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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro
del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus
aureus. La muestra vegetal fue 500 ml de latex de Croton lechleri Mull. Arg.,
recolectada en la provincia de Tingo Maria, Departamento de Huanuco. En el
analisis fitoquimico del latex Croton lechleri Mull. Arg. se identific6 algunos
constituyentes quimicos carbohidratos, compuestos fendlicos, antocianinas,
catequinas, flavonoides, saponinas, polifenoles, iridoides, alcaloides, triterpenoides
esteroides, aminoacidos y taninos. Para la determinacion del efecto antibacteriano
in vitro se empled el método de difusién en agar cilindro-placa, con 6 grupos de
analisis: concentraciones del latex de Croton lechleri Mall. Arg. al 25%, 50%,
75%, 100%; control (+) Oxacilina y control (-) agua destilada, con 5 repeticiones en
placas de agar Mueller-Hinton, incubadas a 37°C por 24 horas. Los resultados se
determinaron en funcién a la medida del diametro de los halos de inhibicion, los que
fueron procesados estadisticamente en el programa Excel 2016 mediante las
pruebas de andlisis de un factor (ANOVA) Tukey, normalidad segun el estadistico
de Anderson Darling con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05). Se concluy6 que
el latex Croton lechleri Mull. Arg. tiene efecto antibacteriano frente a

Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Latex de Croton lechleri Mull. Arg., efecto antibacteriano,

Oxacilina, halo de inhibicion, Agar Mueller-Hinton.



ABSTRACT

The objective of this work was to determine the in vitro antibacterial effect of Croton
lechleri latex Mll. Arg. (Blood grade) versus Staphylococcus aureus. The plant
sample was 500 ml latex from Croton lechleri Mull. Arg., Collected in the province
of Tingo Maria, Department of Hudnuco. In the phytochemical analysis of latex
Croton lechleri Mull. Arg. Identified some chemical constituents carbohydrates,
phenolic compounds, anthocyanins, catechins, flavonoids, saponins, polyphenols,
iridoids, alkaloids, steroid triterpenoids, amino acids and tannins. For the
determination of the antibacterial effect in vitro, the cylinder-plate agar diffusion
method was used, with 6 analysis groups: Croton lechleri Mull Arg. latex
concentrations. At 25%, 50%, 75%, 100%; control (+) Oxacillin and control (-)
distilled water, with 5 repetitions on Mueller-Hinton agar plates, incubated at 37°C
for 24 hours. The results were determined according to the measurement of the
diameter of the inhibition halos, which were statistically processed in the Excel 2016
program by means of the Tukey one-way analysis (ANOVA) tests, normality
according to the Anderson Darling statistic with a level 95% confidence (p <0.05). It
was concluded that latex Croton lechleri Mull. Arg. Has antibacterial effect against

Staphylococcus aureus.

Key words: Latex from Croton lechleri Mill. Arg., Antibacterial effect, Oxacillin,

inhibition halo, Mueller-Hinton Agar.
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INTRODUCCION

El Pert cuenta con una variedad de flora medicinal con propiedades curativas,
empleadas en la medicina tradicional. Esta realidad hace necesaria investigaciones
gue demuestren cualidades terapéuticas que podrian convertirse en alternativas de
tratamiento de diversas enfermedades que padece la poblacion, ya que existe

mucha resistencia a farmacos sintéticos.

Actualmente, se vienen desarrollando investigaciones dirigidas al descubrimiento
de nuevos componentes con acciones farmacoldgicas provenientes de origen
natural. Multiples estudios fueron dirigidos hacia la investigacién de propiedades

antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes de la flora medicinal y aromatica.

Existen cerca de 52 especies del genero Croton, donde C. lechleri Mull. Arg. es
una especie ubicada en Peru en los departamentos de Huanuco, Ucayali, San
Martin, Loreto y Junin; empleada en la medicina tradicional. El latex de esta especie

se conoce comunmente como "Sangre de grado o drago".*®

El latex ha sido empleado de forma empirica por los pobladores de la Amazonia.
Su utilizacién se relaciona por las propiedades para el tratamiento de mdultiples
patologias como infecciones de origen bacteriano, dérmico, gastrointestinal,
cancer. Diversas investigaciones refieren que la especie en estudio (latex) posee
propiedades inmunomoduladores, antiinflamatorias, antivirales, antibacterianas,

antiparasitarias y antioxidantes, entre otras.’

Dentro de sus cualidades terapéuticas atribuidas en diversas investigaciones pre-
clinicas, son la accion antibacteriana, antiinflamatoria, cicatrizante, antiulcerosa
frente a bacterias Gram positiva, como Staphylococcus aureus, por la actividad
de metabolitos secundarios como: compuestos fendlicos, flavonoides, polifenoles,

proantocianidina, taspina (alcaloide), entre otros.



En este entender; se requiere nuevas propuestas de antibiético de origen natural
gue actualmente estan centrando la atencion por su bajo indice de eventos
secundarios y a la promocion de su efecto benéfico, ejemplo de ello es la sangre

de grado.

Actualmente el uso inapropiado de antibiéticos conlleva a poner en riesgo la salud,
por la expansidon de microorganismos resistentes a farmacos de primera
generacion, econémicos y efectivos. Evidenciandose, en el predominio de

patologias infecciosas en hospitales y en la poblacién.

La OMS sostiene que “la resistencia a medicamentos para el tratamiento por
infecciones de Staphylococcus aureus es prevalente en los hospitales y la
poblacion. Se estima que hay una probabilidad de mortalidad en un 64% en

pacientes infectados con cepas resistentes de Staphylococcus aureus”.!

Por consiguiente; con la presente investigacion se pretende demostrar el efecto
antibacteriano del latex Croton lechleri Mill Arg. frente a Staphylococcus
aureus, ya que por ser un recurso natural del Peru requiere un estudio exhaustivo
de las propiedades que posee y asi plantear nuevas formas de tratamiento

antimicrobiano que sustituyan o complementen tratamientos convencionales.



CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion de la realidad problemética
Desde su aparicion los antimicrobianos constituyen farmacos de uso frecuente
en tratamientos de diversas patologias infecciosas en la poblacion. Su empleo
disminuyd, en gran medida, la morbimortalidad de muchas enfermedades.
AfRos después, su uso inapropiado genero reacciones adversas; dando lugar a
la proliferacion de cepas bacterianas con resistencia, convirtiendose en un

problema de salud mundial.

Al respecto la OMS manifiesta que “van surgiendo nuevas formas de resistencia
a nivel mundial que ponen en emergencia el manejo terapéutico de
enfermedades infecciosas, generando la prolongacion de la enfermedad y el
aumento de muerte”.* Del mismo modo; el Ministerio de Salud (MINSA)z “A
nivel mundial, se evalué que los farmacos son inapropiadamente prescritos y
dispensados; a raiz de ello, los pacientes confunden la forma correcta de tomar
sus medicamentos”, constituyendo un problema mundial en paises de

Africanos, Asiaticos y Americanos.

El MINSA? (2007) en el Perd, varios estudios muestran el uso inadecuado de
los medicamentos, donde los factores que influyen son la precaria formacién
profesional, con comportamiento que incumplen la normatividad de una
correcta prescripcion, otros factores son la automedicacion no informada del
paciente y la incesante promocién comercial que lejos de educar en salud,
conllevan a usar irresponsablemente farmacos.

Otros estudiosos del tema como Maguifia® (2013), refieren que el uso
inapropiado de antimicrobianos y su consecuente resistencia; radica en el

prescriptor por:



El incorrecto diagndstico, que lo obliga a utilizar algunos antibiéticos con el fin
de evitar la desconfianza de sus pacientes. También, la incesante difusion
comercial de medicamentos propicia muchas veces a medicar con mas de un
farmaco para no perder al paciente. Por otro lado; los pacientes tienden a
auntomedicarse al acceder a los medios de informacion de manera libre, y otros
factores influyentes son aspectos de caracter religioso, cultural, social lo que

conlleva al uso irracional de los medicamentos.

Por lo expuesto, en las Ultimas tres décadas el uso inapropiado de los
antimicrobianos conlleva cada vez mas a poner en emergencia la salud, por la
proliferacion de bacterias resistentes a farmacos de primera generacion,
economicos y eficientes. Evidenciandose, en la prevalencia de enfermedades
infecciosas a nivel hospitalario y la comunidad como: infecciones diarreicas,
infecciones respiratorias, incluyendo Haemophilus influenzae, meningitis,
infecciones de transmision sexual como Neisseria gonorrhoeae vy

Staphylococcus aureus.?

El Instituto Nacional de Salud* (2007), en su informe de resistencia
antimicrobiana a nivel de los hospitales del Perd, manifiesta que los principales
microorganismos infecciosos son: S. aureus, S. coagulasa negativo, P.
aeruginosa, Enterococcus, Enterobacter, E. coli, Candida albicans,
Klebsiella. Asimismo, mencionan que los pacientes con mayor probabilidad de
adquirir infecciones por cepas resistentes son lo que se encuentran en las
Unidades de Cuidados Intensivos, y como consecuencia de ello se observa la

ineficacia al tratamiento establecido, existiendo riesgo de muerte.

En el Peru se detectaron en hospitales y clinicas cerca de un 50% de cepas
multirresisitentes de Staphylococcus aureus. Estas cifras elevadas conllevan

a gastos exorbitantes en los sistemas de salud.?



Al respecto, la OMS sostiene que “actualmente hay resistencia a medicamentos
de primera generacion, empleada frecuentemente en el tratamiento de las
infecciones por Staphylococcus aureus a nivel hospitalario y de la comunidad,
con una probabilidad de morir en un 64% mas que los pacientes con infecciones

no resistentes”.t

A nivel de las Infecciones intrahospitalarias, como sefiala el MINSA? (2007) “un

30 a 40% son causadas mediante intercambio cruzado de las manos del
personal del hospital; un 20 a 25% por el uso irracional de antibitticos; un 20 a
25% por el ingreso de nuevos microorganismos y un 20% por otros medios”?

En este sentido; Staphylococcus aureus es un patdgeno importante que
afecta la salud humana. Esta problematica motiva a disefiar medidas de control
farmacoterapéutico a través del descubrimiento de principios activos de origen
natural que reemplacen Optimamente a los farmacos antimicrobianos
comunmente empleados en el tratamiento, logrando asi combatir la resistencia

microbiana.

Como es de conocimiento, nuestra amazonia peruana es poseedora de una
diversidad de flora silvestre, capaz de brindar una multiplicidad de metabolitos
con actividad bioldgica a través de las diversas especies de plantas medicinales
empleadas por la medicina tradicional. Por ello, mediante la presente
investigacion se pretende conocer y determinar el efecto antibacteriano in vitro
del latex Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado) frente a

Staphylococcus aureus.

1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general
¢ Tendra efecto antibacteriano in vitro el latex de Croton lechleri Mull.

Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus?



1.2.2 Problemas especificos
1. ¢Cuales seran los constituyentes quimicos presentes en el latex de
Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado)?

2. ¢ Serd sensible Staphylococcus aureus frente al latex de Croton
lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado)?

3. ¢, Como sera el efecto antibacteriano in vitro entre Oxacilina y el latex
de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) frente a

Staphylococcus aureus?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri

Mall. Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus.

1.3.2 Objetivos especificos
1. Identificar algunos constituyentes quimicos en el latex de Croton

lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado).

2. Establecer la sensibilidad del Staphylococcus aureus frente a
concentraciones de 25%,50%,75% y 100% del latex de Croton lechleri

Mdall. Arg. (Sangre de grado).

