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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd con el objetivo de determinar el
efecto antibacteriano de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Borago
officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Se llevd a cabo en el laboratorio de
Toxicologia “Ruben Gil Salas” de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica y en el laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de
biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. El tipo de
investigacion fue experimental. El conocimiento empirico del uso de Borago
officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” para
tratar infecciones respiratorias nos conlleva a inferir que estas plantas poseen
cierto efecto antimicrobiano frente a bacterias del tracto respiratorio, como S.
pneumoniae. El ensayo fitoquimico cualitativo de los extractos hidroalcohdlicos
de ambas muestras vegetales fue realizado siguiendo los procedimientos
descritos por Miranda y Cuellar. Los metabolitos secundarios encontrados en
Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”
fueron: flavonoides, fenoles, taninos, lactonas, cumarinas, azlcares, saponinas y
mucilagos. La actividad antibacteriana fue evaluada por el método del
antibiograma disco—placa (Kirby—Bauer), referido a los halos de inhibicion,
realizando cinco concentraciones iniciales (1%, 5%, 10%, 15% y 20%) de ambas
muestras vegetales y se usé oxacilina 1ug como control, donde se determiné
que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “borrajas” no
presenta efecto antibacteriano y el de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqgoripa” si presenta efecto antibacteriano; donde la concentracion de 250,00
mg/ml (20%) es la que muestra mejor respuesta frente a S. pneumoniae. Para
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) se utilizé el método de macrodilucion en caldo; utilizando el
caldo infusion cerebro corazén suplementado con 5% de suero y la CIM fue de
0,49 mg/ml y la CMB 0,97 mg/ml; utilizando el caldo Mueller—Hinton
suplementado con 5% de sangre de carnero la CIM fue de 0,24 mg/mly la CMB
0,49 mg/ml.

Palabras clave: Borago officinalis L., Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, extracto hidroalcohdlico, actividad
antibacteriana, Concentracion Minima Inhibitoria, Concentracion Minima
Bactericida.
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l. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias son muy frecuentes a nivel mundial, y son una de
las primeras causas de mortalidad y morbilidad especifica. En el PerQ, estas
infecciones representan un gran problema de salud publica, especialmente en la
poblacion pediatrica menor a 5 afios, genera un gran consumo de recursos
econdmicos del Estado.” La poblacién mas afectada, por lo general, son aquellas
gque residen en lugares con temperaturas muy bajas, factor que guarda mucha
relacibn con el desarrollo de las infecciones respiratorias y neumonia. Asi
mismo, los pobladores de mas bajos recursos econdémicos, tienen recursos
limitados para poder combatir las mencionadas infecciones; es asi que, ellos
utilizan su conocimiento empirico y usan diferentes tipos de plantas medicinales
para poder combatir las infecciones respiratorias.

En el Perd, Streptococcus pneumoniae es uno de los patbgenos mas
importantes asociados con neumonia y meningoencefalitis en nifios.? Por otro
lado, Klebsiella pneumoniae por su frecuencia de aislamiento, por los
mecanismos patogénicos y de resistencia que presenta, se considera un
patégeno oportunista que emerge como responsable de la etiologia de
infecciones respiratorias adquiridas en la comunidad.® Cientos de nifios que no
superan los 5 afios de edad, asi como también personas de la tercera edad (60
aflos a mas) mueren debido a las infecciones respiratorias que se convierten en
neumonias. El Centro Nacional de Epidemiologia del Ministerio de Salud ha
registrado, entre enero y junio del 2013, 30.733 casos de esta enfermedad, la
cifra mas alta en los dltimos cinco afios, y esta semana el Estado anuncio la
distribucién de mas de 100.000 prendas de abrigo para paliar la situacion.”

Es conocida la resistencia de algunos de los gérmenes mas frecuentemente
asociados a estos cuadros, como el Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae, a los antimicrobianos, lo cual debe ser interpretado de forma

adecuada para hacer el uso racional de los mismos. El temor al desarrollo de



esta resistencia, debido a su constante aumento en los Ultimos afios, ha
generado la necesidad de asegurar un buen resultado clinico que inducen
muchas veces a un uso inadecuado de los antibidticos por parte de la
poblacion.® Por ello se deben buscar otras alternativas que ayuden a combatir
los diferentes tipos de enfermedades, donde una de estas alternativas que
tienen un alto potencial a estudiar, son las plantas, principalmente las que
poseen principios medicinales. Las plantas medicinales son importantes para la
investigacion farmacoldgica y le desarrollo de medicamento, no solo cuando los
constituyentes de las plantas directamente como agentes terapéuticos, sino
también como material base para la sintesis de los medicamentos o0 como
modelos para compuestos farmacolégicamente acitvos.® ’
El Perl es uno de los paises que es reconocido, a nivel mundial, por la gran
diversidad ecoldgica que posee, dentro de la cual se encuentran un sinfin de
especies vegetales que poseen propiedades medicinales que aun no han sido
estudiadas. Muchos de estos conocimientos empiricos, acerca de las
propiedades medicinales que poseen ciertas especies vegetales, son
transportados Unicamente verbalmente, y con el transcurrir de los afios, muchos
se han ido perdiendo. Los pobladores de nuestro pais, y de la regién Ayacucho,
han usado diferentes tipos de yerbas para poder curar distintas enfermedades.
Principalmente, en la sierra de Ayacucho, se cree que una infusién “borrajas” o
de “anqoripa”, ayuda a curar las infecciones respiratorias agudas o neumonia. Es
asi que en ausencia de existir una investigacion cientifica que haya demostrado
la accion que tienen estas plantas frente al neumococo, el presente trabajo se
orientd a comprobar el efecto bactericida del extracto hidroacohdlico de las hojas
de Borago officinalis L. “borrajas” o de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“angoripa” frente a la cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Para ello se platearon los siguientes objetivos:
Objetivo general
Determinar el efecto antibacteriano de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas
de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqoripa” frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Objetivos especificos
1. Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios de los extractos
hidroalcohdlicos de las hojas de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio

canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”.



Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Borago officinalis L. “borrajas” frente a Streptococcus pneumoniae ATCC
49619.

Evaluar el efecto antibacteriano de extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 496109.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima
Bactericida de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Borago
officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”

frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 496109.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Guevara et. al.®, determinaron que Streptococcus pneumoniae es el principal
agente causal de las infecciones respiratorias en nifios procedentes de la
comunidad, ocupando Moraxella catarrhalis y Staphylococcus aureus el segundo
y tercer lugar respectivamente. Asi como también en su resultado del
antibiograma de las 83 cepas de Streptococcus pneumoniae, determinaron que
26 cepas (31,3%) fueron resistentes a penicilina, porque no dieron halo de
inhibicién con el disco de oxacilina y 7 (6,4%) fueron poco sensibles a la
penicilina, porque hubo halo de inhibicibn menor de 20 mm.

Chacén®, evalu6 el efecto expectorante del extracto hidroalcohdlico de Borago
officinalis L. “borrajas” en ratones albinos en la ciudad de Ayacucho, quién
determin6 que el extracto hidroalcohdlico de Borago officinalis L. “borraja” sobre
las secreciones tragueales de los ratones a concentraciones de 100 mg/kg, 200
mg/kg y 400 mg/kg, y tomando como referencia al farmaco bromhexina 30
mg/kg, posee un efecto expectorante positivo en ratones albinos. Siendo la
concentracion de 100 mg/kg la que obtuvo mejor efecto expectorante.
Huashuayo'®, en su investigacion realizada con el extracto etanélico y acuoso de
las vainas y semillas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, evalud su actividad antibacteriana. En este trabajo se
encontré que, tanto el extracto etandlico como el extracto acuoso de las vainas y
semillas de Caesalpinia spinosa “tara” presentaron efecto antibacteriano sobre
Streptococcus pyogenes ATCC 19615; donde se determiné que el porcentaje de
inhibicion del extracto acuoso de vainas de Caesalpinia spinosa “tara” frente al
estandar de eritromicina (0,0015 mg/ml), present6 el mayor porcentaje de
inhibicion que es de 64,60%. Asi mismo, la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion minima bactericida frente a S. pyogenes ATCC 19615 fue de 1,95

mg/ml y 3,90 mg/ml respectivamente.



Asi mismo, Garcia', en su trabajo de investigacion Actividad antiinflamatoria de
los compuestos fendlicos aislado de las hojas de Senecion nutans Sch. Bip.
“wiscataya”, determind que los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
esta especie vegetal tuvo una actividad antiinflamatoria y antioxidante. En la cual
se determiné que la concentracion de 50 mg/kg de compuestos fendlicos de las
hojas de Senecio nutans Sch. Bip “wiscataya” tuvo la mejor actividad
antiinflamatoria entre las dosis que evalud, y el efecto antiinflamatorio fue similar
al del diclofenaco.

En el trabajo de Albayrak et. al** **, “A Comparative study on Antioxidant and
Antimicrobial Activities of four Senecio L. Species from Turkey”, estudiaron los
contenidos fendlicos totales, actividades antioxidantes y antimicrobianas de
cuatro especies de Senecio L. en el que se utilizaron las partes aéreas de las
plantas (hojas). Los resultados de esta investigacion mostraron que todas las
especies de Senecio eran ricas en contenido fendlico y tenian una potente
actividad antioxidante medida por diferentes métodos, como la eliminacion de
DPPH. Asi mismo, evaluaron la capacidad antimicrobiana frente a dos levaduras
y trece bacterias; donde sus resultados obtenidos eran efectivos frente a ocho de
los quince microorganismos en estudio.

