mL (concentracion del extracto 20 mg/mL), que de
acuerdo al ANOVA (Anexo 2, p<0.05) y el andlisis de Tukey (Anexo 3) la diferencia
es significativa para las concentraciones del tubérculo en estudio. Caso similar se
observa en la Figura 2, en cuanto al efecto del tiempo de exposicion a las
concentraciones del extracto de la “mashua”, en promedio las UFP/mL van
disminuyendo de 1500 a 733; estadisticamente (Anexo 4 y 5), el analisis de
varianza (p<0.05), también es significativa; al igual que la prueba de Tukey, esto
es que a mayor tiempo de exposicién menor UFP/mL. Podemos deducir entonces
que efecto viral esta relacionado con la concentracion del extracto y el tiempo de
exposicion a éste.

Segun Tinizhafiay y Fernandez, al realizar el tamizaje fitoquimico, observaron que
T. tuberosum, dentro de sus componentes presentan triterpenos, alcaloides
esteroides, flavonoides, catequinas, compuestos fendlicos, entre otros
compuestos. Los taninos que vienen a ser los metabolitos secundarios
polifendlicos, que presentan una masa molecular relativamente elevada y que son
de naturaleza astringente. En diversos vegetales los taninos pueden encontrarse
en partes diferentes de un vegetal; como son las vacuolas, junto con alcaloides y
proteinas. Dentro de las propiedades farmacolégicas de estos polifenoles tenemos
gue se destaca propiedades astringentes, tanto por via interna o a nivel tépica; se
pueden utilizar como antidiarreicos, debido a su poder antiséptico, que permiten

precipitar los enzimas secretados por microorganismos que producen este tipo de
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afecciones. También, los taninos presentan propiedades vasoconstrictoras
(Tinizhahay & Fernandez, 2018), (Colina, 2016).

Ruibal e investigadores, realizaron un sobre el extracto dializado de la corteza de
Pinus caribaea Morelet var. Caribaea demostrando que contiene actividad anti
VIH-1, la que es atribuida a la presencia de taninos, los cuales poseen una
actividad trépica con proteinas y &cidos nucleicos (Ruibal et al., 2003).

Como se ha observado, otro de los componentes que presenta T. tuberosum, son
los flavonoides, nombre basico que se da a un grupo de moléculas dadas en el
metabolismo de caracter secundario en las plantas, generadas en la ruta del &cido
shikimico y de los llamados policétidos (Lopez Luengo, 2002). Estos metabolitos
estan presentes en muchos productos naturales provenientes de las plantas
superiores; estructuralmente estos compuestos presentan una naturaleza de tipo
fendlica, caracterizadas por presentar anillos bencénicos arométicos, los cuales
estan juntos mediante el puente constituido por tres carbonos (composicion C6-
C3-C6), pudiendo formar el anillo terciario. Los flavonoides se relacionan mediante
un camino biosintético, la que incorpora rutas del shiquimato y la de
acetatomalonato. Mas adelante ocurren cambios en varios estados, dando como
resultado la extensién de la metilacion, hidroxilacion, dimerizacién, isoprenilacion,
y glicosilacién produciendo oxigeno y C-glicésidos. Esta glicosilacion hace que los
flavonoides como consecuencia sean mas solubles en agua y menos reactivos.
En los flavonoides podemos encontrar como azlcar a la glucosa, o se puede tener
galactosa y xilosa. Los flavonoides poseen actividad antimicrobiana incluida la
viral. (Colina, 2016). Contienen en su estructura quimica un namero variable de
grupos hidroxilo fendlicos con excelentes propiedades de quelacién del hierro y
otros metales de transicion y secuestradoras de radicales libres, que les confiere
una gran capacidad antioxidante (Enciso & Arroyo, 2011).