3. Comparar el efecto antibacteriano in vitro entre Oxacilina y el latex de
Crotdn lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus

aureus.

1.4 Justificacion e importancia del estudio
En los ultimos 50 afios el incremento de farmacos antibacterianos destinados a
la farmacoterapia de infecciones nosocomiales y de la poblacién, genero la

resistencia de diversos microorganismos a los antibiéticos; constituyendo un
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problema mundial de salud publica. Entre las causas, la literatura sefiala al uso
inapropiado, uso excesivo y la automedicacion de los antibioticos. “la extension
a nivel mundial de la resistencia bacteriana trajo como consecuencia la
resistencia a antibidticos, desencadenandose enfermedades prevalentes,
como: EDA, IRA, infecciones intrahospitalarias, que le catalogan como un

problema de salud publica prioritario”.®

Diversas entidades de salud catalogan como cepas resistentes a
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosay Micobacterium tuberculosis; que requieren, por tanto, atencion
urgente para la busqueda de alternativas terapéuticas innovadoras en el campo

farmacologico.

Ante tal problemética el presente trabajo de investigacion se centrara en
estudiar el rol patogénico del Staphylococcus aureus; agente causal de
diversas infecciones nosocomiales y de la comunidad; que actualmente
presenta una resistencia multiple a antibioticos. Para tal efecto, se propone
combatir la probleméatica de manera mas natural y efectiva a través del estudio
del efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de

grado) frente a Staphylococcus aureus.

La sangre de grado, latex del Croton lechleri Mill. Arg., es un recurso natural
de nuestra selva peruana, empleado por nativos en diferentes regiones,
coexistiendo también en paises vecinos como Colombia, Ecuador, Paraguay,
México, entre otros.® Tiene diferentes denominaciones: sangre de dragén,
sangre de grado o sangre de drago. Su uso como cicatrizante es aplicandolo
directamente a la herida de la piel, como también en picaduras de insectos, en
guemaduras y abscesos. Asimismo, hay evidencias de su efecto sobre la

inflamacién, edema, gastritis y Ulceras gastricas.



Jones’” (2003), sustenta que sus propiedades se deben a metabolitos como:
fenoles, alcaloides, proantocianidina SP-303, polifenoles con actividad
antimicrobiana; entre ellos, el 2,4,6-trimetoxifenol efectivos frente a Bacillus

subtilis.

Yl et al® (2012), menciona que el latex fue empleado de generacion en
generacion como parte de conocimientos ancestrales por los pobladores
indigenas. Su utilizacion siempre estuvo relacionada para tratamientos como
cancer, infecciones dérmicas, infecciones gastrointestinales y dolores. Segun
investigaciones, el latex presenta propiedades antibacterianas, antioxidantes,

antiinflamatoria, antivirales e inmunomoduladoras.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Antecedentes nacionales
Cayo C y Barrera R® (Huacho 2014), en la investigacion titulada:
“Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del Croton lechleri sobre
cultivos de Streptococcus mutans”. El objetivo fue evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del Croton lechleri en el crecimiento de cepas del
Streptococcus mutans. La metodologia implico el uso de diferentes
concentraciones del Croton lechleri al 40%, 75% y 100% midiéndose el
diametro de los halos formados de cada una de concentraciones
empleadas. En los resultados se muestran que las concentraciones de
100% y 75% del Croton lechleri presentaron efecto inhibitorio frente
Streptococcus mutans; en cambio la concentracion del 40% no posee
efecto inhibitorio. Como conclusion se expresa que la Sangre de grado
(Croton lechleri) tiene efecto inhibitorio positivo frente a cultivos de

Streptococcus mutans.

Huapaya J et al*® (Lima, 2012), en el articulo cientifico titulado: “Control
microbiolégico y evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de
Croton lechleri (Sangre de grado)”, El objetivo fue determinar la actividad
antibacteriana del latex de Croton lechleri frente a Staphylococcus
aureus. Las muestras fueron 47, obtenidas en diferentes mercados de los
distritos de Lima Metropolitana (Lima cercado, Lince , Magdalena y
Comas) Ademas, se examinaron 3 muestras del latex de las regiones de
Huénuco (Tingo Maria), Ucayali (Pucallpa) y San Martin (Moyobamba).
En este estudio se empled el método de excavacion en placa de cultivo,
en diluciones 10%, 25%, 50% y 100% y como control positivo
(Ciprofloxacino, 5mg/mL), negativos (suero fisiolégico), con dos

repeticiones por tratamiento; las cuales fueron incubadas a 37°C por 24
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horas. Los resultados concluyen que hay mayor actividad antimicrobiana
en concentraciones del 50% y 100% del latex de Croton lechleri,
observandose halos de inhibicion similares al control positivo en las cepas
de S. aureus.

Carrion J et al'* (2010) en la investigacion titulada: “Evaluacion de la
actividad antioxidante, contenido de polifenoles totales y actividad
antimicrobiana de fracciones de sangre de grado, Croton lechleri”. Tuvo
como objetivo evaluar el contenido de polifenoles, la actividad
antibacteriana, la actividad antioxidante en diferentes extractos de Croton
lechleri. Cuyos resultados concluyen: Los extractos con fraccion etandlica
mostraron mayor actividad antioxidante, los extractos hidroalcoholicos
mostraron mayor actividad antimicrobiana frente a S. aureus ATCC 6538

y finalmente el latex original contiene porcentaje de polifenoles totales.

Leén K y Santiago J*? (Lima, 2007), en el articulo de investigacién cuyo
titulo es: “Preparacion y caracterizacion de peliculas de alcohol poli
vinilico embebidas con extracto de sangre de grado (Croton lechleri)”,
tiene como proposito evaluar las propiedades antimicrobianas del latex de
sangre de grado frente a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Los
resultados obtenidos muestran que los hidrogeles preparados en base a
Quitosano-PVA y embebidos en solucidn hidroalcohdlicas tienen actividad
antibacteriana frente a S. aureus y no a E. coli y P. aeruginosa, estos
resultados estan relacionados con solubilidad de los elementos

constituyentes del latex.

Tamariz J et al*® (Lima 2003), en el articulo de investigacion cuyo titulo es
“Actividad antibacteriana de la Sangre de Grado (Croton lechleri) frente
al Helicobacter pylori”. Esta investigacion tuvo el propdsito de
determinar la actividad antibacteriana frente a Helicobacter pylori Se
trabajé con 41 muestras del Helicobacter pylori de origen clinico y 4
muestras de Croton lechleri. El estudio se dividido en 2 etapas; en la

primera se determind cualitativamente el efecto inhibidor del Croton
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lechleri; en la segunda cuantitativamente se determind la concentracién
minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida. Dicha
investigacion llego a la conclusion que la sangre de grado presenta efecto

inhibitorio frente al Helicobacter pylori en altas concentraciones.

2.1.2 Antecedentes internacionales
Avilés I* (Quito, 2017), en la investigacion titulada: “Efecto inhibitorio de
Croton lechleri sobre cepas de S. mutans, estudio in-vitro”, tuvo como
objetivo determinar el efecto inhibitorio del Croton lechleri en cepas de
S. mutans. En el estudio se emple6 concentraciones al 50 %, 75% y 100%
de Croton lechleri, control positivo de clorhexidina y como control
negativo agua destilada. El estudio llego a la conclusién que las
concentraciones al 75% y 100% de Croton lechleri presentan efecto
inhibitorio in vitro frente a S. mutans, mientras la concentracion al 50% no
mostro efecto inhibitorio en cambio el control positivo clorhexidina tuvo

mayor efecto inhibitorio en comparacion a los otros grupos evaluados.

Altamirano®® (Quito, 2015) en la investigacion: “Evaluacion de la actividad
antioxidante de cuatro especies del género Croton”, cuyo objetivo fue
evaluar la actividad antioxidante. Las especies analizadas fueron: Croton
menthodorus Benth., Croton wagneri Mill. Arg.,Croton
magdalenensis Mill. Arg. y Croton lechleri Mull. Arg., se utilizé el
método de Capacidad Atrapadora del Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) a concentraciones de 50ug/ml, 100ug/ml, 150ug/ml, 200ug/ml.
Como conclusion: las cuatro especies tienen mayor capacidad
antioxidante que la vitamina C. y ademas tienen un compartimiento
parecido, porque el porcentaje de inhibicion del radical DPPH va de
90.87% a 93.71% en la cc. del 50 ug/ml, de 95.06% a 98.80% en la cc. de
100 ug/ml, de 97.75% a 99.10% en la concentracion de 150 ug/ml y de
98.65 % a 99.55 % en la concentracion de 200 ug/ml y la actividad
antibacteriana se debe a la presencia de los compuestos fendlicos,

antocianinas y flavonoides.
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Allaica N*¢ (Ecuador, 2015), cuya investigacion: “Comparacion del efecto
cicatrizante de tinturas elaboradas a base de guarango (Caesalpinia
spinosa) y sangre de drago (Croton lechleri) aplicados en ratones (Mus
musculus)”. Se empleo el método de maceracién para obtener tinturas
de 2 plantas. Se analizaron 8 grupos de ratones a los cuales se aplicé las
concentraciones de 100%, 70%, 50% y 30% de guarango y sangre de
drago y como control positivo (crema Lamoderm y Eterol), y como control
negativo (crema base); se administré 100uL cada 24 horas en la herida.
Como conclusién hay actividad cicatrizante en las concentraciones al

100% de sangre de drago seguido por la tintura de guarango al 100%.

Corrales L et al*” (Bogota, 2013), cuya investigacion titulada: “Evaluacion
del potencial antibacterial in vitro de Croton lechleri frente a aislamientos
bacterianos de pacientes con Ulceras cutaneas”. Tuvo como proposito
evaluar la potencia antibacteriana in vitro de Croton lechleri frente a
aislamientos bacterianos aerébicos de pacientes con Ulceras cutaneas del
Sanatorio de Agua de Dios, Colombia. La metodologia usada fue difusion
en disco, difusion en pozo y dilucién en agar dicha investigacion llego a la
conclusién: Croton lechleri tiene actividad antibacterial frente a
aislamientos bacterianos de Ulceras cutaneas en los pacientes del estudio
y la actividad antimicrobiana es debida a metabolitos como el: acido
clorequinico, las coberinas A y B y el 1,3,5-trimetoxibenceno y el 2,4,6-
trimetoxifenol potentes frente a Bacillus subtilis, entre otros. Asimismo,
la que permitid presentar mejor sensibilidad y reproducibilidad fue la

técnica de difusién en pozo.

Concepciéon G?* (México, 2006), en la investigacion titulada: “Actividad
antibacteriana de extractos vegetales en cepas hospitalarias de
Staphylococcus aureus con resistencia multiple”. El propésito fue
evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de extractos vegetales
hidroalcohdlicos (tomillo, ruda, perejil, gobernadora) y 2 aceites
esenciales (clavo y orégano) en varias cepas hospitalarias con resistencia

multiple de S. aureus. se emple6 en método cuantitativo de macrodilucion
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en caldo. El estudio llego a la conclusiéon que los aceites esenciales
presentan actividad antibacteriana en mayor proporcion que los extractos

hidroalcoholicos.

2.2. Bases tedricas

2.2.1 Crotén lechleri Mull. Arg.

2.2.1.1 Nombre Cientifico

Panduro®® (2006), sostiene que la descripcion fue realizada por
Johannes Miller y publicada en Prodromus Systematis Naturalis
Regni Vegetabilis, determinando el nombre cientifico de la

especie como Croton lechleri Mill. Arg.