Vargas™, realiz6 el trabajo en el que evalué el contenido de flavonoides y fenoles
totales en hojas de tres especies del género Senecio (S. adenophylloides Sch.
Bip., S. graveolens Weed y S. collinus DC.) y de su actividad antioxidante in
vitro. Se determind que las hojas de las tres especies del género Senecio
presentan compuestos fendlicos y flavonoides, las cuales se evidenciaron con el
reactivo de Cloruro férrico al 5% y ensayo de Shinoda respectivamente.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Métodos de extraccion

2.2.2.1. Maceracion

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto tiempo de la
droga con el menstruo constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado
en el cual el menstruo actta simultdneamente sobre todas las proporciones de la
droga, circulando a través en todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus
principios activos hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del
contenido celular.**

El material vegetal tiene que estar en forma de trozos o polvo, y se deja reposar

por tres 0 mas dias en una soluciébn de agua o alcohol en oscuridad, con



agitaciobn constante hasta completar la extraccion del material vegetal
aproximadamente por 7 dias."

Al final de este periodo se realiza la filtracion que consiste en la separacion de la
parte liquida y solida a través de un papel filtro. La maceracion se realiza a
temperatura ambiente, las soluciones o liquidos macerantes que con mas
frecuencia se utilizan son el agua y el alcohol o una combinacion de ambos,
aunque también pueden emplearse vinos tintos o blancos. La maceracién en
agua ho debe alargarse por mucho tiempo pues puede presentar contaminacion
por hongos, lo cual no sucede en las soluciones de alcohol o hidroalcohdlicas.
El tiempo total de maceracioén depende del tipo de planta, parte de la misma o
principio activo a extraer.'® *°

2.2.2. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecolégica porque participan en los
procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como el establecimiento
de la simbiosis con otros organismos, en la atraccién de insectos polinizadores y
dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa se
induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas como: a) el
consumo por herbivoros, b) el ataque por microorganismos, c) la competencia
por el espacio del suelo y d) la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés
abidticos.™®

Los metabolitos secundarios defienden a las plantas de los herbivoros y
microorganismos patdgenos. Los compuestos secundarios pueden tener otras
funciones importantes, como la de soporte estructural, en el caso de la lignina, o
pigmentos, en el caso de las antocianinas."’

Algunas clases de compuestos proporcionan una superficie protectora a la
planta, como: cutina, suberina y ceras. Los tres principales grupos de
metabolitos secundarios pueden ser considerados: terpenos, fenoles vy
compuestos que poseen nitrogeno.*’

Sintesis de metabolitos secundarios. El conjunto de reacciones quimicas que
tienen lugar en un organismo constituyen el metabolismo. La mayor parte del
carbono, nitrégeno y de la energia termina en moléculas comunes a todas las
células, necesarias para su funcionamiento y el de los organismos. Se trata de
aminodcidos, nucleotidos, azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y

desempeiiando las mismas funciones. Se denominan metabolitos primarios.



Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de un amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan
metabolitos secundarios (también denominado productos secundarios, productos
naturales).'®

2.2.2.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de metabolitos
secundarios de las plantas. Se caracterizan por presentar en su estructura un
anillo de benceno con, al menos, un grupo hidroxilo (fendlico), generalmente
funcionalizado. Se pueden clasificar segin su complejidad estructural y su origen
biosintético."

Una propiedad general de los fenoles es su actividad antimicrobiana; el propio
fenol fue el primer antiséptico usado en cirugia.*

2.2.2.2. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos con un peso molecular entre 500 y 3.000
D. Sus principales caracteristicas son la capacidad antioxidante y la capacidad
de unirse a alcaloides, gelatinas y otros materiales, aunque parece que las
interacciones tanino-proteina son la base de sus actividades bioldgicas.™
Quimicamente hay 2 tipos principales de taninos: hidrolizables y no hidrolizables.
Presentan una distribucién desigual en las plantas: los no hidrolizables estan
presentes de forma general en los helechos y las gimnospermas, mientras que
los hidrolizables solo estan presentes en las dicotiledéneas.®

2.2.2.3. Flavonoides

Los flavonoides tienen dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres
atomos de carbono (C¢CsCq). Se distribuyen ampliamente en las plantas, donde
cumplen muchas funciones, entre ellas la de produccién de pigmentos de color
amarillo o rojo — azul en las flores y proteccibn antes los ataques de
microorganismos e insectos. Existe una fuerte evidencia experimental de su
capacidad de modificar la reaccion del cuerpo a los alérgenos, virus y agentes
carcindgenos. Estos resultados ponen de manifiesto su actividad antialérgica
antimicrobiana y anticancerigena.™

Los taninos condensados han sido mas estudiados respecto a su actividad

antioxidante, ademas de que se ha reportado que poseen beneficios a la salud



por su actividad antibacterial o bacteriostética. In vivo, se ha observado el efecto
bacteriostatico del jugo de arandano, atribuido a los taninos condensados.™
2.2.2.4. Quinonas

Son compuestos coloreados, desde amarillo al casi negro, aunque la mayoria
amarillas, naranjas o rojas. Se han descrito al menos 1.200 quinonas diferentes.
Pueden clasificarse en benzoquinonas (estructura bencénica), naftoquinonas
(estructura del naftaleno) y antraquinonas (estructura antracénica). Algunas son
lipofilicas, ya que tienen sustituyentes alquilicos o grupos isoprenoides, mientras
gque otras estan hidroxiladas y presentan algunas propiedades fendlicas. Pueden
aparecer en forma libre o combinada con aztcares.*®

2.2.2.5. Lactonas y cumarinas

Las cumarinas son lactonas aromaticas cuya biosintesis suele producirse a partir
de &cidos cindmicos, generalmente el acido p-hidroxicinAmico. Se pueden
clasificar en 3 grupos: Hidroxicumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas.*®
Hidroxicumarinas. Como la umbeliferona y sus correspondientes heterdsidos,
se encuentran en plantas superiores, aproximadamente en 100 familias.®
Furanocumarinas y piranocumarinas. Ambas aparecen generalmente en
forma libre en frutos y raices. Las furanocumarinas son biolégicamente activas
que las hidroxicumarinas; sin embargo, pueden presentar fototoxicidad, y en
algunos casos son alérgicos.™

2.2.2.6. Azlcares reductores

Los glicésidos, como el metilglucopiranésido, no reaccion porque no pueden
interconvertirse incluyendo una forma con un grupo aldehido libre. Los azlcares
gue reaccionan se llaman azucares reductores; lo que no lo hacen, azlcares no
reductores. Los azUcares reductores pueden unirse de forma inespecifica a otras
moléculas. Asi, por ejemplo, como azlcar reductor la glucosa puede reaccionar
con la hemoglobina y formar una hemoglobina glicosilada. Los cambios en al
cantidad de la hemoglobina glicosilada pueden utilizarse para medir la
efectividad de los tratamientos de diabetes mellitus.*

2.2.2.7. Mucilagos

Son polisacéridos complejos, quimicamente estan formados por pentosas
(arabinosa y xilosa), de estructura ramificada y alto peso molecular. También se
han encontrado en los mucilagos en las raices y hojas de diversas especies
vegetales. Los mucilagos son fibras solubles que, una vez extraidos, poseen una

gran capacidad de formar geles. Tienen la propiedad comin de hincharse en



contacto con el agua y formar disoluciones mas o menos viscosas que recubren
la mucosa orofaringea, protegiéndola de las inflamaciones o irritaciones locales.’
2.2.2.8. Saponinas

Las saponinas constituyen un amplio grupo de heterésidos muy frecuentes en
los vegetales. Se caracterizan por sus propiedades tenso — activas; se disuelven
en agua formando disoluciones espumosas.®

Las saponinas presentan diversas actividades biol6gicas y farmacolédgicas: como
la actividad hemolitica, tensoactiva, actividad antibacterial, antitumoral entre
otras. Las saponinas son afectadas por otros factores como el tipo de nucleo, el
ndmero de las cadenas azucaradas y el tipo de grupo funcional.?
2.2.3. Borago officinalis L. “borrajas”

2.2.3.1. Clasificacién taxondmica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase . Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Boraginaceae
Género : Borago

Especie : Borago officinalis L.
N.V. : “Borraja”

Clasificacion taxonémica segun Cronquist, 1981.

2.2.3.1. Distribucién geogréfica

Las especies del género Borago son solamente tres, y originalmente crecen en

zonas mediterraneas de Africa, Asia y Europa, de las cuales el Borago officinalis

L. es la Gnica introducida en el Peri.’

¢ Habitad: campo de cultivo y bordes de caminos. En lugares donde abundan
los restos orgéanicos.’

e Periodo de floracion (aproximado): febrero — junio.’

Planta originaria de la zona mediterrdnea de Europa y Asia menor, y bastante

comun en jardines, huertas, actualmente de distribucibn cosmopolita. Crece en

tierras bajas y suelos arenosos bien soleados, aunque también en climas frios.