En la adsorcién de los bacteri6fagos de Escherichia coli (fagos T-par), la union del
fago a la bacteria se inicia cuando la fibra de la cola entra en contacto con el
receptor apropiado, esto, a medida que hacen contacto mas componentes de la
cola viral, la placa base se pega a la superficie bacteriana. Después de que la
placa base esta asentada sobre la periferia bacteriana, se sufre alteraciones en la
conformacion de la placa basa, como también en la vaina, reconformandose
reorganizandose de manera que se acorta y pasa a ser un tubo de veinticuatro
aros a una de doce ros. La vaina se vuelve mas corta y mas ancha, empujando el

tubo central por medio de la pared bacteriana. La placa base contiene la proteina
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gp5, que tiene actividad lisozima. Poco después de la inyeccion del ADN del fago,
se detiene la sintesis de ambos acidos nucleicos y también de componentes
proteicos de la bacteria, y se ve en la necesidad de sintetizar componentes del
fago. La polimerasa ARN de Escherichia coli comienza a producir ARN mensajero
a los dos minutos. Este ARNm y otros ARNm iniciales guian la asimilacién de
factores proteicos y enzimas necesarias para manipular el funcionamiento de la
bacteria hospedera y sintetizar 4cidos nucleicos del fago. Algunas proteina
enziméticas iniciales del fago destruyen el ADN de la bacteria, deteniendo
simultdneamente de esta forma la expresion génica y proporcionando la materia
prima (nucléotidos) para la sintesis de ADN viral, que comienza a los 5 minutos
para, en lo posterior, se sintetizaran las proteinas de la capside y otros
componentes virales para luego producirse el ensamblado y liberacién por lisis
celular (Prescott et al., 2002). Al respecto, la propiedad antiviral de Tropaeolum
tuberosum, se puede explicar debido a que los virus estan constituidos en su
mayor parte de proteinas de manera que los metabolitos secundarios como son
los taninos y flavonoides estarian interfiriendo a nivel de estas moléculas en el
proceso de adsorcién y también en la replicacién del genoma viral, de forma que
inhibe su multiplicacién.

En cuanto a investigaciones relacionados con nuestro trabajo y las dos figuras
presentadas tenemos el de Hinostroza, quien trabajé también con bacteriéfagos
de E. coli, demostrando también que estos pueden ser inhibidos en su replicacion,
como en su caso utilizando el extracto acuoso y etandlico de Juglans neotropica
Diels “nogal, revalorando de esta manera los productos naturales de nuestra
region (Hinostroza, 2011).

En la Figura 3, tenemos la regresion regresion lineal del nimero de unidades
formadoras de placas de lisis (UFP/mL) en cuanto a la densidad del extracto
hidroalcohélico del tubérculo de la “mashua” donde tenemos que la tendencia
lineal es negativa, es decir que cuanto mayor sea la concentracion del extracto
hidroalcohdlico es menor el numero de UFP. Se encontr6 que el indice de
determinacion es de 0.6361, lo que quiere decir que la variacion de UFP esta
explicado por la variacion de la concentraciéon del extracto en un 63.61% que es
un valor relativamente elevado, ya que se tiene un valor maximo de 1.
Reemplazando la férmula tenemos que la Concentracibn Media Inhibitoria

(CMI50) es de 8.84 mg/mL, significando que en esta concentracion del extracto
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hidroalcohdlico de la “mashua”, el 50% de bacteriéfagos inoculados inhiben su
replicacion (1007 UFP/mL).

En la Figura 4, se observa la regresion lineal del numero de UFP/mL segun el
tiempo de reaccién del extracto acuoso frente a los virus (bacteriéfagos) de E. coli,
de igual manera tenemos que la relacién entre el tiempo y UFP/mL es negativa,
es decir que a medida que va transcurriendo el tiempo la formacion de UFP/mL va
disminuyendo. De la figura, el indice de determinacion es de 0.95, interpretando
quiere decir que la variacién de UFP esta explicado en un 95% por la exposicion
al extracto en funcion del tiempo.

En cuanto a trabajos relacionados con nuestra investigacion, se tiene referencia
el trabajo realizado por (Aire-Artezano et al., 2013) en el que demuestran que la
“mashua” tiene efecto contra la “hiperplasia prostatica”, debido a que contiene
glucosinolatos e isotiocianatos; que son importantes en la inhibicion de la
proliferacion de células cancerosas.