2.2.1.2 Taxonomia

La Sangre de grado es uno de los arboles que se mantiene como
objetivo de estudio por presentar un aspecto singular y poseer
numerosas propiedades, el Croton pertenece a la familia
Euforbiaceas “cuenta con aproximadamente 1.300 especies,

distribuidos en zonas tropicales.?

Del género Croton la especie mas popular de la que se obtiene
el latex se denomina lechleri, se lo conoce en toda Sudamérica
con multiples nombres como sangre de drago, sangre de grado,
palo de drago, balsa macho, entre otros. La parte que mas se

utiliza es el latex que segrega la corteza del arbol.

eDivision: MAGNOLIOPHYTA
e Clase: MAGNOLIOPSIDA
e Sub clase: ROSIDAE
e Orden: EUPHORBIALES
e Familia: EUFORBIACEAE
eGénero: Croton

eEspecie: Croton lechleri. Mull. Arg.

Determinado por el Blgo Severo Baldeon Malpartida
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Nombres comunes: “Sangre de grado”, “Sangre de drago” (Peru
y Ecuador), Sangre de dragdo (Brasil), Blood (USA), Sangre
grado (Colombia y Bolivia) y balsa macho (Ecuador). %

2.2.1.3 Descripcion boténica

a. Arbol: Croton lechleri Miill. Arg. es un arbol que alcanza los
10-20m de altura, Risco? (2005), sostiene que tiene copas
globosas con ramas enlazadas hacia los laterales y con
tendencia a separarse. Las ramas estan cobijadas con pelos
estrellados, hojas redondeadas y con flores pistiladas (flores
femeninas). El arbol idéneo para la cosecha del latex es la que

debe medir mas de 18m y un didmetro con 0.5 m.

Figura N° 01. Arbol del Croton lechleri Mull. Arg.

b. Raiz: Arbildo? (2014) De forma conica, la raiz principal es
mucho mas desarrollada que la raiz secundaria, tiene una

peridermis constituido por suber o corcho.

c. Corteza: es de color grisaceo blanquecino, que segrega latex
denso de color rojo vino de naturaleza viscosa, llamada

habitualmente “sangre de grado”.
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Figura N° 02. Corteza del Croton lechleri MUill. Arg. 2

Latex: Arbildo?  (2014), menciona que contiene
proantocianinas que es el principal metabolito que le da el color

rojizo al latex.

El latex es una sustancia liquida levemente densa y de gran
viscosidad. Artemio? (2008), considera que es semejante a la
sangre humana y con algunas propiedades fisicas que al
interactuar con la corriente del aire tiende a solidificarse con
rapidez generando una mancha visible en el lugar donde se
aplicé; al ser friccionada en la piel genera espuma; con
tendencia adherirse a la piel, con olor herbal, sabor amargo;

soluble en agua y etanol a temperatura ambiente.

Figura N° 03. Latex del Croton lechleri Miill. Arg.?®
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Panduro®® (2006), manifiesta que una de las formas para
obtener el latex en mayor volumen, se debe considerar los
siguientes factores: edad del arbol, ubicacion de las incisiones,

horas de extraccién, épocas de cosecha, influencia lunar.

Para cosechar el latex de Croton lechleri Mull. Arg. es
preferible realizarlo en épocas lluviosas y a primeras horas de
la mafiana por lo contrario su volumen disminuye. Panduro*®
(2006), menciona que existe diferentes tipos de extraccion del
latex una de ellas es la que se realiza mediante una incisién en
forma de “v” en la corteza, este tipo de proceso es la que se
denomina como sangrar, otro tipo extraccion del latex es la de
los machetazos son utilizados por los agricultores llegando a
derribar los arboles para ellos toman encuentra el diametro del
arbol; mayores a 30 cm para que producen una 6ptima cantidad

de latex.

Hojas: Artemio® (2008), mide de 12 a 20 cm de largo y de 5 a
14 cm de ancho, con doble glandulas en la base, propia de la
especie. Las ramas y hojas jévenes tienen gran cantidad de
indumento, de color marron rojizo que van descendiendo

conforme se vuelven adultas.

Figura N° 04. Hojas de Croton lechleri Miill. Arg.2
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f. Inflorescencia: en forma de racimos, y con flores de color

ambar con varios estambres.

43 Y

Figura N° 05. Flor de Croton lechleri Mull. Arg. 28

g. Fruto: “de forma capsular, con medidas de 4.5 mm de ancho

por 3 mm de largo”. ?

h. Semillas: son lisas y endosperma oleaginoso.?’Los meses
donde germinan las semillas de los arboles de Croton lechleri
Mall. Arg. son en Enero y Febrero (selva alta), pero en selva
baja en Agosto a Setiembre. Panduro® (2006), manifiesta que
después de 15 o 20 dias la semilla germina siendo apta para

una trasplantacion.

2.2.1.4 Habitat

La especie Croton lechleri Mull. Arg., objeto de estudio de la
presente investigacion crece en la selva alta de Tingo Maria,
Huanuco a 647 msnm. Al respecto, Panduro® (2006), refiere que
ésta especie es parte de la amazonia peruana, ecuatoriana y
colombiana; se distribuye en zonas tropicales y subtropicales.
Risco? (2005), el género Croton esta conformada por méas de 250
géneros y 7500 especies; de ellas en el Pera sobresalen 52

especies y solo 6 de ellas segregan latex.
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Figura N° 06. Distribucién de la familia Euphorbiaceae en el Mundo %°

Tabla N2 01. Especies de Croton reportadas en el Pertl, Macbride (1964)%

ESPECIE MACBRIDE(1964)

C.draconoides M.

Arg. Selva Peruana

C.erythrochilus M.

Arg Tumbes, Huanuco, Pozuso, Cuzco

Tarapoto, Huanuco , Yurimaguas,

C.lechleri M. Arg. Quillabamba, San Gaban.

C. perpeciosus

Croizat San Martin, Ayacucho, Cuzco, Pasco.

C. palanostigma

Klotzsch In Hook. | Tarapoto, Morona Cocha, Misuyacu,

C.sampatik M. Arg. Chicoplaya ,La Merced.

2.2.1.5 Historia

En la antigua Roma, en siglo | se obtenia de Socrotra, donde los
habitantes de esta isla usaban la resina como una suerte para
curar muchas enfermedades: heridas, diarreas, disenteria,

Ulceras, infeccione virales, respiratorias, digestivas y dérmicas.

El latex fue usado en el Mediterraneo como una tintura y por los
griegos, romanos y &rabes por sus propiedades medicinales.
Dioscérides (fue un médico, farmacélogo y botanico) y otros

escritores griegos describian sus usos medicinales.
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2.2.1.6

En el siglo XIX en tiempos medievales se utilizaba como magia
ritual. En el siglo XVIII los luthiers italianos la usaban como fuente

de barniz para violines y como cremas dentales.

En el siglo XXI perdura el uso en los violines como barniz y como
inciensos 0 aceites corporales. Algunas veces se utilizaba la
resina para ceremonias en la India. En la china se utiliza
frecuentemente en eventos matrimoniales y el Afio Nuevo Chino

para pintar las superficies externas del papel en avisos y carteles.

En la medicina ancestral, la sangre de drago es usado de forma
topica para curar heridas y detener la hemorragia. Se usa
internamente para los dolores. En rituales de brujeria y
chamanismo, lo usan como pociones de amor, incremento del
poder de los conjuros de proteccion y para mejorar la actividad

sexual.

Extraccion del latex

Para extraer el latex se debe realizar incisiones en espiral o en
forma de V en la corteza. Luego, para una adecuada conservacion
debe ser envasado herméticamente y almacenado en lugares

frescos con la finalidad de evitar su cristalizacion.

Extraccion

Envasado

Figura N° 07. Proceso de extraccion del latex Croton lechleri Mill. Arg.
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Figura N° 08. Extraccion del latex Croton lechleri Miill. Arg.

Tabla N°02. Especificaciones del latex de Croton lechleri 24

EQUIVALENTE EN PESO DE
MUESTRA SECA

0,237 — 0,282 g/mL

GRAVEDAD ESPECIFICA

1,085 -1,092

VISCOSIDAD

0,323 — 0,377 g/ms

PORCENTAJE DE CENIZAS

0,325 - 0,682 %

PORCENTAJE DE TASPINA

1,65-3,24%

PORCENTAJE DE TANINOS

72 -95%

Artemio? (2008), menciona algunas posibles especificaciones que
se encuentran en gran porcentaje en el latex y que posee
propiedades antibacterianas, antitumorales y cicatrizantes de la
Sangre de grado. Asimismo, manifiesta que hay investigaciones
donde se evalud la citotoxicidad y actividad antibacteriana del
latex de Croton lechleri Mull. Arg., cuyos resultados confirman
ausencia de actividad citotoxica; evidenciandose que presenta

compuestos polifendlicos y diterpenos que son encargados de la

potente actividad antibacteriana.
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2.2.1.7 Composicion quimica

a. Latex:

Alcaloides: Altamirano*® (2015), menciona que los alcaloides
poseen 3 caracteristicas: sabor amargo, que se forma a partir
de los aminoéacidos, contienen nitrégeno heterociclico, lo que

otorga propiedades basicas.

La presencia de éste metabolito en el latex es de suma
importancia por poseer propiedades farmacoldgicas
demostradas en diversas investigaciones, caracteristicas

atribuidas principalmente a la Taspina.

taspina

Figura N° 09. Estructura de la Taspina 2°

Compuestos fendlicos: provienen de la via del acido

maldnico.

Altamirano®® (2015), menciona que son solubles en solventes
organicos por la presencia glucésidos y cadenas acidos

carboxilicos y por lo tanto solubles en agua.

Blanco> (2015), describe que la actividad antimicrobiana de los
compuestos fendlicos (fenol, hexaclorofenol, timol, listerine,

triclosan) estan relacionada en funcién a su concentracion. Su

21



mecanismo de accién consiste en destruir la pared y membrana
celular inactivando los sistemas enzimaticos. Por tanto, los
fenoles tienen actividad bacteriostatica o bactericida, fungicida

y viricida. Siendo potentes sobre las bacterias Gram positivas.

Polifenoles: son compuestos fendlicos derivados del fenol. La
caracteristica de los polifenoles es de poseer al menos un
grupo aromatico y una sustitucién hidroxilo como minimo, que
puede estar libre o formando parte de otra funcion: éter, éster

0 heterésido.

Los polifenoles mas relevantes son acidos fendlicos,
estilbenos, flavonoles, dihidroflavonoles, antocianinas,
monomeros de flavanoles (catequinas) y polimeros de

flavanoles (proantocianidinas).

e

b
Figura N° 10. Estructura del polifenol 3t

Flavonoides: Eduardo® (2011), menciona que los flavonoides
tienen actividades bioldgicas, entre ellas: antiinflamatorias,
antibacterianas, antialérgicas, antivirales, antitromboticas y

vasodilatadoras.

Proantocianidina: conocidas como "taninos condensados”
con propiedades antioxidantes, antibacterianas que inhiben la

adhesion de la bacteria.

Estudios revelan que las antocianinas y las proantocianidinas

son 50 veces mas potentes que la vitamina E y 20 veces mas
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gue la vitamina C como antioxidantes. Del mismo modo;
previenen enfermedades cardiovasculares otorgando la
permeabilidad vascular, evitando dafio de los radicales libres

en las arterias.