Se suele cultivar por sus semillas, de las que se obtiene un aceite rico en acido

linolénico utilizado como suplemento dietético.?
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2.2.3.2. Descripcién botéanica

Herbacea robusta con gruesa y prolongada raiz, tallo hueco, grueso y
mucilaginoso, de 30 a 70 cm de alto, muy ramificado. Toda la planta esta
cubierta de pelillos muy tiesos, casi punzantes; hojas de color verde oscuro y
muy rugosas, alternas, grandes, ovales, elipticas y acabas en punta, con
numerosos pelillos blancos y asperas al tacto, estan sostenidas por un grueso y
largo rabillo las inferiores, y muestran en el envés nervios de notable relieve, al
paso que las de la parte alta del tallo, rollizo y hueco, acortan el rabillo hasta
perderlo por completo. Las flores forman ramilletes también muy erizados de
pelos, de color azul, o rara vez blancas o violaceas; el céliz hace una estrella de
cinco puntas y la corola es de una sola pieza, con el tubo corto y extendido a
manera de estrella, dividida en cinco gajos profundos. En medio de la flor se
levantan cinco piezas cortas, truncadas o escotadas, al pie del gajo. El fruto
maduro, de color marrén o pardo oscuro, es un tetraquenio que muestra cuatro
nueces separables cubiertas de pequefios tubérculos; semeja una vibora.”®
2.2.3.3. Composicion quimica

Las ramas y hojas de esta especie contienen mucilagos y pequefias cantidades
de alcaloides pirrolizidinicos: licopsamina, amabilina, intermedina, supinidina y
otros. Estos compuestos se encuentran también en las flores, pero como
derivados insaturados, principalmente tesinina.?? Los aceites presentes en las
semillas son &cido linoleico, acido oleico, &acido g — linolénico, &cido a -
linolénico, acido palmitico, acido estearico, acido eicosandico, acido erdcico y
otros. También contiene &cido silico (1,5% en los tallos y 2,2% en las hojas).
Nitrato de potasio en las partes verdes (15 — 17%), resinas en las flores, malato
calcico alantoina (semillas y flores), flavonoides (kaempferol, quercetol), sales
minerales (principalmente en las flores), saponinas, acido ascorbico (0,04%),
acido rosmarinico (hojas) y taninos (en las hojas hasta un 3%).°

2.2.3.4. Propiedades y usos

La medicina popular utiliza el infuso (10 g/L) como sudorifico, emoliente y
diurético; en afecciones de las vias respiratorias, resfriados y bronquitis. El aceite
de las semillas se recomienda por via externa para prevenir el envejecimiento de
la piel. Desde 1990, las drogas basadas en flores de Borago estan etiquetadas
en el mercado europeo como “tradicionalmente utilizadas para el tratamiento de
afecciones bronquiales agudas y benignas” y “para estimular la eliminacion renal
del agua”. Por su contenido de alcaloides hepatotdxicos no es aconsejable en

tratamiento prolongados.*
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Es usado como agente secuestrante, para la tos, enfermedades de la garganta y
tratamiento bronquial. Es también usado como agente antiinflamatorio para el
rindn, desordenes de la vejiga, como astringente y en el tratamiento de
reumatismo; para flebitis y sindrome premenstrual. Amigdalitis, calculos renales,
foranculos, gota; inflamacién ocular, estimulacion de la lactancia, disminucién del
colesterol. También se utiliza en casos de sarampion, viruelas locas y
escarlatina.”®

2.2.4. Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”

2.2.4.1. Clasificacién taxondmica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase . Asteridae

Orden . Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Senecio

Especie : Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
N.V. : “Anqoripa”

Clasificacién taxonémica segun Cronquist, 1981.

2.2.4.2. Distribucién geografica

El género Senecio es uno de los géneros mas mas diversos de plantas con
flores, de distribucion cosmopolita, a excepcion de la Antartida, presentando la
mayor concentracion y riqueza en los Andes sudamericanos y al sur de Africa.®
La altitud es un factor bastante determinante para la distribucion de varias
especies del género Senecio. La mayoria de ellas (33 taxones) estan adaptadas
o tienen preferencia a desarrollarse desde los 4000 m hasta el limite de
vegetacion.”

Senecio canescens presenta una amplia distribucion, desde los Andes de
Venezuela hasta la Argentina. En el Peru crece en areas expuestas de los
pajonales, en Ancash, Apurimac, Huanuco, Junin, Cusco, Huancavelica, La
Libertad, Tacna, Pasco y Puno, entre los 3500 y 5000 m de altitud.®

Para el Pert han sido registradas 177 especies, las que ocupan diversos
ambientes ecoldgicos, desde la costa desértica, lomas, matorrales xerofiticos,
valles interandinos hasta la puna, en el limite de la vegetacion. Muchas de estas
especies presentan distribucion restringida y estan consideradas como

endémicas.®
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2.2.4.3. Descripcién botéanica

Hierba erguida 25 — 55 cm de alto, densamente lanosa. Tallo florifero, cilindrico.
Hojas basales arrosetadas, peciolo de 3 — 9 cm largo, alado, lanoso, vaina
laminar con la cara extrema lanosa blanquecina, la interna glabra y visiblemente
estriada longitudinalmente; limbo oblongo espatulado, 15 — 45 x 1.5 — 4.5 cm,
margen entero, revoluto, apice obtuso, base atenuada densamente lanoso, en
ambas caras, visiblemente uninerveada en el haz, las hojas superiores son
escasas. Capitulo discoideo, terminal nutante, solitario o varios en racimo;
involucro discoideo 5 — 8 x 6 — 10 cm, bracteas involucrales numerosas,
biseriadas, oblongas cano — lanosas en el dorso. Flores actinomorfas,
hermafroditas isomorfas, corola amarilla tubulosa pentadentada, dientes agudos,
ramas de estilo rectangulares, con el apice truncado penicilado, anteras
apendiculadas en el apice, base obtusa, filamento lacriforme en la mitad
superior. Papus formado por numerosos pelos canos. Aquenio cilindrico.?’
Hierba rizomatosa, puede alcanzar los 65 cm. de alto, densamente pubescente,
hojas caulinares opuestas y las basales arrosetadas, 15 cm de largo. Capitulo

con flores tubulosas, con pétalos amarillos.?’

Epoca de Floracion : Mayo y junio.
Epoca de fructificacion : Julio y agosto.
Propagacion de semillas : Silvestre.

2.2.4.4. Propiedades y usos

Usada como planta medicinal con el nombre de “vira — vira”, “wira — wira”, “oreja
de conejo”, “anchos” y “wila — wila”. Dentro del ambito nacional, el uso medicinal
de Senecio canescens, para contrarrestar afecciones respiratorias es bien
conocido y reportado. En todos los casos la parte de la planta que es usada son
las hojas, y su forma de preparacion es a partir de la decoccion de las mismas.*’
2.2.5. Infecciones respiratorias agudas

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son todas aquellas patologias de
presentacion con menos de 15 dias de evolucion, de origen infeccioso, que
produce afeccion del tracto respiratorio tanto superior como inferior. Dentro de
sus sintomas mas frecuentes se encuentran tos, diarrea, rinorrea, obstruccién
nasal, coriza, fiebre, odinofagia, otalgia, signos y sintomas tanto locales como
generalizados. Se encuentran constituidas por un conjunto de patologias de
origen viral o bacteriano que presentan como manifestaciones clinicas comunes

evolucion menor a 15 dias.?®
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Se clasifican segun el sitio anatémico afectado en altas y bajas, la epiglotis es el
punto de separacion de los dos tipos de patologias. La mayoria de las
infecciones pueden involucrar a mas de un sitio. Diversas entidades clinicas se
incluyen en el grupo de IRA. Entre las infecciones respiratorias altas tenemos
rinofaringitis, faringoamigdalitis, sinusitis, otitis media agua y como infecciones
respiratorias bajas se incluyen epiglotitis, laringitis, laringotraqueobronquitis
(crup), bronquiolitis y neumonia.?®

2.2.5.1. Etiologia de las IRA

A pesar que todos (bacterias y virus) pueden afectar varios niveles de la via
respiratoria, cada uno tiende a producir un sindrome caracteristico, lo que
permite diferenciarlo clinicamente. De lo cual podemos decir que la IRA es
predominantemente de origen viral, por lo cual casi siempre se autolimitan por si
solas y no necesitan tratamiento con antibidticos, principalmente en las
infecciones correspondientes al tracto respiratorio superior, sin embargo los del
tracto respiratorio inferior y el tracto respiratorio inferior y dentro de estas las
neumonias, de las cuales un nimero importante son de estos las neumonias,
siendo de etiologia bacteriana, pueden poner en peligro la vida del nifio si no
recibe oportunamente el tratamiento apropiado.*

2.2.6. Neumonia

La neumonia es una enfermedad inflamatoria de los pulmones causada por una
infeccion, severa y muy frecuente que afecta a uno de cada 100 personas todos
los afios. El término neumonia incluye cualquier enfermedad inflamatoria del
pulmoén en la que algunos o todos los alveolos estan llenos de liquido y células
sanguineas.*

La neumonia bacteriana es una enfermedad infecciosa que en ocasiones
requiere ingreso en la unidad de cuidados intensivos o complica el curso de
pacientes inicialmente ingresado por otras situaciones de riesgo vital. Las
interacciones entre la patogenicidad de los microorganismos que invaden las
vias respiratorias inferiores y la integridad de la respuesta inmune en el huésped
determinan si éste serd capaz de eliminar el in6culo bacteriano o sucumbira a él.
El sistema respiratorio ha desarrollado un elaborado sistema de defensa para
controlar estas agresiones y mantener la esterilidad del pulmon.®

Las neumonias suelen clasificarse en grandes grupos®":

¢ Neumonias adquiridas en la comunidad (o extra — hospitalarias). Se las

adquiere en el medio ambiente y las mas tipicas son las neumonias
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neumococica y la neumonia por micoplasma.
¢ Neumonias hospitalarias. Estas tienden a ser mucho mas serias, ya que los
mecanismos de defensa del huésped suelen estar afectados y los
microorganismos causales suelen ser mucho mas resistentes.
¢ Neumonia aguda no complicada. Suelen recuperarse en dos a tres
semanas con el tratamiento correcto. Sin embargo, pueden ocurrir
complicaciones muy serias, sobre todo en pacientes de edad avanzada o con
enfermedades debilitantes. Las dos complicaciones mas temibles son: Fallo
respiratorio (o cardio-respiratorio) agudo y empiema (Pus en la pleura).
2.2.6.1. Neumonia por S. pneumoniae
S. pneumoniae es el agente causal mas frecuente de las neumonias adquiridas
en la comunidad (NAC), con una prevalencia del 20 — 65% Yy responsable de
hasta el 35% de los casos de NAC que requieren hospitalizacién. Afecta a todos
los grupos de edad, pero con mayor frecuencia nifios pequefios y ancianos. Es
la primera causa de neumonia bacteriana en el paciente infectado por el VIH, su
incidencia es mayor en los adultos con enfermedad broncopulmonar o
inmunodeficiencia subyacentes.*
La colonizacion de la orofaringe y tracto respiratorio superior por S. pneumoniae
es frecuente en los adultos y muy frecuente en los nifios, sobre todo durante los
dos primeros afios de vida. Su transmision se realiza de persona a persona y la
infeccién pulmonar se adquiere por microaspiracion desde la orofaringe. Cuando
a la colonizaciéon por neumococo se suman ciertos factores de riesgo como la
alteracion de los mecanismos defensivos del tracto respiratorio (alcoholismo,
tabaquismo, infecciones viricas), ciertas inmunodeficiencias (linfoma, mieloma,
infeccion por el VIH) y una enfermedad crénica subyacente (pulmonar, hepética,
renal o diabetes) se favorece el desarrollo de la neumonia. Merece mencionarse
la especial gravedad que adquiere la heumonia neumocécica en los pacientes
esplenectomizados, con asplenia funcional o con respuesta anormal de
inmunoglobulinas (mieloma, linfoma, infeccion por el VIH).*
El cuadro clinico — radiologico de la neumonia por S. pneumoniae (se observa
en 50% de los casos) representa el sindrome clasico de neumonia bacteriana:
fiebre, tos productiva con esputos purulentos o herrumbrosos, dolor pleural,
leucocitosis y a la exploracion presencia de estertores crepitantes y, a veces,
soplo tubarico. En la radiografia se observa la presencia de imagenes tipicas de

condensacion lobar o segmentaria con broncograma aéreo.*
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2.2.7. Streptococcus pneumoniae