En consecuencia, por las evidencias expuestas nos permitimos afirmar que el
extracto (hidroalcohdlico) de la “mashua”, que es utilizada en medicina tradicional,

posee actividad antiviral.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto (hidroalcohdlico) de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum
presenta efecto antiviral, la que se observa que a mayor concentracion y
mayor tiempo de exposicién al extracto hidroalcohdlico la inhibicion de la
replicacion viral es mayor.

La concentracibn media inhibitoria del extracto (hidroalcohélico) de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum que inhibe el proceso de replicacion
viral fue de 8.84 mg/mL. La variacion de la replicacién viral esta explicada por

la variacion de la concentracion del extracto en un 63.61%.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar similar trabajo utilizando virus que infectan células

animales para tener un modelo mas cercano al ser humano.
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Anexo 1. Clasificacion taxonémica de Tropaeolum tuberosum “mashua’

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, el Bachiller. en Ciencias Biolégicas, Sr. Miguel Angel, TIPISMANA
NEYRA, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis. k

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECI)E : Tropaeolum tuberosum R. & P.
N.V. : ‘mashua”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 18 de Enero del 2010
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Anexo 2. Andlisis de varianza para las UFP/mL por efecto de diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohélico de T. tuberosum.

ANOVA
UFP/mL
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 15197557,292 5 3039511,458 25,697 ,000
Dentro de grupos 7806764,583 66 118284,312
Total 23004321,875 71
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Anexo 3. Prueba de Tukey para las UFP/mL por efecto de diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohélico de Tropaeolum tuberosum.

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Concentracion (mg/mL) N 1 2 3 4
20,00 12 595,83
10,00 12 758,33 758,33
5,00 12 975,00 975,00 975,00
2,50 12 1144,17  1144,17
1,25 12 1320,83
,00 12 2014,58
Sig. ,089 ,079 ,150 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 12.000.
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Anexo 4. Andlisis de varianza para las UFP/mL por efecto del tiempo de
exposicion al extracto hidroalcohdlico de T. tuberosum.

ANOVA
UFP/mL
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 6020653,819 3 2006884,606 8,035 ,000
Dentro de grupos 16983668,056 68 249759,824
Total 23004321,875 71
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Anexo 5. Prueba de Tukey para las UFP/mL por efecto del tiempo de exposicion
al extracto hidroalcohdlico del tubérculo de T. tuberosum.

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo (min) N 1 2 3
80 18 733,33
40 18 1012,78 1012,78
20 18 1293,06 1293,06
10 18 1500,00
Sig. ,343 ,341 ,602

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 18.000.
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Anexo 6. Fotografia de la planta de Tropaeolum tuberosum. “mashua”.
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Anexo 7. Tubérculos de Tropaeolum tuberosum. “mashua”.
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Anexo 8. Placa con las Unidades Formadoras de Placas de lisis de bacteriéfagos
(virus de Escherichia coli).
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Anexo 9. Proceso de obtencion del extracto hidroalcohélico de los tubérculos de
T. tuberosum.
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Anexo 10. Actividad antiviral de las concentraciones de T. tuberosum expresadas
en Unidades Formadoras de Placas de Lisis.
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Anexo 11. Fotografia de la ubicacién del Centro Poblado de Pillucho, distrito de
Vilcas Huaman, de la provincia de Vilcas Huaman, region de Ayacucho, donde se
obtuvo las muestras de T. tuberosum.

(

7~
) %‘ arutas de granadilla &/
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Anexo 12. Matriz de consistencia.

TITULO: Efecto antiviral del extracto hidroalcohodlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum “mashua’. Ayacucho, 2009.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES E INDICADORES MARCO TEORICO METODOLOGIA

JEl  extracto Objetivo general El extracto Variable independiente - Antecedentes Tipo de investigacién
hidroalcohdlico  Evaluar el efecto antiviral hidroalcohdlico del - Diferentes concentraciones de - Marco conceptual Experimental
de los del extracto tubérculo de extracto hidroalcohdlico de - Tropaeolum Poblacion
tubérculos de hidroalcohdlico del Tropaeolum tubérculos de Tropaeolum tuberosum Tubérculos de Tropaeolum
Tropaeolum tubérculo de Tropaeolum tuberosum tuberosum “mashua”. - Descripcién botanica tuberosum “mashua” del distrito
tuberosum tuberosum “mashua”. “mashua” tiene - Cultivo de Pillucho
“mashua” efecto antiviral. Indicador: - Composicién Muestra
tendra efecto Objetivos mg/mL - Bacteriéfagos 5 kilos de de tubérculos de
antiviral? especificos - Morfologia Tropaeolum tuberosum “mashua”,