Diaz®® (2012), sostiene que estos metabolitos tienen
propiedades antioxidantes, antialérgicas, anticancerigena,
antiinflamatoria y antimicrobiana. Se considera que el efecto
antimicrobiano de los polifenoles radica en inhibir el desarrollo
de microorganismos que afectan la salud humana, entre ellos:

H. pyloriy E. coliy S. aureus.

Taninos: Hugo® (2011), los taninos en el latex de Croton
lechleri Mull. Arg. tienen propiedades astringentes, las cuales

son utiles para tratar Ulceras gastricas y quemaduras.

Saponinas: Altamirano®* (2015), menciona que constituyen de
grupo de glucésidos amorfos coloidales, muy hidrosolubles,
gue producen espuma cuando se los agita en una solucién
acuosa, los cuales son excelentes agentes emulsionantes.
Modifican la permeabilidad de la membrana celular, por lo que
en ocasiones se le suministra con otros farmacos para mejorar

el paso de éstos al interior de la célula.

Quinonas: Hugo?* (2011), describe que son compuestos cuya
coloracion va desde el amarillo tenue a negruzco. Se ubican

generalmente en la corteza.

. Corteza: “Diterpenos (tipo clerodano): acido hardwickiico,

bincatriol. Crolechinol, acido crolechinico, korberin-A, korberin-

” 20
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c. Hojas: contienen en su mayoria alcaloides

d. Corteza de raiz y semillas: Alcaloides (Taspina).

2.2.1.8 Actividad farmacoldgica

Diversas investigaciones demuestran que el latex de Croton
lechleri Mull. Arg. presenta propiedades antibacterianas,
antiinflamatorias, cicatrizantes, entre otras; por poseer
metabolitos como catequinas, proantocianidinas oligomericas
(lignanos) y alcaloides (taspina), los cuales le otorgan actividad
antimicrobiana, cicatrizante, antiviral, antiinflamatoria,
antiulcerosa, antidiarreica e inmunomoludadora; las cuales han

sido estudiadas clinicamente, Risco® (2005).

a. Actividad antimicrobiana

Numerosas investigaciones sustentan la accién antiviral y
antibacteriana de la sangre de grado, Corrales et al*” (2013), en
la investigacion de corte experimental in vitro sostiene que el
latex de Croton lechleri posee actividad antimicrobiana por la
presencia de polifenoles, poliacetilenos, flavonoles,
terpenoides, esteroides, alcaloides, propéleos &cido
clorequinico, las coberinas A y B y el 1,3,5-trimetoxibenceno
potentes frente a Bacillus subtilis. Asimismo; Altamirano!®
(2015), ratifica la actividad antibacteriana es debido a los

compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas.

Carriént (2010), sustenta que la sangre de grado presenta
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas,
como S. aureus ATCC 6538. Lock y Rojas® (2004), consideran
que el latex de Croton lechleri Mull. Arg. tiene actividad
bioldgica, destacando su accion antimicrobiana,

antiinflamatoria, cicatrizante, antioxidante y citotoxica; donde
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los compuestos quimicos responsables de la accidn
antimicrobiana serian los compuestos fendlicos frente a las

bacterias Gram positivas.

Chen destaca que en 3 ensayos in vivo de sangre de grado se
evalué la citotoxicidad y actividad antibacteriana. Cuyos
resultados demuestran que el latex carece de actividad
citotoxica vy ratifica que los compuestos fendlicos y terpénicos

son los responsables del efecto antibacteriano.

En este entender; Diaz*® (2012), que la presencia de polifenoles
(dcido galico) y catequinas atribuyen propiedades
antioxidantes, antialérgicas, anticancerigenas,
antiinflamatorias y antimicrobianas. Asimismo, Blanco® (2015),
describe que la actividad antimicrobiana de los compuestos
fendlicos se relaciona en funciébn a su concentracion y el
mecanismo de accién consiste en destruir la pared y membrana

celular inactivando los sistemas enzimaticos.

Por tanto, los fenoles tienen actividad bacteriostatica o
bactericida, fungicida y viricida. Siendo potentes sobre las

bacterias Gram positivas.

. Actividad cicatrizante y antiulcerosa

Risco®? (2005), la sangre de grado ayuda a regenerar la piel
estimulando la contraccion de la herida, permitiendo la
cicatrizacion de la herida. Los principios activos que participan
en este proceso son la taspina y los polifenoles (catequina y
proantocianina). EI mecanismo de accion de la taspina se
relaciona con la estimulacion de la quimiotaxis de fibroblastos,
actuando al inicio del proceso de cicatrizacién, demostrado en
estudios in vivo con ratones de experimentacion, durante las

primeras 60 horas. Este alcaloide muestra un efecto
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cicatrizante con dosis de 0.375 mg/Kg. Del mismo modo, el
lignano (3’-4-O-dimetilcedrusina), también interviene en la
cicatrizacion y lo polifenoles por la accion secuestradora de

radicales libres que estimulan la contraccién de la herida.

Carriént (2010), la accién antibacteriana de los polifenoles
contribuye al proceso de cicatrizacion, por permitir la
precipitacion de las proteinas de las células, formando la
costra. Respecto a su accion antiulcerosa, Risco® (2001)
sostiene que el latex Croton lechleri Mull. Arg. facilita la
curacion de ulcera gastrica, al reducir el tamafio de la ulcera.
Esta accion se le atribuya también al alcaloide taspina, puesto
que demostrd reducir ulceras gastrica agudas aumentado el
espesor y consistencia de la mucosa gastrica en estudios en

ratas inducidas con Indometacina.

Por los estudios clinicos se recomienda el tratamiento con el
latex Croton lechleri Mull. Arg. por via topica como agente de
cicatrizacion aliviando irritaciones dérmicas y por via oral para

el tratamiento de ulcera gastrica.

. Actividad antiinflamatoria

Risco®? (2005), el alcaloide taspina también posee actividad
antiinflamatoria, demostrado en tres estudios experimentales in
Vivo con ratas, presentado en 3 modelos farmacoldgicos:

El primer modelo fue el edema inducido por carragenina en la
zona suplantar de la rata, el alcaloide presento efecto
antibacteriano con dosis de 58 mg/Kg dandose lo primeros
efectos potentes a tres horas de administracion de carragenina
(via oral); comparado con el control fenilbutazona.

El segundo modelo de granuloma aplicada por torundas de
algoddn, el alcaloide inhibié el proceso inflamatorio durante

siete dias con dosis de 20 mg/Kg.
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El tercer modelo de artritis inducida por un coadyuvante la
tapina inhibié con dosis 20 mg/Kg/dia por siete dias de
tratamiento y con dosis Unica de 518 mg/Kg.

Por otro lado, estas propiedades no solo se le atribuyen a la
taspina, sino también a latex crudo en su conjunto que siendo
administrado en dosis superiores a 25 mg/Kg inhiben el

proceso de inflamacion al 100%.

Tabla N2.03. Resumen de los compuestos presentes en Croton lechleri
Mull. Arg., Diaz (2014)

CONSTITUYENTE QUIMICO ACTIVIDAD BIOLOGICA
Taspina Actividad anfinflamatoria |, curacion
de herida y cifofdxica
3,4-0-Dimetilcedruin Curacion de heridas e inhibicion de la

proliferacion celuiar

¢ Procianidina B1 y B4

# Catequinas, epigallocatequina; epicatequina; gallecatequina

» Catequina (4-2)-gallocatequina (4-6)

» Gallocatequina; gallocatequina (4-5)- epigallocatenguing;
gallecatequina (4-3)- gallocatequina (4-8)-epigallocataquina

» Benzofurano-5-y1,2, 3-dihidre: 2-(3-dimetoxifenil) 7 -metoxi-carbonil-
propan-1-oic  acido mefilester,  benzofurano-5-y1,2 3-dihidro:2-(-4-
hidrowi-3-metoxifenil)-7-metod-3-metoxi-carbonil-propen-1-oic  acido
mitileter

* B-sitosterol; bincartriol; crolechinol; crolechinic acido crolechinico (11);
daucosterol

1,3, 5-trimetoxibenzenc Actividad citotdxica, achividad
aniibacteriana
2.4,6- trimetoxifenol Actividad antibacieriana

Alcohol3, 4-Dimetoxibenzil, 3, 4-dimetoxifencl; alcohol 4-hidroxifenil v su
acetato, B-sitosterona; sitosterol- B-D-glucopiranosa

Korberina A y Korberina B Actividad antibacisriana

4-0-Metilcedrusina

SP-303({PM=2200 Da) Actividad antiviral, frafamiento de Ja
diarrea

Catequina-(4-&)-epigallocatequina

Isoboldina; norioboldinal Actividad antidiarreica
magnoflorine,;
SB-300({PM=3000 Da)
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2.2.1.9 Aplicacion y mecanismo de accion

Tabla N°04. Aplicaciones del Latex de Croton lechleri Mull. Arg.

MECANISMOS .
. APLICACION
DE ACCION CACIO
Cicatrizante de | Aplicar el latex sobre las heridas varias
las heridas veces segun sea necesaria.
Aplicar el latex externamente sobre la parte
Fracturas
afectada.
Tomar cuatro gotas de la savia con agua en
Ulceras ~
ayunas acompafado de abundante agua.
Diarrea Tomar el latex diluido en agua.
Afecciones Aplicar lavados con las hojas trituradas en
dérmicas agua.
Ulceras
estomacales e | Tomar el latex diluido en agua:
intestinales

2.2.2 Staphylococcus aureus
“El género estafilococos son cocos Gram positivos, catalasa positivos,
tiene aproximadamente 30 especies, siendo las de importancia clinica S.
aureus, S. saprophyticus y S. epidermidis "33

La especie S. aureus es un microorganismo del reino protista, distribuido
en el ambiente, coloniza al hombre y animales. Constituye un mortal
patégeno humano, originando un alto indice de infecciones a nivel de la

poblacién y hospitalario.

Chans® (2008), en la comunidad es un agente de infecciones agudas
colonizando superficies cutaneas y mucosas. A nivel hospitalario es uno
de los principales agentes causales de infeccidon de heridas operatorias y
de prétesis por producir toxinas. Presenta capacidad de adaptacion y
supervivencia, lo que conlleva al incremento paulatino de resistencia a los
antimicrobianos. También es causante de sindromes de piel escaldada,

shock tdxico e intoxicaciones alimentarias.

28



2.2.2.1Taxonomia

e Reino: BACTERIA
e Filo: FIRMICUTES
e Clase: BACILLI
e Orden: BACILLALES
e Familia: STAPHYLOCOCCACEAE

e Género: Staphylococcus

e Especie: S. aureus

2.2.2.2 Habitat

S. aureus se aloja habitualmente en la piel, fosas nasales y en
zonas humedas como pliegues inguinales y axilas. El lugar de
portacibon mas frecuente es el vestibulo nasal, el cual esta
mediado por &cidos teicoicos. Se estima que un 20-30% de la
poblacion tiene portacion nasal, colonizandose mayormente en

empleados de salud, pacientes con diabetes, hemodialisis.3*

Figura N°11. indices de portacion S aureus en diferentes sitios corporales 36
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2.2.2.3 Morfologia

Tienen forma de cocos Gram positivos de 0.8 a 1 micrémetro de
diametro, con preferencia a unirse en racimos. Es aerobio y
anaerobio facultativo, es decir, puede desarrollarse con o sin
oxigeno, es coagulasa positivo, manitol positivo. Carece de

movimiento, no se encapsula.

Cervantes et al® (2014), manifiesta que el termino
Staphylococcus, proviene del griego staphyle que simboliza a
un racimo de uvas, causante de procesos inflamatorios e
infecciosos. Producen catalasa, caracteristica que la diferencia de
los géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa

negativos.