2.2.7.1. Género Streptococcus

El género Streptococcus abarca un amplia gama de especies de células ovales o
esféricas de 0.5 a 1.0 um de diametro, se pueden encontrar agrupados en pares
0 en cadenas, en cultivos liquidos, normalmente aparecen como cadenas largas,
mas que en los cultivos de agar; son inmdviles, no esporégenos, en general son
catalasa negativos, carecen de enzimas citocromo; la mayoria de las especies
son anaerobios facultativos, aunque los requisitos atmosféricos varian desde
especies estrictamente aerobias hasta capnofilicas (cuyo crecimiento depende
del diéxido de carbono); con metabolismo fermentativo, en el que se producen
acido lactico, férmico, etanol y biéxido de carbono; crecimiento éptimo a 37°C.*
La demanda nutricional es compleja y su aislamiento requiere el empleo de
sangre o medios enriquecidos con suero.*

Las colonias son pequefias, traslicidas o ligeramente opacas, circulares,
generalmente <1 mm de didmetro, convexas; también hay colonias mucoides,
originadas por las cepas virulentas.®*

2.2.7.2. Clasificacién taxondmica

Dominio : Bacteria

Filo . Firmicutes

Clase : Bacilli

Orden : Lactobacillales

Familia : Streptococcaceae

Género . Streptococcus

Especie : Streptococcus pneumoniae

N.V. : “Neumococo”

Clasificacién taxon6mica : Manual de Bergey, 1994.

2.2.7.3. Generalidades de S. pneumoniae

En general, este tipo de bacterias no se clasifican de la forma que lo hace el
resto de los estreptococos, constituyendo un grupo aparte. En general, este tipo
de gérmenes va a corresponder a cocos Gram negativos, que se suelen distribuir
como diplococos; es caracteristica en ellos la presencia de capsula. Se
caracterizaran porque no crecen en medios de bilis esculina y en general son
tremendamente sensibles a los agentes externos, necesitando de medios muy
especificos para su cultivo. Se encuentran como saprofitos en la flora normal del

aparato respiratorio, aunque también estan relacionados con procesos

16



patdgenos tales como neumonias, afecciones inflamatorias y meningitis. Su
accion patégena esta directamente relacionada con su virulencia.*

En general, la infeccidn tiene lugar cuando los neumococos virulentos (los que
presentan esos factores de virulencia o que el huésped se encuentre en
circunstancias que favorezcan la infeccion) llegan a la rinofaringe, atraviesan la
mucosa y se expanden en diferentes partes del organismo originando una
patologia muy distinta; por ejemplo, es muy frecuente en la neumonia. Todo
comienza en las vias respiratorias altas, de aqui a los alvéolos pulmonares
donde se inicia su multiplicacién, originando un proceso inflamatorio mas o
menos agudo con edema, disnea, fiebre, malestar generalizado, insuficiencia
pulmonar, dolor pulmonar, escalofrios, tos, esputos sanguinolentos, etc. También
pueden producir en otros casos procesos pidgenos originando sinusitis,
meningitis, otitis, etc. De hecho, el neumococo es la causa mas frecuente de
meningitis en adultos, aunque también puede afectar en ciertos casos a nifios.*
2.2.7.4. Patogenia

El paso principal en la patogenia del neumococo es la colonizacidon
nasofaringea, con una prevalencia de portadores asintomaticos de hasta un
90%. Los neumococos producen la enfermedad por su capacidad para
multiplicarse en los tejidos. No elaboran toxinas de importancia y su virulencia
depende de su capsula, lo cual evita o retarda la ingestion a cargo de los
fagocitos.*

La neumonia neumocdcica suele desarrollarse en lactantes o en individuos con
enfermedades cronicas de base, como la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), el asma, la cardiopatia crénica (CC) y la diabetes mellitus.®
Factores de virulencia. Las claves de su virulencia son las propiedades
antifagociticas de la cdpsula de polisacéaridos. ElI microorganismo puede residir
en las vias respiratorias superiores sin causar dafio, pero también puede llegar a
los pulmones por aspiracibn y provocar una neumonia supurativa aguda.
Ademas, este microorganismo también ingresa en la circulacion sanguinea y a
través de ella llega a las meninges para causar infecciones agudas, purulentas y
a menudo mortales.*®

El polisacarido capsular que es el responsable de inhibir la fagocitosis es el
factor de virulencia principal. La neumolisina que tiene diversos efectos sobre la
célula huésped, podria considerarse una toxina desde el punto de vista

fisiolégico, ya que destruye la membrana de los glébulos rojos y es responsable
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de la hemdlisis que se observa cuando se cultiva S. pneumoniae en medios con
sangre y ambientes de anaerobiosis.* Asi mismo, este microorganismo produce
proteasas extracelulares que degradan las inmunoglobulinas. Se han encontrado
proteasas que degradan IgA secretora, IgG e IgM. Dado que eliminan las
inmunoglobulinas, se piensa que estas enzimas desempefian un papel bastante
importante para facilitar la colonizacion del neumococo sobre las superficies
mucosas.*®

2.2.8. Antimicrobiano

Los quimioterapicos y los antibioticos son productos quimicos que tienen alguna
accion destructiva (bactericida) o inhibidora (bacteriostatico) sobre los
microorganismos. Un antibiético es aquel producto de origen microbiano
(bacterias, hongos, actinomicetos) que es capaz de matar otros microorganismos
dentro de un huésped. Un quimioterapico es aquel producto resultado de la
sintesis quimica que es capaz de matar microorganismos dentro de un
paciente.*®

2.2.8.1. Oxacilina

Este antibibtico pertenece al grupo de isoxazolilpenicilinas. Su absorcién por via
oral (VO) es baja (30 — 35%), es interferida por los alimentos y solo se alcanzan
niveles séricos cercanos a un tercio o la mitad que los conseguidos con dosis
equivalente a dicloxacilina. Por esta razén, la VO no se aconseja. Por via
parentereal (IM y EV) la absorcién es buena.*

Mecanismo de accién. La oxacilina, al ser un antibiético betalactamico, su
mecanismo de accién reside en la obstaculizacion de la sintesis de la pared
celular bacteriana mediante la inhibicion de la incorporacion del acido
acetilmuramico a los mucopeptidos de la pared celular en las bacterias Gram
positivas como los Streptococcus y Staphylococcus.®

2.2.9. Métodos basicos de estudio de la sensibilidad antimicrobiana
Antibiograma. El antibiograma define la actividad in vitro de un antibi6tico frente
a un microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el
crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana.*

Por el momento no existe un método universal que reproduzca las condiciones
en las que se encuentra un microorganismo produciendo una infeccién y, por lo
tanto, la situacion ideal en las que se deben desarrollarse las pruebas de

sensibilidad.?®
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2.2.9.1. Clasificacion

Estos métodos pueden clasificarse en cuantitativos y cualitativos. Los métodos
cuantitativos son aquellos procedimientos que permiten determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima
(cBm).*

Se define CIM como la minima concentracion de antibidtico que, en un periodo
de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un
in6culo bacteriano previamente estandarizado (concentracién conocida de
gérmenes).*

Se define como CBM la minima concentraciébn de un antibiético que, en un
periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del
99.9% de una poblacion bacteriana previamente estandarizada.*

Métodos cualitativos (disco difusion) son aquellos procedimientos que permiten
clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente.**
Estandarizacion. Todos los métodos de estudio utilizados estan estandarizados
por el National Commite for Clinical Laboratory Standars (NCCLS), de manera
que los resultados sean reproducibles y comparables.**

2.2.9.2. Métodos de difusion

Método del antibiograma disco — placa. El antibiograma disco — placa basado
en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboratores es uno de los métodos que el
National Commitee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) recomienda para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobiano. El antibiograma
disco — placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa Petri
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante
impregnados con diferentes antibiéticos.** Sin embargo, los métodos disco —
placa no permiten una lectura directa del valor de la CMI.

La lectura de los halos de inhibicion debe interpretarse como sensible (S),
intermedia (1) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el NCCLS.
El procedimiento a seguir segin Garcia et. al.** el procedimiento a seguir por el
método de suspension directa de colonias es el siguiente:

A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas coger varias colonias con un
asa y ajustar el indculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de
MacFarland 0.5 en suero fisiologico. Agitar en un agitador “vortex” durante 15 —
20 segundos.

a) Inoculacién de las placas. Inocular las placas de Mueller — Hinton
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completamente, sin dejar ninguna zona libre. Dejar secar de 3 a 5 minutos
antes de depositar los discos.

b) Dispensacion de los discos. Colocar los discos con los dispensadores o
manualmente con las pinzas estériles. Debe asegurarse que contacten
perfectamente con la superficie de agar. No deben situarse a menos de 15
mm del borde de la placa, y han de estar distribuidos de forma que no
produzca superposicion de los halos de inhibicion.