- Determinar como la Variable dependiente - Composicién Metodologia

concentracion y el Efecto antiviral. - Replicacion - Se obtuvo el extracto

tiempo de exposicion al
extracto
hidroalcohdlico del

tubérculo de
Tropaeolum
tuberosum  “mashua”

influye en la replicacion
viral.

- Determinar la
concentracion media
inhibitoria del extracto
hidroalcohélico del

tubérculo de
Tropaeolum

tuberosum  “mashua”
que inhibe la

replicacion viral.

Indicador
Unidades formadoras de placas
(UFP/mL)

hidroalcohdlico por maceracion
en solucion hidroalcohdlica.

- Para el aislamiento de virus, se
utilizé la cepa E. coli ATCC
13706 y los bacteri6fagos se
recolectaron de aguas
residuales, para la obtencion de
Unidades formadoras de placa
(UFP/mL)

- Para la determinacion de la
actividad antiviral se realizd
diluciones del extracto del
tubérculo de 20 a 1.25 mg/mL y
se sometié a los virus.

Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de varianza,

la prueba de Tukey y regresion

lineal, asi como los resultados se
presentaron en figuras.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Miguel Angel TIPISMANA NEYRA
R.D. N° 148-2021-UNSCH-FCB-D

Alos catorce dias del mes de enero del afio dos mil veintidds, siendo las cuatro de la tarde,
se reunieron a través de la plataforma Google Meet, los docentes miembros del jurado
calificador conformado por el Dr. Saul Alonso CHUCHON MARTINEZ (Presidente); Dr.
Emilio German RAMIREZ ROCA (Miembro - jurado): Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ
(Miembro - jurado); Dr. José ALARCON GUERRERO (Miembro - asesor) y el Dr. Gilmar
PENA ROJAS (Miembro - 4to jurado), actuando como secretaria Docente la Dr. Nilda
Aurea APAYCO ESPINOZA, para recepcionar la sustentacion de tesis titulada: “Efecto
antiviral del extracto hidroalcohélico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum
“mashua” Ayacucho, 2009" presentado por el Bach. Miguel Angel TIPISMANA NEYRA,
previa verificacion de la documentacion exigida, el presidente autorizé el inicio del acto
académico precisando que el sustentante dispone de cuarenta y cinco minutos, conforme
lo establece el reglamento de grados y titulos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Finalizada la sustentacion, el presidente invito a los miembros del jurado a participar con
observaciones, aclaraciones y sugerencias realizadas, concluida esta etapa, el presidente
invito al sustentante y a los asistentes abandonar la sala virtual a fin de proceder a la
deliberacion y calificaciéon correspondiente:

Seguidamente procedieron a la calificacién, alcanzando los siguientes resultados:

Respuesta a

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Promedio
preguntas
Dr. Emilio German RAMIREZ ROCA 17 17 17
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 16 16 16
Dr. Gilmar PENA ROJAS 16 14 15

PROMEDIO 16

El sustentante alcanzo el promedio de 16 (dieciséis) aprobatorio. Acto seguido, el
presidente invito al sustentante y publico reingresar a la sala virtual para dar a conocer el
resultado de la evaluacion; finalizando el presente acto académico siendo las seis y treinta
minutos de la tarde, firmando al pie el presente en sefal de conformidad.
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FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 08-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional De San Cristobal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto antiviral del extracto
hidroalcohélico del tubérculo de Tropaeoium tuberosum “mashua”. Ayacucho, 2009
por MIGUEL ANGEL TIPISMANA NEYRA; he constatado por medio del uso de la
herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 19%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-C.

En tal sentido, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Se acompafia el

INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.
Ayacucho, 16 de enero de 2024.
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