Figura N2 12. Tincién de Gram,100X. Staphylococcus aureus 3

2.2.2.4 Estructura

a. Pared celular

Contiene una capa de peptidoglicano. Se encargan de
mantener rigida de la pared bacteriana. A nivel patogénico
contribuiria a la manifestacién del proceso inflamatorio por
activacion del complemento. Asimismo, incentiva la produccion

de anticuerpos opsonizantes.
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Acidos Teicoicos: Chans® (2008), En la infeccion activan el
proceso de inflamacion, llegando a desencadenar shock

séptico.

Proteina A: presente especialmente en S. aureus, unida al
peptidoglicano y a moléculas de inmunoglobulina G, actuando
como factor de virulencia, siendo empleada como una prueba

para la identificacion S. aureus 3

Clumping factor: determina la formacién de fibrina en la

superficie bacteriana. 3

. Capsula: “posee propiedades antifagociticas y su presencia

en S. aureus le da el caracter virulento”3#

. Determinantes de patogenicidad (Factores de virulencia)

S. aureus puede producir diversidad de sustancias, la que en
su mayoria participan en el origen de la enfermedad.

Enzimas:

e Coagulasa: Cervantes et al®*® (2014), se presenta en dos
formas: coagulasa ligada y libre. Es un marcador bioldgico
de virulencia, que permite diferenciar los diferentes tipos de
Staphylococcus spp. Una coagulasa positiva indica que el

analisis contiene S. aureus

e Catalasa: “otorgan proteccion a la bacteria evitando

fagocitosis.” ®

e Desoxirribonucleasa: Chans (2008)%, sostiene que su
funcion en el proceso infeccioso radica en destruir el ADN

de las células con necrosis, facilitando la fluidez del pus.
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* Lipasas: “hidroliza los lipidos y facilita la diseminacion de

nuevas areas de la piel.” 3

e Estafiloquinasas: “desdoblan la fibrina contribuyendo la

invasion de tejidos vecinos.”?*

Toxinas:
Son las que causan las infecciones de S. aureus y son de tipo

a, B,  y la leucocidina.

2.2.2.5 Patogenia

S. aureus actla como comensal y agente principal de procesos
infecciosos. El vestibulo nasal es el sitio colonizador en el hombre.
Castafidn-Sanchez?®” (2014), la colonizacién aumenta el riesgo de
contraer la infeccion, puesto que constituye un reservorio donde
los microorganismos empiezan a proliferarse a raiz de las
defensas baja del huésped, es decir, la colonizacion antecede el
proceso infeccioso y los abscesos se originan cuando el germen

es inoculado en la piel.

S. aureus es un patégeno con capacidad de formar abscesos en
los focos de infeccidon tanto locales como metastasicos. Esta
respuesta patoldgica clasica a S. aureus define el marco dentro
del que evolucionard la infeccion. La infeccion estafilocécica
propicia una reaccion inflamatoria caracterizada al inicio por una
respuesta intensa de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y una
infiltracién ulterior de macrofagos vy fibroblastos. Si la respuesta
inmunoldgica del hospedador (incluido el depdsito de fibrina y
colagena) no detiene la infeccion, ésta se propaga a los tejidos

vecinos o al torrente circulatorio.

La transmision infecciosa puede ser exdgena o endogena. La

transmision exdgena puede ser mediante la contaminacion de
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tejido traumatizado (heridas o quemaduras); material médico

contaminado Yy la ingestion de alimentos o leche contaminados.

La transmisién enddgena consiste en el ingreso del germen desde
la piel, a través de fracturas, heridas o cuerpos extrafios desde un
lugar en donde el microorganismo es comensal. La infeccion se
ve favorecida, en cualquier caso, si el paciente es
inmunodeprimido, tiene diabetes, malnutriciébn o cursa una terapia

antibiotica de amplio espectro.
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Figura N°13. Mecanismos de dafio de S. aureus ¥’
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2.2.2.6 Manifestaciones clinicas

Staphylococcus aureus es un patégeno que origina infecciones

a nivel hospitalario y en la poblacion, que pueden desencadenar

graves consecuencias.

Tabla N° 05. Cuadros Clinicos mas importantes causados por S. aureus 3

LUGAR DE CUADRO LOCALIZACION DE
INFECCION CLINICO LESIONES
e Forunculosis e Epidermis (superficial)
_ e Impétigo e Epidermis (superficial)
En piel y e Paroniquia e Epidermis y dermis
mucosas e Celulitis e Tejido blando junto a las
uinas
e Bacteriemia e Torrente circulatorio
e Osteomielitis e Hueso (extremidades inferiores)
Generalizadas | ® Artritis e Articulaciones
y en visceras | ® Endocarditis e Endocardio
e Neumonia e Pulmoén
e Meningitis e Meninges
e Sindrome dela | ¢ Base de epidermis
piel escaldada ¢ Difuso (piel, rifiones, misculo)

Por accioén
toxica

Sindrome de
shock téxico
Intoxicaciones
alimentarias

Aparato digestivo

a. Pruebas directas:

2.2.2.7 Pruebas diagnosticas de laboratorio

e Por tincion de Gram y el examen microscopico del

contenido del absceso o del tejido infectado. Permitira

observar los cocos Gram positivos conjuntamente con

leucocitos polimorfonucleares.

e Prueba de catalasa y fermentacion de glucosa que permite

la diferenciacion

del

Micrococos.
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e Prueba de coagulasa, es la mas empleada por que permite
diferenciar S. aureus coagulasa positivo de S. aureus

coagulasa negativo.

e Otras técnicas modernas son la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que utilizan genes especificos de S.

aureus.

b. Cultivo y aislamiento: para observarla se incuban a 34-37°C,
después de 24 horas de incubacién se observan colonias
medianas, blancas, cremosas, brillantes y a las 48-72 horas se

pueden apreciar colonias de color amarillo.

Figura N° 14. Cultivo de S. aureus en Agar sangre*

El agar manitol salado, permite aislar la especie
Staphylococcus aureus, Ademas, facilita un diagnostico
presuntivo basandose en la coloracion amarilla que presentan

las colonias

Figura N°15. Colonias de S. aureus en agar manitol salado. 4
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2.2.2.8 Tratamiento

El tratamiento que combate las infecciones por Staphylococcus
aureus son los antibiéticos betalactamicos: Oxacilina, Cloxacilina

y Dicloxacilina.

a. Oxacilina (Inyectable 19)

Indicaciones: es un betalactdmico (subgrupo isoxazolil
penicilina), farmaco de eleccibn para casi todas las
enfermedades estafilocécicas

Es un medicamento antibiotico bactericida de amplio espectro,
principalmente con accion contra gérmenes Gram positivos,
incluyendo cepas de estafilococo productoras de penicilinasas;
es activo contra la mayoria de las cepas de Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. pneumoniae Yy
Estreptococo Viridans. Esta indicada en el tratamiento de
infecciones respiratorias, genitourinarias, 0seas, articulares,

piel y tejidos blandos, ocasionadas por gérmenes susceptibles.

Mecanismo de accidn: inhibe la sintesis de peptidoglicano de
la pared celular bacteriana; evitando asi el entrecruzamiento de
las cadenas de peptidoglicano indispensable para la rigidez y
estabilidad. Tiene accion bactericida, determinada por la
capacidad de llegar a unirse a proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs), que son enzimas que se encuentran en la membrana
interna de la pared bacteriana y participan en la sintesis de la
pared celular, Calvo * (2018).

Farmacocinética:

e Su absorcion (Tmax 30 minutos IM / 60 minutos V.O.).

¢ Distribucién: tejidos y liquidos corporales. Tiene un tiempo
de vida media de 24 a 42 minutos. Se prolonga hasta 2 horas

en pacientes con insuficiencia renal severa.
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e Metabolismo: en el higado en un 49%.

e Excrecion: orina y bilis.

Efectos adversos: cefaleas, nauseas o vomitos, diarreas,
candidiasis oral o vaginal, prurito, rash cutaneo, urticaria,
tromboflebitis, anafilaxia, fiebre.*

Contraindicaciones: hipersensibilidad a Oxacilina, penicilinas

o algun otro componente en su formulacion.*

Interacciones: con tetraciclinas hay descenso de la accion
farmacologica. Aminoglucésidos, inactivacion mutua al
administrarse juntos. Anticonceptivos orales, disminucion de

eficacia.*

2.2.3 Método de difusion en agar
Sanchez-Garcia et al* (2016), es un método cualitativo caracterizado por
ser de facil estandarizacion. Se desarrolla en base a los fundamentos de

Kirby & Bauer, Sherris & Turck, 1966, se puede realizar ya sea en disco,

pozo y cilindros.

Disco-Placa

Cilindro-Placa

USP 41

Pozo

Figura N° 16. Clasificacion del método de difusion en agar

Actualmente, se encuentran estandarizados y son recomendados por el
subcomité de ensayo de susceptibilidad (NCCLS) de los Estados Unidos.
Asimismo, la USP 41 en su apartado 81 de pruebas biolégicas para
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antibioticos y valoraciones microbioldgicas, establece que el método
cilindro-placa es recomendable para demostrar el efecto inhibitorio de los
antibacterianos sobre diversos microorganismos de importancia clinica y
gue necesitan especial atencién por la generacion de cepas resistentes.*’
Los resultados de este método son interpretados en tres categorias:

sensibles, intermedios y resistentes.

2.2.3.1 Método difusién en agar Cilindro — Placa

Fundamento: método cualitativo cuya metodologia sustenta la
difusion del antibacteriano a partir de un cilindro hacia una capa
de agar en una placa Petri, cuya difusion produce un area circular

denominado zona de inhibicién.*¢

Sanchez-Garcia et al*® (2016), indica que el método se desarrolla
en base a la concentracion del antibiético que determina la
inhibicion del crecimiento bacteriano visible de forma circular en
la superficie de un agar sembrado homogéneamente con la cepa
de estudio. Se emplean cilindro de acero inoxidable o de
porcelana estériles, en los cuales se distribuyen una cantidad

determinada del antibiético.

c (Dilucién) a (Dilucién) Caja de petri

Haloe de inhibicién

@ (Dilucidn)

edio de cultivo (agar sdlido)
Inoculado

b {Dilucién] d (Dilucidn)

Figura N° 17. Método de difusion en agar Cilindro- placa*®

Indicaciones: “la aplicacion de este método es recomendable
para microorganismos con crecimiento rapido como
Pseudomonas spp., Enterococcus spp. Enterobacteriaceae,

Staphylococcus spp ”.%°
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Materiales:

Tabla N°06. Materiales para el método cilindro - placa

MATERIALES DESCRIPCION
Suero 0.85 g de cloruro de sodio en 100 mL
fisioloégico
Agar Mueller-Hinton, recomendado para ensayos cualitativos.
Permite el crecimiento adecuado de bacterias patdgenas; ademas
_ carece en su composicion de timina o timidina que son inhibidores
Mediode | de sulfamida y de trimetroprin.5:
cultivo .
pH debe ajustarse a 7.2-7.4
Temperatura de almacenamiento: 2-8°C, debe dejarse a
temperatura ambiente antes de su utilizacién.
. Deben de tener un didmetro externo de 8 mm, interno de 6 mm
Cilindros 47
y 10 mm de largo.
Hisopos Esterilizarlo para la inoculacion de la cepa bacteriana.