Incubar las placas invertidas, en grupos no superiores a 5 placas, a 35 °C.

c) Lectura de los resultados. Después de 18 horas de incubacion leer el
didmetro de las zonas de completa inhibiciébn con un pie de rey o regla. Las
zonas de los medios transparentes se miden sobre el reverso de la placa y
los medios que contienen sangre sobre la superficie de agar.

2.2.10. Métodos especiales para el estudio de la sensibilidad a los

antimicrobianos

2.2.10.1. Capacidad bactericida

Para valorar la capacidad bactericida de los antimicrobianos se pueden emplear

tres métodos: el calculo de la concentracion minima bactericida (CMB), la curva

de letalidad y la actividad bactericida del suero.**

2.2.10.2. Concentracion minima bactericida (CMB)

Su objetivo es fundamentar la menor concentracion de un antimicrobiano que es

capaz de matar una cepa bacteriana, con el fin de compararla con la que

alcanza en una determinada localizacion.**

Se parte de los mismos métodos utilizados para obtener la CMI por dilucién en

caldo y sus modificaciones para bacterias exigentes. Se puede obtener

empleando el procedimiento de macrodiluciéon en tubo o microdilucién en placa.

Lo que se pretende es comprobar en los tubos o pocillos sin crecimiento qué

concentracion de antimicrobianos ha matado, no solo inhibido, el aislado

bacteriano estudiado.**

En general la CMI (concentracion minima inhibitoria) y la CMB, en los

antibidticos considerados bactericidas, estan préximas. Habitualmente difieren

en una o dos diluciones. En otras ocasiones esto no ocurre y estamos antes los
fendmenos: paradgjico, de tolerancia y de persistencia.**

2.2.11. Cepas ATCC

Son considerados como un material bioloégico de la referencia certificada. La

coleccioén certifica que se suministra una determinada cepa, que es un cultivo
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puro y que se han observado las pruebas microbiolégicas bioquimicas y
moleculares correspondientes. También son microorganismos definidos, por lo
general a nivel de género y especie, catalogado, caracterizado y de origen
conocido.™

ATCC: American Type Culture Collection
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en dos laboratorios:
En el laboratorio de Toxicologia “Rubén Gil Salas” de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de Facultad de Ciencias de la Salud. Asi mismo se
desarroll6 también en el laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional
de Biologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga entre los meses de febrero y julio del presente afio.
3.2. Materiales

3.2.1. Muestra vegetal

Se utiliz6 500 gr de hojas de Borago officinalis L. “borrajas” que fueron
recolectadas en la provincia de Huanta en el distrito de Luricocha, en el mes de
enero y febrero del afio 2019.

Se utilizé 500 gr de hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” que
fueron recolectadas de la provincia de Cangallo en el distrito de Paras, centro
poblado de Ccarhuacc Licapa, en el mes de enero y febrero del afio 2019.
Identificaciobn de la muestra vegetal: La identificacion de las muestras
vegetales de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqoripa” fueron realizadas por la biéloga Laura Aucasime Medina, utilizdndose
para tal fin el sistema de clasificacién planteado por Cronquist, 1981.

3.2.2. Cepa bacteriana

Se utilizé la cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, adquirida del
laboratorio de Referencia Nacional de Infecciones respiratorias Agudas del
Instituto Nacional de Salud (INS).

3.3. Disefio metodolégico

3.3.1. Preparacion del extracto hidroalcohdlico

3.3.1.1. Secado y preparacion de muestra

Las muestras de hojas de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens
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(H. & B.) Cuatr. “anqoripa” fueron secadas a temperatura ambiente en un lugar
con buena ventilacion, moviéndose el material vegetal cada 18 — 24 horas,
revisando el soporte, que fue cambiado periddicamente, para evitar que se
descomponga la muestra.*®

3.3.1.2. Molienday tamizado

Posterior al secado, la muestra vegetal fue triturada en una licuadora hasta
quedar reducida a un polvo fino. Obtenido este polvo fino, se tamizé para
separar los restos celulares.*

3.3.1.3. Preparacion del extracto hidroalcohdélico

Para la preparacién del extracto hidroalcohodlico se pesaron 500 gr de muestra
seca triturada previamente, que fueron colocados en frascos de color &mbar. Se
agreg6 alcohol al 80% (hasta cubrir la muestra por encima de los 4 cm). Se dej6
macerar por siete dias con agitacion diaria.™

Transcurridos los siete dias se procedié a filtrar el macerado y su posterior
concentracion en un rotavapor hasta que la muestra se encuentre reducida.
Finalmente se procedid a colocar la muestra en la estufa a una temperatura que
no llegue a superar los 50° C hasta obtener un extracto blando.™

3.3.1.4. Preparacion de las concentraciones

Obtenido el extracto hidroalcohdlico de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio
canescens (H.&B.) Cuatr. “anqoripa”, se procedio a preparar las concentraciones
iniciales de 1%, 5%, 10% y 15% y 20%."

Para Borago officinalis L. “borrajas” se cogié 0,05 g de muestra que fueron
disueltos en 4,95 ml de agua destilada estéril, haciendo una concentracién de
1%. Se cogi6 0,35 g de muestra y que fue disuelto en 4,65ml de agua destilada
estéril, haciendo una concentracion de 5%. Se cogi6 0,5 g de muestra y que fue
disuelto en 4,5ml de agua destilada estéril, haciendo una concentracion de 10%.
Se cogi6é 0,75g de muestra y que fue disuelto en 4,25 ml de agua destilada
estéril, haciendo una concentracion de 15%.%

Para Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” se realizaron los mismos
porcentajes de concentraciones, pero la muestra al ser insoluble en agua, estas
fueron diluidas con alcohol al 95%."

Posterior a probar estas primeras concentraciones, también se procedié a probar
las concentraciones de 12%, 14%, 16%, y 18% de la muestra de “anqoripa”.’®
3.3.2. Marcha fitoquimica

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
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secundarios) de los extractos hidroalcohdlicos de de Borago officinalis L.

“Borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “Anqgoripa” fueron determinados

siguiendo los procedimientos descritos por Miranda y Cuellar para los siguientes

metabolitos secundarios™:

a) Ensayo de Shinoda.

b) Ensayo de cloruro férrico

c) Ensayo de Bajet

d) Ensayo de Bountrager

e) Ensayo de Benedict

f) Ensayo de saponinas

g) Ensayo de mucilagos

3.3.3. Determinacion de la actividad antibacteriana

La determinacion de la actividad antibacteriana se realizé por el método del

antibiograma disco — placa (Kirby — Bauer), el cual nos permite determinar los

halos de inhibicion. Asi mismo, se utiliz6 el método de macrodilucién en caldo

para poder determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CIM).**

a) Preparacion del Medios de cultivos

Se realiz6 la preparacion de dos medios de cultivo: agar sangre y agar Mueller —

Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero. Se prepar6 el agar Mueller

— Hinton + 5% de sangre de carnero a partir de la base deshidratada de acuerdo

a las instrucciones del fabricante; se esteriliz6 y se dejé enfriar hasta una

temperatura de 45 — 50 °C, alcanzada esta temperatura se agrego lentamente la

sangre de carnero (que previamente fue colectada y desfibrinada en un matraz

estéril) y se procedié a homogenizar e inmediatamente a dispensar en las placas

de Petri.*®

b) Preparacién del in6culo

Al llegar la cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 se procedié a

repicarla en una placa con agar sangre para poder rejuvenecerla. Transcurridas

las 24 horas se procedié a preparar el in6culo en un tubo, agregando 5ml de

agua destilada estéril y colocando una pequefia asada de la cepa, y ajustando la

turbidez, visualmente, con la escala 0,5 de McFarland.*

c) Siembral/inoculacion de placas

e Se cogi6 un hisopo estéril y se introdujo en la solucién preparada, luego se
presiono el hisopo alrededor del borde interno del tubo, por encima del nivel

del in6culo para eliminar el exceso.*
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e Se procedié a inocular la superficie de la placa de agar Mueller — Hinton
suplementado con 5% de sangre de carnero. Con el hisopo conteniendo el
indculo, se ray6 uniformemente por encima de la superficie del agar en tres
direcciones distintas; asi mismo, se pasé el hisopo por todo el borde de la
placa de agar. Se dej6 reposar por 5 minutos.**

e Con una pinza estéril se procedié a coger el antibiético control (oxacilina 1pg)
y se colocé al medio del agar, apretando suavemente el disco con las puntas
de la pinza. Posteriormente, con la pinza estéril se cogié un disco filtro
Walkman y fue embebido por la solucién de los extractos preparados, se
colocaron los discos con las diferentes concentraciones alrededor del disco
de antibiético control (con una distancia no menor a 15 mm para evitar la
superposicion de los halos de inhibicion), apretandolos suavemente contra la
superficie de agar. Se dejo reposar la placa de Petri por 5 minutos.**

e Se colocaron las placas de Petri dentro de la cdmara de anaerobiosis, se
prendi6é una vela para proporcionar el 5% de CO, necesario para el desarrollo
de S. pneumoniae. Se colocé vaselina los bordes de la cdmara para poder
sellarla herméticamente. Se incub6 por 24 horas a 36 °C.*?

d) Determinacion del halo de inhibicién.

Transcurridas las 24 horas de incubacion, con la ayuda de una regla o pie de

rey, se procedio a leer el diametro de los halos de inhibicion formados por los

discos.

Si aparecen colonias dentro del halo de inhibicién, puede tratarse de mutantes

resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos, se

debera repetir la prueba de sensibilidad antimicrobiana.**

Interpretacion: La formacién del halo de inhibicién significa sensibilidad (S) y su

ausencia resistencia (R).

3.3.4. Concentracién minima inhibitoria (CIM)

Se define CIM como la minima concentracion de antibiético que, en un periodo

de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un

in6éculo bacteriano previamente estandarizado (concentracion conocida de
gérmenes).*

e Se prepararon 38 tubos de ensayo que fueron previamente esterilizados y
rotulados del 1 al 11, un control positivo y un control negativo.**

e A partir de tubo de ensayo nimero 1 hasta el nimero 11, se le agregé 1 ml de

caldo Mueller — Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero a cada
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tubo.*

Se adicion6 1ml del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (H. & B.)
“anqoripa” al 20%, a partir del cual se tomd 1ml y se trasvaso al siguiente tubo
de ensayo; y asi consecutivamente hasta el ultimo tubo de ensayo al que se
le descart6 1ml.**

Se llevo a incubar a 36 °C con una atmésfera de 5% de CO, por 24 horas.*
Lectura: se realiz6 mediante la aparicién de turbidez en el medio; por lo que
se determiné como la cantidad minima inhibitoria (CIM) al tubo en que hubo

ausencia de turbidez en el medio.*

Se observé el crecimiento de la bacteria mediante la aparicion de turbidez en el

medio, o0 mediante cambio de color. Por lo que el punto final de la CMI se definié

a simple vista por la falta de turbidez en el caldo.*

3.3.56. Concentracion minima bactericida (CMB)

Su objetivo es fundamentar la menor concentracion de un antimicrobiano que es

capaz de matar una cepa bacteriana, con el fin de compararla con la que

alcanza en una determinada localizacion.**

A partir de la determinacion de la CIM (una vez observada la turbidez a simple
vista) se procedié a sembrar una asada de muestra con la ayuda de un asa
de Kolle estéril, a partir del tubo en el que se determiné la CIM, en las placas
con agar sangre.**

Se incub6 a 36 °C con una atmosfera de 5% de CO, por 24 horas.®

Lectura: se realizé6 mediante observacion directa.*

3.4. Tipo de investigacion

Experimental

3.5. Anaélisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos se realizdé por medio del Andlisis de varianza,

seguido de una comparacion de medias con la prueba Tukey (p < 0.05)

utilizando el programa estadistico Minitab 16.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Borago officinalis L. “borrajas”. Ayacucho 2019.

METABOLITOS
SECUNDARIOS

ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES

Coloracion amarillo

Flavonoides E. Shinoda ++ )
naranja
) E. de cloruro Coloracion azul
Fenoles y Taninos o +++
férrico verdosa
Lactonas y couraminas  E. Bajet ++ Coloracion roja
Formacion de dos
Quinonas E. Bountrager ++ fases, parte superior
coloracion rojiza
Formacion de
AzUcares reductores E. Benedict ++ precipitado coloraciéon
rojo ladrillo
: Formacion de
Saponinas Espuma +++
espumas
i ; Consistencia
Mucilagos E. mucilagos ++ )
gelatinosa
Leyenda:
E : Ensayo
+ : Escasa

++ : Moderado
+++ : Abundante
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqgoripa”. Ayacucho 2019.

METABOLITOS
SECUNDARIOS

ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES

Coloracion amarillo

Flavonoides E. Shinoda ++ ]
naranja
) E. de cloruro Coloracion azul
Fenoles y Taninos o +++
férrico verdosa
Lactonas y couraminas E. Bajet +++ Coloracion roja
Formacion de dos
Quinonas E. Bountrager ++ fases, parte superior
coloracién rojiza
Formacion de
AzUcares reductores E. Benedict + precipitado coloracion
rojo ladrillo
. Formacion de
Saponinas Espuma +
espumas
i . Consistencia
Mucilagos E. mucilagos + _
gelatinosa
Leyenda:
E : Ensayo
+ : Escasa

++ : Moderado
+++ : Abundante
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Tabla 3. Efecto bactericida de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas Borago
officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.

Tratamiento - :
» Borago officinalis L. Senecio canescens (H. & B.)
(concentracion en

“borrajas” Cuatr. “anqoripa”
mg/ml / %)
T1: 10,10 mg/ml (1%) NO NO
T2: 52, 63 mg/ml (5%) NO NO
T3: 111,11 mg/ml (10%) NO NO
T4: 176,47 mg/ml (15%) NO NO
T5: 250,00 mg/ml (20%) NO Sl
Control (Ox.) Sl Sl

Leyenda
T : Tratamiento
Ox. : Oxacilina 1 ug
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Tabla 4. Promedio de los halos de inhibicion (mm) del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a la Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.

Tratamiento (concentracion  Senecio canescens (H. & B.)

en mg/ml / %) Cuatr. “anqoripa”
T5: 250,00 mg/ml (20%) 7.8
T10: 282, 05 mg/ml (22%) 7.7
T11: 333,33 mg/ml (25%) 7.6
T12: 428, 57 mg/ml (30%) 8,0
Control (Ox) 9,7

Leyenda
T : Tratamiento
Ox : Oxacilina 1pg

34



Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”
frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, en caldo infusién cerebro corazdn

suplementado con 5% de suero. Ayacucho 2019.

5 Concentracion Streptococcus pneumoniae
NUmero de tubos
(mg/ml) ATCC 49619
1 125 -
2 62,50 -
3 31,25 -
4 15,63 -
5 7,81 -
6 3,91 -
7 1,95 -
8 0,97 CMB
9 0,49 CMI
10 0,24 +
11 0,12 +
12 Control +
Leyenda
- : No hubo crecimiento
+ : Hubo crecimiento
CMmI : Concentracién Minima Inhibitoria

CMB : Concentracion Minima Bactericida
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Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”
frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, en caldo Mueller — Hinton

suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada. Ayacucho 2019.

Streptococcus pneumoniae

Ndmero de tubos Concentracion
ATCC 49619
1 125 -
2 62,50 -
3 31,25 -
4 15,63 -
5 7,81 -
6 3,91 -
7 1,95 -
8 0,97 -
9 0,49 CMB
10 0,24 CMI
11 0,12 +
12 Control +
Leyenda
- : No hubo crecimiento
+ : Hubo crecimiento
CMI  : Concentracién Minima Inhibitoria

CMB : Concentracion Minima Bactericida
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V. DISCUSION

Los resultados con respecto a la identificacion de los metabolitos secundarios de
Borago officinalis L. “borrajas” se muestran en la tabla 01, en la cual se
determind la presencia de: flavonoides, fenoles, taninos, lactonas, cumarinas,
guinonas, azlcares, saponinas y mucilagos; éstos a su vez concuerdan con la
investigacion realizada por Chacén®, en donde obtuvo un tamizaje fitoquimico
similar. Asi mismo, determiné la presencia de mucilagos en el extracto
hidroalcohélico Borago officinalis L. “borrajas”, extracto que fue aplicado a
ratones albinos y determiné que a concentraciones de 100 mg/kg, 200 mg/kg y
400 mg/kg, posee un efecto expectorantes en ratones albinos, donde la
concentracion de 100 mg/kg fue la que obtuvo mejor efecto expectorante, siendo
esta la que mas se asemeja al farmaco estandar utilizado (bromhexina 30mg/kg).
Por lo que, uno de los objetivos del presente trabajo fue el de demostrar si el
extracto hidroalcohdlico de Borago officinalis L. “borrajas” poseia efecto
antibacteriano, en adicion del efecto expectorante ya estudiado por Chacén®; es
asi que, en anexo 09 se puede observar la ausencia de halos de inhibicion con
las concentraciones al 10,10 mg/ml (1%), 52,63 mg/ml (5%), 111,11 mg/ml
(10%), 176,50 mg/ml (15%) y 250,00 mg/ml (20%), asi mismo estos resultados
se muestran en la tabla 03.

Los resultados con respecto a la identificacion de los metabolitos secundarios de
Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “angoripa” se muestran en la tabla 02 en la
cual se determin6é la presencia de: flavonoides, fenoles, taninos, lactoras,
cumarinas, quinonas, azucares, saponinas y mucilagos. No se han encontrado
trabajos similares en los que se haya determinado la marcha fitoquimica de esta
especie vegetal; sin embargo, Garcia'* determiné cualitativamente la presencia
de compuestos fendlicos de las hojas de Senecio nutans Sch. Bip “wiscataya”.
Asi mismo encontr0 que, estos compuestos fendlicos tienen actividad

antiinflamatoria y antioxidante, siendo la concentracion de 50 mg/kg de
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compuestos fendlicos de sus hojas la que tuvo mejor actividad antiinflamatoria y
similar efecto antiinflamatorio al diclofenaco. En la marcha fitoquimica realizada
al extracto hidroalcohdlico Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”, se
observé una elevada concentracion de fenoles; por lo que, al pertenecer ambas
especies vegetales al mismo género, comparten varias caracteristicas, por ende
la accion antiinflamatoria encontrada en Senecio nutans Sch. Bip “wiscataya”
podria estar presente también en S. canescens, siendo esta accién
antiinflamatoria que en conjunto con la accién antibacteriana que posee el
extracto hidroalcohdlico de sus hojas, ayude en la mejoria de las personas que
la consumen. No obstante, como se mencionan en las recomendaciones, se
deberan hacer mas investigaciones con respecto a las propiedades que posee
Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”, ya que los estudios con respecto
a esta planta son muy escasos.