Elaboracién: propia

Método:

Tabla N2 07. Procedimientos del método de difusion en agar cilindro - placa

PROCEDIMIENTOS DEL METODO

Metodo del| Coger de 3 a 5 colonias de la placa de cultive de 18

medio de|a 24 horas y sembrardas en suero fisioldgico.
cultivo Incubar a 37°C de 2 a 6 horas hasta superar una
.. | liguido turbidez de 0.5 de la escala de MacFarland.>1
Preparacion - -
.. . A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas
del inoculo | Método de . . - . .
suspension coger varias colonias con un asa y ajustar el indculo
. a una turbidez de 0.5 de la escala de MacFarland
directa de C by om "
. en suero fisioldgico. Agitar "vortex” durante 15-20
colonias " 51
segundos”.
Inoculacion | Picazo ' Inocular las placas, sin dejar ninguna zona libre, rotando
de las la placa unos 60°. Dejar secar de 3 a 5 minutos.
placas

Dispensacio

Mufioz?2 (2006), con pinzas estériles colocar cilindros a una
distancia de 5 mm para evitar superposicion de los halos de

n de los inhibicion. Para placas de 150 mm no se emplearan mas de 12
cilindros en | cilindros y para las de 100 mm no mas de 6. Distribuir las diluciones
la placa del antibidtico en cada cilindro (no menos de cuatro replicas por
concentracion) para asegurar la precision estadistica.
Se recomienda incubar lar placas sin invertirlas a 37°C dentro de
los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los cilindros,?
. Staphylococcus sppl y Enterococcus spp el tiempo de
Incubacion |’ . .
incubacion debe prolongarse por 24 horas para una mejor
deteccién de la resistencia a Owxacilina y WVancomicina,
respectivamente.
Lectura de | Picazo,® medir el diametro de los halos con verier o regla,
resultados | incluyendo el diametro del cilindro.

Elaboracién: propia
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Figura N° 18. Modo de siembra de inoculo en superficie del agar®°

A: Sensidisco Control.
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(..
\_ >
N B e

antibiético.

\\\\ 1 4 ' T

‘ ~ — | Medio de cultivo con
una concentracion de
30x103 esporas/ml

Figura N° 19. Esquema de metodologia

2.2.4 Categorias interpretativas para antibiograma en estudios in Vitro
Para la interpretacion de resultados del diametro de los halos de inhibicion
el INS establece valores criticos del antibiograma, expresados en
categorias que permiten determinar si la cepa bacteriana de importancia
clinica es sensible o resistente a determinados antibiéticos.5?

Se tiene 3 categorias:

Sensible: describe que la infeccion producida por el microorganismo
puede responder al tratamiento con la dosis del antibiético prescrito, es

decir, hay inhibicién del antibiético frente al microorganismo patégeno.*

Intermedio: describe que la infeccion producida por el microorganismo
tiene una velocidad de repuesta lenta al tratamiento con la dosis
administrada, es decir, hay eficacia clinica solamente en lugares donde el
antibiético se encuentra fisiologicamente concentrado. Por tanto, la
infeccién solo responde con tratamiento a dosis altas del antibiético de

prueba. °
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Resistente: la cepa bacteriana es resistente, no hay respuesta
terapéutica a la dosis de tratamiento del antibiotico empleado, por no

existir inhibicién.s°

En este sentido el subcomité de ensayo de susceptibilidad - NCCLS
establecen parametros validados de zona de diametro criticos para
categorizar los niveles de susceptibilidad de los antibiéticos empleados en

un estudio in vitro.

a. Estandares de interpretacion de zonas de diametro segun el INS

Tabla N2 08. Antibidticos y diametros criticos para Staphylococcus spp- INS 3¢

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DIAMETRO EN mm
DEL DISCO R ‘ [ | S

PENICILINAS
Penicilina 10 unidades £28 - 29
Oxacilina (S.Aureus) 1 g £10 11-12 >14
(Estafilococo coagulasa 1 pg £17 - >18
negativos)
GLICOPEPTIDOS
Vancomicina 30 ug - - >15
teicoplanina 30 ug £10 11-13 >14
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 ug £12 13-14 >14
FLUOROQUINOLONAS
Norfloxacina 10 pg £12 13-16 >17
ciprofloxacina 5 ug £15 16-20 221
TETRACICLINA
Tetraciclina 30 pg | £14 | 1518 | >19
MACROLIDOS
Eritromicina 15 ug | £13 | 1422 | >23
LINCOSAMIDAS
Clindamicina 2 Uug | £12 | 1520 | >21
OTROS
Cloranfenicol 30 ug £12 13-17 >18
Rifampicina 5 ug £16 17-19 >20
Nitrofurantoina 300 ug £ 14 15-16 >17
Trimetoprim/ 1.25/23.75 ug £10 11-15 >16
Sulfametoxazol

Elaboracion: INS
Disco de Penicilina: el resultado del estudio de sensibilidad con el

disco de Penicilina es valido también para Ampicilina y Amoxicilina.
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Disco de Oxacilina: el resultado del estudio de sensibilidad con el

disco de Oxacilina es valido también para Dicloxacilina y Cloxacilina.

La resistencia a Oxacilina sefala una resistencia cruzada a todas las
penicilinas (asociadas o0 no a inhibidores de betalactamasas),
cefalosporinas de todas las generaciones y carbapenems, sin
excepcion.
Las cepas resistentes a Penicilina y sensibles a Oxacilina son sensibles
a las penicilinas asociadas a los inhibidores de betalactamasas, a las
cefalosporinas y a los carbapenems.

b. Estandar de interpretacion de zonas de diametro segun Duraffourd
Lapraz (1983)

Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm
sensible (+): para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm
muy sensible (++): para un diametro entre 14 y 20 mm

Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a 20 m

2.3. Formulacién de hipotesis
2.3.1 Hipdtesis general
El latex de Croton lechleri Mill. Arg. (Sangre de grado) tiene efecto

antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

2.3.2 Hipotesis especificas
1. El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) posee algunos
constituyentes quimicos relacionados con el efecto antibacteriano

frente a Staphylococcus aureus.

2. Staphylococcus aureus es sensible a concentraciones de
25%,50%,75% y 100% del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre
de grado).

3. El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) presenta
efecto antibacteriano in vitro comparado con Oxacilina frente a

Staphylococcus aureus.
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2.3.3 Variables

e Variable independiente X: Latex de Croton lechleri Mull. Arg.

(Sangre de grado).

e Variable dependiente Y: Efecto antibacteriano in vitro frente a

Staphylococcus aureus.

2.3.4 Cuadro de operacionalizacion de variables

Tabla N2 09: Cuadro de operacionalizacion de variables

DEPENDIENTE

Y: efecto
antibacteriano in vitro
frente a
Staphylococcus
aureus

Método de
difusion en agar
cilindro- placa

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
e Color
Analisis e Olor
organoléptico e Sabor
e Textura
e Insoluble
Prueba de e Poco Soluble
VARIABLE solubilidad e Moderadamente Soluble
INDEPENDIENTE e Totalmente Soluble
X: latex de Croton ¢ AIcaI0|d_es
lechleri Mull. Marcha e Flavonoides
Arg.(sangre de fitoquimica o Pollfen.oles
grado) ! e Saponinas |
e Compuestos fendlicos
e Antocianinas
Concentraciones | Concentraciones al:
del latex Croton | 25%,50%,75%.,100%
lechleri Mull.
Arg. (Sangre de
grado)
VARIABLE Diametros de los halos de

inhibicibn en mm segun la escala

duraffourd:

eNula (-) : para un diametro inferior
a8 mm

esensible (+): para un diametro
comprendido entre 8 a 14 mm

emuy sensible (++) : para un
diametro entre 14 y 20 mm

eSumamente sensible (+++): para
un didmetro superior a 20 mm
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2.4 Marco Conceptual

Agar Miller-Hinton: medio de cultivo microbioldgico utilizado para realizar

ensayos de susceptibilidad a antibidticos.

Antibidtico: farmaco con actividad biolégica que inactiva y destruye el

desarrollo proliferativo patégeno de un microorganismo.

ATCC: “American Type Culture Collection™3

Cepa: “cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento.”s3

Cultivos: “método microbiolégico para la multiplicacion de especies
bacterianas. Permiten el estudio profundo de la bacteria que causan

enfermedades infecciosas de interés clinico”.

Disco de sensibilidad: “discos empapados con un determinado antibiotico. E
empleado para estudios de sensibilidad antibacteriana por método de difusion

en agar”.%

Efecto antibacteriano: capacidad de destruccion hacia un determinado
microorganismo, con la finalidad de inactivar su crecimiento y desarrollo

patdgeno.

Escala de Mc. Farland: “es un estandar de turbidez de sulfato de bario.
Empleada en el proceso de inoculaciébn para en prueba cualitativa de
susceptibilidad 0.5.7%

Espectrofotometria UV-VIS: método analitico que determina la concentracion

cuantitativa de un compuesto en solucién. basada en la medicién de absorcion

44



de radiacién UV por determinadas moléculas, la radiacion correspondiente a
estas regiones del espectro electromagnético causa transiciones electronicas a

longitudes de onda caracteristica de la estructura molecular de un compuesto.

Incubacion: proceso de que facilita condicione adecuada para el crecimiento

y desarrollo de cultivos bacterianos.

In6culo: alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un medio de cultivo.!

Halo de inhibicidn: &rea circular inhibida por el agente antimicrobiano.

Latex: savia procedente de la sangre de grado. Es viscoso de color rojizo, se

obtiene rasgando la corteza.

Medio de cultivo: medio con componente nutritivo, que constituyen fuente de

enriquecimiento para el cultivo de cepa bacteriana.

Pruebas de sensibilidad: se efectian a través de antibiogramas, sirve para
medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a uno o varios antibiéticos. El
estudio de la sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos para
determinar la eficacia in vivo de un tratamiento antibiético. reflejan un

comportamiento in vitro
Sensible: categoria clinica de interpretacion para pruebas determinan la

susceptibilidad de una bacteria, o que paralelamente permite inferir que el

antibiotico empleado en el tratamiento es eficaz.
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CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1 Tipo del estudio

3.2.

3.3.

3.4.

Transversal: Debido a que la investigaciéon fue realizada en un periodo
determinado, donde variables fueron observadas a las 24 horas luego de

realizar el estudio microbiolégico.

Aplicada: la investigacion se realiz6 en forma practica, a través de
procedimientos experimentales. Lo resultados tendran utilidad en la solucion de

problemas concerniente a la salud.

Disefio a utilizar

Experimental in vitro: debido a la manipulacion de la variable independiente
gue permitié observar su efecto en la variable dependiente. Esto se llevé a cabo
en condiciones rigurosamente controladas, con la finalidad de establecer las

causas y consecuencias de una situacion o acontecimiento particular.

Poblacion

e Poblacion vegetal: el latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado)
fue recolectado en la provincia de Tingo Maria-Huanuco ubicado a 647
msnm.

e Poblacion microbiolégica: cepas estandarizadas del microorganismo

bacteriano Staphylococcus aureus.

Muestra

e Muestra vegetal: 500 ml de latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de
grado), fue recolectado mediante una incision en forma de “v” en la corteza.
de Croton lechleri Mull. Arg “Sangre de grado” en la provincia de Tingo

Maria- Huanuco.
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e Muestra microbiol6gica: Placas Petri de agar Mueller-Hinton cultivadas

con cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

3.5 Técnica e instrumentos de la recoleccién de datos

3.5.1 Técnica de recoleccion de datos
Técnica de observacion estructurada, en vista que el estudio es de tipo
concluyente, de objetividad, de precision y de laboratorio.

3.5.2 Instrumentos de recolecciéon de datos
Los instrumentos de recoleccion de datos empleados en la investigacion
son fichas de observacion, disefiadas por los investigadores, donde se
consideré como premisas los indicadores derivados de las variables de
estudio, concluyendo con la construccion de reactivos o items en cada

instrumento.