En la tabla 03 se presentan los resultados obtenidos con respecto a la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas Borago officinalis L.
“borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqgoripa” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, donde se puede evidenciar la
ausencia de la actividad antibacteriana de Borago officinalis L. “borrajas” y la
presencia de actividad antimicrobiana en el extracto de Senecio canescens (H. &
B.) Cuatr. “anqoripa”. La ausencia del efecto antibacteriano puede estar
relacionada con el tipo de extraccién realizada, por lo que no podemos afirmar
del todo que Borago officinalis L. no posee ningun efecto antibacteriano hasta
desarrollar mas investigaciones con otros tipos de extractos que han mostrado
buena actividad antibacteriana; como por ejemplo el extracto etandlico, esto se
evidencia en la investigacién de Huashuayo'® quien en su trabajo muestra que el
extracto etandlico de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” tienen un buen
efecto antibacteriano frente a Streptococcus pyogenes ATCC19615. Sin
embargo, si no hay efecto antibacteriano, la sensacién de mejoria que sienten
las personas al consumir las infusiones de Borago officinalis L. “borrajas” esta
estrechamente relacionada a la actividad expectorante que poseen los
mucilagos, ya que estos producen un efecto calmante e hidratante de la mucosa
del tracto respiratorio e inhiben el reflejo de la tos.*°

La presencia de actividad antibacteriana Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“angoripa” se muestra en la tabla 04, donde se observa los promedios de los

halos de inhibicién obtenidos al enfrentarlos a Streptococcus pneumoniae ATCC
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49619; los cuales fueron medidos con un vernier digital para poder obtener al
menos dos cifras y con ello llegar a resultados més exactos. En esta tabla se
observa que no existen grandes diferencias entre los tratamientos T5: 250,00
mg/ml (20%), T10: 282,05 mg/ml (22%), T11: 333,33 mg/ml (25%) y T12: 428,57
mg/ml (30%), pero se puede observar un aparente mejor efecto antibacteriano
con el T12: 428,57 mg/ml (30%) ya que se observa un promedio de halo de
inhibicion de 8,0 mm, superior a los demas tratamientos; sin embargo, al realizar
las diferentes pruebas estadisticas podemos evidenciar que no es asi. En el
anexo 16 se muestra el andlisis de varianza donde se rechaza la hipétesis nula,
gque indica que existe diferencia entre al menos uno de los tratamientos que se
evaluaron por lo que se aplicé la prueba post ANVA de comparaciones multiples
de Tukey gue se muestra en el anexo 17. Con esta prueba de comparaciones
multiples podemos confirmar que no existe una diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados, pero si una diferencia significativa entre los tratamientos
y el control (Oxacilina 1ug). En consecuencia, podemos inferir que con respecto
al extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqoripa” el mejor tratamiento es el T5: 250,00 mg/ml (20%) ya que, por mas
gque se incremente el porcentaje del extracto no existe diferencia significativa en
el tamafio de los halos de inhibicion formados. Sin embargo, no se debe
generalizar, puesto que este resultado solo es aplicable para el extracto
hidroalcohdélico mas no para otros extractos como el extracto etandlico, extracto
fendlico, etc. Por otro lado, podemos corroborar la accién antibacteriana que
poseen algunas especies el género Senecio, la cual también queda en evidencia

en la investigacion realizada Albayrak et. al.*?

, quien obtiene como resultados
que el extracto utilizado posee actividad antimicrobiana frente a 8
microrganismos de los 13 estudiados, de los cuales frente a Klebsiella
pneumoniae (siendo otra bacteria causante de afecciones respiratorias, por su
frecuencia de aislamiento) no exhibié actividad antimicrobiana, pudiendo ser una
alternativa  Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “angoripa” también una
alternativa frente a esta bacteria. Por lo que, se deberan realizar mas estudios
para hacer una evaluacion mas completa sobre el efecto antibacteriano que
posee esta planta milenaria.

Huashuayo'® determiné la actividad antimicrobiana de los extractos quimicos de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615, quién

encontré que el porcentaje de inhibicion del extracto acuoso de Caesalpinia
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spinosa “tara” frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente al estandar
de eritromicina (0,0015 mg/ml) presenta el mayor porcentaje de inhibicion que es

de 64,60%. Sin embargo, Barrero et. al.*?

menciona que S. pyogenes produce
faringoamigdalitis aguda, originando también infecciones cutdneas como
impétigo y erisipela, y de tejidos blandos (escarlatina y sindrome del shock
estreptocécico), y tan solo de forma excepcional produce neumonia y
bacteremia; a diferencia de S. pneumoniae quien es el principal agente
microbiano causante de neumonia en nifios y adultos mayores®. Por otro lado,
los buenos resultados obtenidos por el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 sirve de referente para una
futura investigacion en la que se enfrente este extracto a Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619; ya que, al pertenecer ambas bacterias al mismo
género, podrian compartir ciertas caracteristicas que las haga susceptibles a los
metabolitos aislados de Caesalpinia spinosa “tara”.

En la tabla 05 y 06 se muestran los resultados de la Concentracion Minima
Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” a una concentracion
del 20%, teniendo en cuenta que esta fue la que presentd mayor efecto
inhibitorio frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. La Concentracion
Minima Inhibitoria fue de 0,49 mg/ml y la Concentracién Minima Bactericida fue
de 0,97 mg/ml en caldo infusiébn cerebro corazén suplementado con 5% de
suero. Asi mismo, utilizando caldo Mueller — Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero desfibrinada, la Concentracion Minima Inhibitoria fue de 0,24
mg/ml y la Concentracion Minima Bactericida fue de 0,49 mg/ml. Si bien es
cierto, el caldo infusiéon cerebro corazén permite una mejor recuperacion de
bacterias con requerimientos relativamente especiales de cultivo, como es el
caso de S. pneumoniae; este resultado puede ser explicado gracias a las
propiedades que posee el agar Mueller — Hinton, que al igual que el caldo
Mueller — Hinton, es considerado como el mejor de los medios disponibles para
pruebas de sensibilidad porque permite una mejor difusion de los antibiéticos y
ademas por las siguientes razones mencionadas por Malbran®: demuestra
buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, tiene bajo
contenido de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina, es
adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias patégenas y existen

muchos datos y experiencia recopilados que avalan las pruebas de sensibilidad
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realizadas con este medio de cultivo. Ademas de estos motivos, el caldo Mueller
— Hinton no precipita los antibiéticos, ya que posee poca cantidad de cationes, lo

gue permite una mejor difusién de los mismos.
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VI. CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohodlico de
Borago officinalis L. “borrajas” fueron: flavonoides, fenoles, taninos, lactonas,
cumarinas, quinonas, azlcares, saponinas y mucilagos.

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohodlico de
Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” fueron: flavonoides, fenoles,
taninos, lactonas, cumarinas, quinonas, azlcares, saponinas y mucilagos.

El extracto hidroalcohélico de las hojas de Borago officinalis L. “borrajas” no
presenta efecto antibacteriano frente a Streptococcus pneumoniae ATCC
49619.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens (H. & B.)
Cuatr. “anqoripa” presenta efecto antibacteriano frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 496109.

La Concentracién Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida
determinada para Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, utilizando el
caldo infusién cerebro corazén suplementado con 5% de suero, fue de 0,49
mg/ml y 0,97 mg/ml respectivamente. Asi mismo, la Concentracion Minima
Inhibitoria y Concentracibn Minima Bactericida para el mismo
microorganismo, utilizando el caldo Mueller — Hinton suplementado con 5%

de sangre, fue de 0,24 mg/mly 0,49 mg/ml.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios con diferentes extractos de Borago officinalis L.
“borrajas”, ya que no podemos afirmar totalmente que esta planta no posee
algun efecto antibacteriano frente a Steptococcus pneumoniae ATCC 496109.
Por lo que, se podria realizar también un estudio comparativo de los
extractos de las diferentes partes de la planta, como son la raiz, tallos y
flores.

Identificar cuantitativamente los diferentes metabolitos secundarios que se
encuentren en Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.)
Cuatr. “anqoripa”, y asi poder ahondar mas acerca de las propiedades que
poseen ambos vegetales.

Profundizar el estudio de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”, ya
que hasta el momento no hay muchas investigaciones acerca de las
diferentes propiedades que posee esta planta.

Evaluar el grado de toxicidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”.
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Anexo 1. Constancia de identificacion de Borago officinalis L. “borrajas”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA
QUE:

El Bach. en Biologia, Sr. Renzo Eduardo, LAYNES BARBOZA, ha solicitado la

identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : LAMIALES

FAMILIA : BORAGINACEAE
GENERO : Borago

ESPECIE : Borago officinalis L.
L : “borraja”

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines

que estime conveniente.

Ayacucho, 16 de Agosto del 2018

LAURA AUCASIME MEDINA
BI0LOGA
Reg. C.B.P. N° 583 CR.-XIII
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Anexo 2. Constancia de identificaciéon de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqoripa”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA
QUE:

El Bach. en Biologia, Sr. Renzo Eduardo, LAYNES BARBOZA, ha solicitado la

identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE J ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA ; ASTERACEAE

GENERO : Senecio

ESPECIE ; Senecio canescens ( H. & B.) Cuatr.
N Ve ; “anqoripa”

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines

que estime conveniente.

Ayacucho, 16 de Agosto del 2018

s

LAURA AUCASIME
BIOLOGA
Reg. C.E.i. iv 583 CR.-XII
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Anexo 3. Oficio N° 644 — 2018 del INS, indicando su aceptacién para el acceso
a la cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 496109.