Cada instrumento fue sometido a 3 validaciones de juicios de expertos,
con el fin de garantizar los criterios de validez, precision y confiabilidad.
En este entender, las fichas de observacion para la recoleccion de datos

son:

e Andlisis organoléptico
e Prueba de solubilidad
e Marcha fitoquimica

e [Efecto antibacteriano

Para la interpretacion de los resultados del diametro de los halos de
inhibicion obtenidos se consider6 como parametro interpretativo la escala
de Duraffourd y Lapraz (1983), util para establecer la sensibilidad de un
microorganismo patdgeno frente a la accion de antibacterianos en ensayo

in vitro.

e Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm

e Sensible (+): para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm
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e Muy sensible (++): para un diametro entre 14 y 20 mm

e Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a 20 mm

3.5.3 Materiales e instrumentos del laboratorio

Tabla N2 10. Materiales e instrumentos del laboratorio

MATERIALES

APLICACION

Frasco ambar

Almacenamiento del latex

Pipetas Pasteur

Empleado en la marcha fitoquimica

Baguetas

Empleado en el andlisis organoléptico

Placas Petri

Para realizar la prueba antimicrobiana

Tubos de ensayo

Empleado en la marcha fitoquimica

Capilares Siembra en placas silice gel CCF
Papel kraft Empaquetar los materiales a esterilizar
Mascarillas Proceso de experimentacion

Tips estériles

Para medir en microlitros

3.5.4 Equipos

Guantes Para evitar la contaminacion
Gradilla Para ubicar los tubos de ensayo.
Elaboracion: Propia
Tabla N° 11. Equipos
EQUIPOS APLICACION
Cocinilla eléctrica Se us6 para la marcha fitoquimica
Luz UV cromatografia

Placas cromatografias

Placas de silice gel para realizar la
cromatografia

Campana de extraccion

Para evitar los peligros de los solventes y
reactivos de laboratorio

Micro pipeta Para medir las diluciones en pL
Autoclave Para esterilizar los materiales
Incubadora Para incubar las placas de antibiograma.

Pinzas Mayer estériles

Para ubicar los cilindros en la placas

Cilindros de acero
inoxidables estériles

Para depositar las disoluciones
(concentraciones) del latex en las placas

Cuchillo

Para cortar la corteza del Croton lechleri

Elaboracion: Propia
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3.5.5 Reactivos

Reactivo de Molish
Reactivo de gelatina
Reactivo de Rosenheim
Reactivo de Benedict
Reactivo de
Sonneschein

Reactivo Mayer
Reactivo Wagner
Reactivo de tricloruro
Férrico

Reactivo de Dragendorf

Reactivo de Shinoda

Reactivo de Ninhidrina
Reactivo de Lugol
Reactivo de Lieberman -
Burchard

Reactivo de Fehling A
Reaccion de Bortranger
Hidroxido de sodio al
5%)

Reactivo de Generacion
de espuma

Etanol de 70°

Etanol de 96°

e Reactivo de Tollens

3.6 Procedimiento experimental
3.6.1 Obtencion del material vegetal
El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado) fue recolectado
en la provincia de Tingo Maria-Huanuco, a 647 msnm con la ayuda de una
persona de la misma zona, que tiene experiencia en el proceso de

extraccion del latex.

Se realiz6 incisiones en forma de “V” en la corteza, extrayéndose 500 mL
del latex, fue almacenada en frascos de color ambar, con la finalidad de
evitar la contaminacioén, foto sensibilidad y asegurar la conservacion de
los metabolitos. La muestra de estudio se transportdé desde la zona de

adquisicién, hacia el laboratorio de farmacognosia de la UIGV.

3.6.2 ldentificacién botanica
La identificacion de la muestra fue determinada en el herbario del Museo
de Historia Natural de la UNMSM,; para tal efecto se llevo los tallos, hojas

y el latex de Croton lechleri Mill. Arg., para su identificacion taxonémica.
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3.6.3 Determinacion fisicoquimica de la muestra

3.6.3.1 Analisis organoléptico

Es un examen preliminar de tipo cualitativo de la droga y se basa
en la valoracion por medio de los 6rganos de los sentidos; como:
color, olor, sabor, y tacto. Sirven de modo orientativo. Se realizé

una observacion sensorial de las siguientes caracteristicas:

Tabla N° 12. Caracteristicas del analisis organoléptico

CARACTERISTICAS DESCRIPCION
Olor Aromatico, oleoso, alcanforado, sin olor,

herbal, nauseabundo, desagradable, a
especia, etc.

Color Uniforme o con presencia de fragmentos de
distintos colores.

Sabor Dulce, amargo, acido, salino, astringente,
punzante, aromatico, etc.

Textura (tacto) Viscosa, lisa, aspera, densa.

Elaboracidn: Propia
3.6.3.2 Prueba de solubilidad

Permite evaluar la capacidad de disolucion de una muestra
vegetal con solventes de distinta polaridad. Para realizar la prueba
de solubilidad del latex de Croton lechleri Mill. Arg. (Sangre de
grado) se colocd una bateria de tubos de ensayo con 1mL de
muestra vegetal, la cual fue llevada a desecacion; seguidamente
se adiciono 1mL de cada uno de los solventes descritos en la tabla
N°13. Los resultados obtenidos son expresados como: (-)
Insoluble, (+) Poco soluble, (++) Moderadamente soluble, (+++)

Totalmente Soluble.

Tabla N° 13. Solventes para prueba de solubilidad

N° | SOLVENTES
1. Agua destilada
2. Etanol 70°
3. Eter de Dietilico Leyenda:
4, Cloroformo (-): Insoluble
5 N-butanol (+): Poco soluble
- - (++): Moderadamente soluble
6. Ciclohexano (+++): Totalmente Soluble
7. Acetato de etilo

Elaboracion: Propia
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3.6.3.3 Marcha Fitoquimica

Secesion de aislamientos y purificaciones de los metabolitos
existentes en la muestra vegetal, permite observar reacciones
como: cambio de color, fluorescencia, reacciones de
precipitacion, lo que indica qué tipos de metabolitos primarios y
secundarios tiene la muestra. En la siguiente tabla, se especifica
cada uno de los ensayos fitoquimicos del latex de Croton lechleri
Muall. Arg. (sangre de grado).

Tabla N° 14. Marcha fitoquimica

Ne METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA
1 | CARBOHIDRATOS | Molish Anillo violeta en la interfase
2 | COMPUESTOS .
i FeCls Coloracién verde — azulado
FENOLICOS
3 | TANINOS Gelatina Precipitado denso blanco
4 | FLAVONOIDES Shinoda Coloracién rojo magenta
ANTOCIANINAS Y , _ _
5 Rosenheim Coloracién rojo oscuro
CATEQUINAS
6 | AMINOACIDOS Ninhidrina Coloracion violacea
Dragendorff Coloracién rojo ladrillo
7 | ALCALOIDES —
Mayer Precipitado blanco
8 | QUINONAS Borntrager Coloracion roja
9 | TRITERPENOIDES | Lieberman - Esteroides: verde — azul
Y ESTEROIDES Burchard
Generacion de | Formacion de 0.5 a 1cm de
10 | SAPONINAS )
espuma espuma estable por 15 min.
11 | GLUCOSIDOS Baljet Coloracién anaranjada
vainillina .
12 | POLIFENOLES _ Coloracién azul
clorhidrica
13 | IRIDOIDES Vainillina - HCI | Rojo grosella
Leyenda:
(-): La coloracién o precipitado no se evidencia. (++): La coloracién o precipitado es moderada.
(+): La coloracion o precipitado es leve. (+++): La coloracidn o precipitado es total.
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3.6.3.4 Prueba de cromatografia en capa fina

Método de analisis donde se da una interaccion entre dos fases:

una fase movil y una fase estacionaria, como resultado se separan

los componentes de la muestra vegetal en estudio.

a. Procedimiento:

Sembrar la muestra en la fase estacionaria a un centimetro
arriba de la parte inferior (placa de silice gel 2 cm x 10 cm
F254).

Introducir la placa en la cuba cromatografica (fase movil).
Retirar la placa cuando la fase movil haya recorrido hasta
guedar ¥ partes del extremo superior de la placa.

Secar y revelar.

distancia que recorre la muestra

Medir el recorrido, calcular el Rf = distancia que recorre el solvente

Observar en luz Uv

. & —
e ° o '—ﬂ }dm

Rf =dm /ds

Figura N° 20. Etapas de la CCF

Tabla N° 15. Fase mévil y reveladores

METABOLITOS
SECUNDARIOS

FASE MOVIL REVELADOR

BAW 1- butanol: acido

Flavonoides acético: agua destilada | AICI; al 1% en etanol
(4:1:5)
. ) ) Reactivo De
Alcaloides Metanol: agua (25:75) Dragendorf

Elaboracion: Propia
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3.6.3.5 Prueba de espectrofotometria en el UV-VIS para la

cuantificacion de Polifenoles.

Método de Polifenoles:

El examen de Folin-Ciocalteu es utilizado para la cuantificacion de
compuestos fenolicos totales en muestras vegetales. Se basa en
la reaccion entre los compuestos fendlicos con el reactivo de
Folin-Ciocalteu, a pH basico, resultado de la reaccién se da
coloraciébn azul que es sensible a ser determinada por

espectrofotometria a 765 nm.

Procedimiento Experimental

A partir de una disolucion concentrada o madre de Acido Galico
(100 mg/L) se preparan diluciones diluidas de 10 mL a
concentraciones crecientes entre 0 y 16 ppm. Segun se detalla en

la tabla.

e Preparacion de la curva patron de acido gélico a partir de

una disolucién concentrada de 100 mg/L

Tabla N°16. Estandar de &cido gélico a partir de una dilucién
concentrada de 100 mg/L.

Concentracion (mg/mL) de la curva de
Reactivos patron de &cido galico
0| 2 4 6 8 |10 | 12 | 14 | 16

Acido
Galico (mL)
Agua (mL)

O |02 04|06 |08 |1 |12 |14 |16

10/98 |96 |94 |92 |9 |88 |86 |84

Elaboracion: Propia
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Preparacién del extracto de polifenoles de la muestra

Para la extraccion de los compuestos fendlicos de la muestra se
seguira la metodologia propuesta por TOMAS-BARBERAN
ET.2001.

Tomar una cantidad adecuada de muestra en un tubo, luego

agregar, metanol en proporcion de 1:2.

Anadir NaF 2 mM para inactivar la enzima polifenol oxidasa y evitar

la degradacion de los polifenoles durante la prueba.

Homogeneizar el contenido de los tubos en el vortex y llevar a
centrifugar a 3500 rpm durante 10° a 25° C.

Recuperar el sobrenadante.
Determinacion de polifenoles en la muestray en los patrones

de acido galico.

De cada dilucion patron de acido galico extraer 250 uL con el
sobrenadante de la extraccién de los compuestos polifendlicos y

colocarlos en matraces aforados de 25 mL.

Agregar 1.25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu

Homogeneizar el contenido de los matraces, dejandolos reposar 8

minutos en oscuridad.

Agregar a cada matraz 3.75 mL de disolucion de carbonato sédico

al 7.5% y llevar a un volumen de 25 mL con agua destilada.
Homogeneizar los matraces alejados de la luz por 2 horas.

Medir la absorbancia a 765 nm.
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3.6.3.6 Prueba de espectrofotometria en el UV-VIS para la

cuantificacion total de flavonoides totales

Método de Flavonoides totales:

Para la realizacion de la prueba se tiene una concentracion de 1
mg/mL de estandar Quercetina, realizar diluciones para obtener
concentraciones de 0.024, 0.1 y 0.2 mg/mL en fiolas de 50 mL y

se enrasan con etanol.