Centro Nacuonal

. “Aio del Dialogo y la Reconcialiacion Nacional”
de-Salud Pablica :

~de Saltid

Jefatura

Cépac Yupanqui N° 1400
Jesus Maria - Lima 11
Central:  748-1111

e.mail: jefatura@ins.gob.pe
postmaster@ins.gob.pe
Web: www.ins.gob.pe

Centro Nacional

de Salud Publica

Cépac Yupanqui N° 1400
Jests Maria - Lima 11
Central:  748-1111
e-mail: cnsp@ins.gob.pe

Centro Nacional de
Alimentacidn y Nutricion
Tizon y Bueno N° 276
Jesus Maria - Lima 11
Central: 748-1111
e-mail: cenan@ins.gob.pe

Centro Nacional

de Control de Calidad

Av. Defensores def Morro
IN° 2268 (ex Huaylas)
Chorrillos - Lima 9

Central:  748-0000
e-mail: cncc@ins.gob.pe

Centro Nacional

de Produclos Biolégicos
Av. Defensores del Morro
N° 2268 (ex Huaylas)
Chorrillos - Lima 9

Central:  748-0000
e-mail: cnpb@ins.gob.pe

Centro Nacional

de Salud Intercuttural

Av. Defensores del Morro
N° 2268 (ex Huaylas)
Chorrillos - Lima 9

Central:  748-0000
e-mail: censi@ins.gob.pe

Centro Nacional de Salud
Ocupacional y Proteccién del
Ambiente para la Salud

Las Amapo{as Ne° 350

censopas@ins.gob pe

Oficina General

«de Administracion

Av. Defensores del Morro
N® 2268 (ex Huaylas)
Chornilos - Lima 9

Central:  748-0000
e-mail: oga@ins.gob.pe

uma, 05 JUL. 2018 }

5@ {0 §
OFICIO N° &ff“ -2018-DG-CNSP/INS

i * tiymar. G .

tSTOB/«‘ OF HUAMANGA

1 un ‘J"QS‘(DK\O NACIONAL DE SAN
H su {Marcias Biol6gicas

Jesus de la Cruz Arango
Decano de Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

Ayacucho. - .

Ref.: Carta N° 058-2018-UNSCH-FCB

Es grato dirigirme a usted, para saludarla cordialmente, atencion al documento
manifestarle que el Laboratorio de Referencia Nacional de Infecciones
Respiratorias Agudas del centro a mi cargo, atendera con lo solicitado por su
Institucion, se detalla a continuacion:

e Cepa ATCC 49619 Streoptococcus pneumoniae.

Asimismo, se informa que el recojo y mantenimiento de la cepa serd
responsabilidad de su institucion, sirvase coordinar con el Responsable del
Laboratorio; la Blga. Faviola Valdivia Guerrero al teléfono 7481111 anexos 2131
y 2133. :

Sin otro particular, hago propicia la ocasion para expresarle los sentimientos de
mi consideracion y estima.

Atentamente,
va
Dirt ector General
Centro Nacional de Salud Publica
MLMT, /cbs.
Reg. 13993-2018 o

Capac Yupanqui No. 1400, Jesus Maria, Lima 11
Central: 748-1111, e-mail: postmaster@ins.gob.pe / Pagina Web: www.ins.gob.pe
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Anexo 4.Certificado de calidad de la cepa Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 enviado por el Instituto Nacional de Salud.

ATCC

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ATCC® Number: 49619™

Lot Number: 70002256

Organism: Strep pneumonlae 262

Product Format: Bacterial cells suspended in an appropriate cryoprotectant

Expiration Date: Not applicable ’

Storage Conditions: 2°C to 8°C for freezae-dried cultures; - 80°C or colder for frozen cultures
Note: Do not store frozen vials In fraezers with a defrost cycle, as this will expose the
vials to increased temperatures.

Tost / Method Specification Result

Gram stain and cell morphology
(Visual observation method)

Gram stain (when applicable) and cell morphology are
consistent with the organism being tested,

Gram positive, non-motile, cocei in E
singles, pairs, clusters and chains with
lancet shaped diplococci

Flat, opaque. smooth, entire, glistening

evidence of abemrant growth,

Colony description Colony description Is consistent with the organism

(Visual observation method) Reing teated.

Pu;ity Sample material is Inoculated onto non-selective media. | No evidence of abemrant growth
SO, 5 Cultures are examined macroscopically and

{Visual observation method) microscopically after incubation, Cultures show no

Viabllity {confluency plate)
(Visual observation method)

Sample material is viable,

Discrete colonies (300+) on dilution plate,
>10* cfuivial

Phenotypic testing Sampl rial Is d with a defined battery of 95% identification to Streptococcus
phenotypic tests Including evaluation by bi L pneumoniae using Vitek 2 Compact
VITEK® 2 Compaci. Results are consistent with the
organism being tesied,

Identification by MALDI-TOF Sample matenal is evaluated by MALDI-TOF MS Using the in vitro diagnostic (IVD)

technology testing. identification is consistant with the organi d identif 1is istent with
being tested, the organism being tested

Genotypic testing Sample material Is oval d by 16S nb | gene Identification is W with the

: sequencing, Results are consistent with the arganism organism being tasted

being tested.

Antiblotic ptibility testing Sampt ial is evalyated for antibiotic susceptibility | Consistenl with he organism belng lestec

. 1otion. Kirb and Interpreted following CLSI guidelines (when

{E-test, microbroth dilution, Kirby applicable). Results are consistent with the org

Bauer, disk diffusion, bioMéneux being lested

VITEK® 2 AST card, or other) g
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Anexo 5. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago
officinalis y Seneceio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”. Ayacucho 2019.
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Anexo 6. ldentificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdélico de las hojas de Borago officinalis y Seneceio canescens (H. & B.)
Cuatr. “anqoripa”. Ayacucho 2019.
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Anexo 7. Cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 enviada por el
Instituto Nacional de Salud (INS).
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Anexo 1. Determinacion de los halos de inhibicibn y Concentraciéon Minima
Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Borago officinalis L. “borrajas” y Senecio canescens (H. & B.) Cuatr.
“anqoripa”. Ayacucho 2019.
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Anexo 9. Ausencia de formacion de halos de inhibicibn con el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “borrajas” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.
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Anexo 10. Halos de inhibicién formados por el extracto de las hojas de Senecio
canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus pneumoniae ATCC
49619. Ayacucho 2019.

Concentracion 10%, 12%, 14%,
16%, 18% y 20%.
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Anexo 11. Concentracidon Minima Inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus

pneumoniae ATCC 49619 en caldo infusion cerebro corazén suplementado con
5% de suero.

CIM

mg/ml
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Anexo 12. Concentracién Minima Bactericida del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus

pneumoniae ATCC 49619 en caldo infusion cerebro corazén suplementado con
5% de suero.
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Anexo 13. Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 en caldo Mueller — Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero.

glzl\ﬁ Tubo
' N° 10
mg/ml

CIM
0,24 Tubo
mg/ml N° 10
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Anexo 14. Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 en caldo Mueller — Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero.

Tubo
N° 10

CiM
0,24
mg/ml

Tubo
N° 9

CMB
0,49
mg/ml
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Anexo 15. Prueba P de normalidad de los halos de inhibicién del extracto
hidroalcohdlico de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.

AD Valor P
T5 (20%) 0.345 0.428
T10 (22%) 0.181 0.150
T11 (25%) 0.410 0.293
T12 (30%) 0.604 0.091
Control (Ox.) 0.305 0.520

Valor de P > 0.05 indica distribucién normal de la muestra.
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Anexo 16. Anadlisis de varianza de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 39.55 9.8870 2251 0.0000
Error 60 26.35 0.4392
Total 64 65.90
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Anexo 17. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los halos de inhibicién
del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (H. & B.) Cuatr. “anqoripa”
frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Ayacucho 2019.

Factor N Media Agrupacion
Control (Ox.) 13 9.708 A
T12 (30%) 13 7.974 B
T5 (20%) 13 7.805 B
T10 (22%) 13 7.0692 B
T11 (25%) 13 7.643 B

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 18. Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES

Efecto ¢Los Objetivo General: 2.1. Antecedentes. Los extractos Variable Tipo de

antibacteriano extractos Determinar el efecto antibacteriano hidroalcohodlicos  independiente investigacion:

de extractos hidroalcohdlic ~ d& los extractos hidroalcohdlicos de 2 2 Marco conceptual  de las hojas de Basica

hidroalcohdlico  os de las "%S hojas d; Borago Oﬁ'c'”a"z ':g; 2.2.1. Borago Borago officinalis  Extractos

s de las hojas hojas de B ?rragjatyr/ e".;ic(;g rti:s::”e Scﬁgsté " a officinalis “borrajas” L. “borrajas” y Hidroalcohdlicos  Nivel de

de_Bora_go Bo_ra_\go_ Streptococcus  pneumoniae  ATCC 2.2.2.Senecio _ Senecio de las hOJa.s.de. mvestlgamon:

officinalis L. officinalis L. 49610. canescens “angoripa” canescens (H. & Borago officinalis  Experimental

“borrajas” y “borrajas” y Objetivos Especificos: 2.2.3. Infecciones B.) Cuatr. L. “borrajas” y

Senecio Senecio e Determinar los metabolitos respiratoria agudas “anqoripa” tienen  Senecio Régimen de

canescens (H. canescens (H. secundarios de los extractos (IRA). efecto canescens (H. & investigacién:

& B.) Cuatr. & B.) Cuatr. hidroalcoholicos de las hojas de 2.2.4. Bacteria en antibacteriano B.) Cuatr. Libre

“anqoripa” “anqoripa” Borago officinalis L. *borrajas™ y  estudio sobre “anqoripa”.

frente a tendran efecto ~ Senecio canescens (H. & B.) Cuall. - 5 5 4 1 Streptococcus Streptococcus Disefio:

Streptococcus antibacteriano anqoripa . _ _ pneumoniae pneumoniae Variables Disefio

pneumoniae frente a ¢ lEvaluar el efecto am'baCt,er'ano de 2.2.5. Antibiograma ATCC 496109. dependientes completamente
0s extractos hidroalcohdlicos de .

ATCC 496109. Streptoco.ccus las hojas de Borago officinalis L. aleatorizado

Ayacucho pneumoniae “borrajas” y Senecio canescens (H. Cepa de .

2019. ATCC 496197 & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a Streptococcus ~ Técnicas:
Streptococcus pneumoniae ATCC pneumoniae Observacion -
49619. ATCC 49619. experimentacién

e Determinar la  Concentracion
Minima Inhibitoria y la
Concentracion Minima Bactericida
de los extractos hidroalcohdlicos
de las hojas de Borago officinalis
L. “borrajas” y Senecio canescens
(H. & B.) Cuatr. “anqoripa” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC
49619.

Instrumentos:

e Micropipetas de
10, 100 y 1000 mL
Potenciometro
Balanza analitica
Autoclave
Centrifuga
Estufa
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