Después a cada concentracion se le toma 2 mL de alicuota y se
le agrega 6 mL de etanol mas 0.4 mL del reactivo de tricloruro de
aluminio al 2% mas 0.4 mL del reactivo de acetato de sodio 1My
agua para 20 mL de volumen total. Se incuba por 30 minutos.

Para las muestras se toma una alicuota de 0.5 mL del latex de
Croton lecheri Mull. Arg. y se agrega 6 mL de etanol + 0.4 mL
del reactivo de tricloruro de aluminio al 2% + 0.4 mL del reactivo
de acetato de sodio 1M y agua para 20 mL de volumen total. Se

incuba por 30 minutos.

Para las lecturas en el espectrofotometro UV-VIS se considera

una longitud de onda de 415 nm

3.6.3.7 Método de difusion en agar cilindro - placa para determinar

efecto antibacteriano

a. Obtencidén de la cepa bacteriana

La cepa Staphyloccocus aureus ATCC 6538 fue adquirida a
través del Laboratorio GenLab.

firrrra a s

QM

Figura N° 21. Cepa Staphyloccocus aureus ATCC 6538
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b. Activacion de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana de Staphyloccocus aureus ATCC 6538
fue activada en Agar Tripticasa de Soya e incubado a 37 °C por
24 - 48 horas.

2803 IBOw
S‘raps.,..“‘_‘
Lot q“-“‘,_‘

&p o OZ- 2o
v L]
.‘&Ca‘:’.

dureys

rees 653 T [Cot] 485-481-2
(227 155,45, ,

2019-02 54"
0485 x Sy

b

Figura N° 22. Activacion de la cepa de Staphyloccocus aureus ATCC 6538

c. Preparacion del inoculo con el método de suspension
directa de colonias
Se aislaron colonias de Staphyloccocus aureus ATCC 6538,
con un asa de kolle ajustando el inoculo a una turbidez
equivalente al 0.5 de la escala de MacFarland (1 x 108
UFC/mL) en suero fisioldgico estéril al 0.9%. Agitando durante
15-20 segq. y rotar varias veces el inoculo contra la pared del

tubo para eliminar el exceso de inoculo.

Figura N° 23. Preparacion del inoculo
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d. Preparacion del Agar Mueller - Hinton

El Agar Mueller Hinton se prepar6 con agua destilada de acuerdo a
las instrucciones de fabrica, ajustando el pH entre 7.2 - 7.4. Luego,
se autoclavé a 121°C durante 15 minutos, se deja enfriar a 45 - 50°C.
Una vez temperado se vertid el preparado en placas Petri estériles,
dando un fondo uniforme de 4 mm de grosor aproximadamente, lo
que equivale a 25 - 30 ml para placas de 100 mm de didmetro. Se

dejé enfriar a temperatura ambiente.

Figura N° 24. Preparacion del Agar Mieller-Hinton

e. Preparacion de las concentraciones del latex de Croton

lechleri Mull. Arg. (sangre de grado)

La muestra del latex de Croton lecheri Mull. Arg. se lleva a
diluciones con agua destilada en concentraciones de 25%,
50%, 75% Yy la concentracion pura del latex que constituye al
100%. Dichas disoluciones son preparadas para depositar en

los cilindros de cada placa Petri.

Tabla N°17. Formulacion de las concentraciones del latex de
Croton lechleri Mill. Arg

. Latex de Croton | Agua destilada
Concentracion % _
lecheri (mL) (mL)
25% 1.25 mL 3.75mL
50% 2.5mL 2.5mL
75% 3.75mL 1.25 mL
100% 5mL 0 mL

Elaboracion: Propia
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f.

Inoculacion de las placas (sembrado): se inocul6 las placas
de agar Mueller - Hinton en su totalidad, sin dejar espacios
libres, rotando la placa unos 60° con el fin de conseguir un
sembrado uniforme, usando hisopos estériles a una distancia
de 10cm de la llama del mechero. Dejar secar de 3- 5 min antes

de introducir los discos o cilindros.

Figura N° 25. Inoculacidon de las placas (sembrado)

g. Dispensacion de los cilindros en las placas Petri

e Se colocan 5 cilindros con pinzas estériles en el agar

Mueller-Hinton previamente inoculado con la cepa
bacteriana. Debe asegurarse que contacten firmemente con
el agar y tienen que estar distribuidos adecuadamente para

evitar superposicion de los halos de inhibicién.

Se distribuy6 100 ul de las diluciones de las concentraciones
del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado)
25%, 50%, 75% y 100%. en cada cilindro.

El control positivo empleado fue el antibiotico Oxacilina cuya
presentacion son discos de sensibilidad para antibiograma

con polimixina B de 1ug de la marca L y D Insumed.

¢ El control negativo fue el agua destilada.

58



e Se repitié dicho procedimiento para un total de 10 placas, tal

como se detalla en la siguiente figura N° 24

¢ Dejar que las diluciones difundan en el agar por 30 min.

Figura N° 26. Dispensacién de los cilindros en las placas Petri

Control positivo (+):
Disco de Oxacilina

Disolucién al
75%

/

~a | Control negativo
(-): agua destilada

Disolucién al
50%

Disolucion al 25%

Figura N° 27. Esquema de distribucién del método cilindro — placa (A)
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Control positivo (+):
Disco de oxacilina

Disolucion al
100%

Control negativo
Agua
Destilada

Figura N° 28. Esquema de distribucién del método cilindro — placa con (B)

h. Incubacién

Se incubd las placas sin invertirlas a 37°C por 24 horas.

Figura N° 29. Incubacion de placas Petri
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Lectura e interpretacion de los resultados para determinar

el efecto antibacteriano del latex Croton lechleri Mill. Arg.

Se midi6 el diametro de los halos inhibicibn con vernier,
incluyendo el diametro del cilindro. La lectura se realiza al
reverso de la placa y con luz trasmitida para Staphylococcus
aureus ATCC 6538; los cuales seran registrados en las fichas
de observacion (ver anexo N°12).

El tamafio de halo de inhibicion indicé si el microorganismo en
estudio es sensible, intermedio y resistente, categorias
interpretativas para estudios in vitro validado y establecido por
la NCCLS y empleado por el INS. En este sentido, para la
interpretacion de los resultados se tom6é como modelo
interpretativo la escala de Duraffourd y Lapraz (1983),

tabulando cada diametro de halo segun la siguiente escala

Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.
Sensible (+): para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm.
Muy sensible (++): para un didmetro entre 14 y 20 mm.
Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a

20mm

Figura N° 30. Lectura de los diametros de halos de inhibicién.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados
Se trabaj6 con 6 grupos de analisis, con 4 concentraciones del latex de Croton
lechleri Mull. Arg. (25%,50%,75% y 100%), control positivo (Oxacilina 1ug) y
control negativo (agua destilada), con 5 repeticiones por cada grupo. Se empled

la escala de Duraffourd y Lapraz en la interpretacion.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas fueron organizados
mediante tablas y figuras, con la finalidad de analizar e interpretar de acuerdo

a los objetivos planteados.

4.1.1 Resultados de prueba de analisis organoléptico

Tabla N° 18. Resultados del andlisis organoléptico del latex de Croton lechleri Miill. Arg.

CARACTERISTICAS OBSERVACIONES
Olor Alcanforado, herbal
Color Rojo vino
Sabor Amargo
Textura Viscosa, homogénea y densa

Elaboracion: Propia

Interpretacidn: Los resultados de la tabla N° 18 corresponden a la prueba
de andlisis organoléptico del latex de Croton lechleri Mll. Arg. (sangre
de grado), el cual constituyo un examen de tipo cualitativo basado en la
valoracion por medio de los sentidos (color, olor, sabor, y tacto). Se
concluye que el olor de la muestra de estudio es alcanforado y herbal; el

color es rojo vino; con sabor amargo y una textura viscosa, homogénea y
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densa. Segun Altamirano® (2015), el sabor amargo se debe a la presencia
de alcaloides y el color rojo vinoso a la presencia de antocianinas.4.1.2
Resultados de prueba de solubilidad

Tabla N° 19. Resultados de la prueba de solubilidad del latex de Croton lechleri Mull.

Arg.
N° SOLVENTES OBSERVACION
1. Agua destilada +++
2. Etanol 70° +++
3. Eter de Dietilico ++
4. Cloroformo ++
5. N-butanol ++
6. Ciclohexano ++
7. Acetato de etilo ++
Elaboracion: Propia Leyenda:
e (+++): totalmente Soluble
e  (++): moderadamente soluble
. (+) : ligeramente soluble
J (-) : Insoluble

Interpretacion: Los resultados de la tabla N° 19 corresponden a la prueba de
solubilidad del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado), donde se
observa que se emplearon solventes de distintas polaridades; obteniendo como
resultado que la muestra es totalmente soluble en agua destilada y etanol 70°,
moderadamente soluble en éter de dietilico, cloroformo, N-butanol,

Ciclohexano y acetato de etilo.

Al respecto, Altamirano®® (2015), en su investigacion “Evaluacion de la
Actividad antioxidante de cuatro especies del género Croton. Sostiene
gue el latex de Croton lechleri Mill. Arg. es soluble en agua por la
presencia de glucosidos, cadenas de acidos carboxilicos (R-COOH) y

compuestos fendlicos.
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4.1.3 Resultados de marcha fotoquimica

Tabla N° 20. Resultados de la Marcha fitoquimica del latex de Croton lechleri Mull. Arg.

N METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA RESULTADO
Anillo violeta en la
1 CARBOHIDRATOS | Molish ] ++
interfase
2 COMPUESTOS Coloracién verde —
p FeCl; +++
FENOLICOS azulado
_ Precipitado denso
3 TANINOS Gelatina ++
blanco
_ Coloracion rojo
4 FLAVONOIDES Shinoda +++
magenta
ANTOCIANINAS Y _ . _
5 Rosenheim Coloracién rojo oscuro +++
CATEQUINAS
6 AMINOACIDOS Ninhidrina Coloracion violacea ++
Dragendorff Coloracion rojo ladrillo ++
7 ALCALOIDES
Mayer Precipitado blanco ++
8 QUINONAS Borntrager Coloracion roja -
Esteroides: verde —
9 TRITERPENOIDES | Lieberman -
azul ++
Y ESTEROIDES Burchard
_ Formacion de 0.5 a
Generacion de
10 | SAPONINAS 1cm de espuma +++
espuma ,
estable por 15 min.
11 | GLUCOSIDOS Baljet Coloracion anaranjada ++
vainillina .
12 | POLIFENOLES _ Coloracion azul +++
clorhidrica
13 | IRIDOIDES Vainillina - HCI | Rojo grosella +++
Leyenda:

(-): La coloracién o precipitado no se evidencia.
(+): La coloracion o precipitado es leve.

(++): La coloracién o precipitado es moderada.
(+++): La coloracion o precipitado es total.
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4.1.4 Resultados de la cromatografia en capa fina

Tabla N° 21. Resultados de la CCF del latex de Croton lechleri Miill. Arg.

METABOLITOS FASE MOVIL RESULTADO
SECUNDARIOS

BAW 1- butanol:
Flavonoides acido acético: agua
destilada (4:1:5)

Manchas amatrillas.

Metanol: agua Manchas de color rojo

Alcaloides (25:75) a anaranjado intenso

Elaboracion: Propia

Figura N° 31. Cromatografia en capa fina del latex de Croton lechleri Mull. Arg.
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4.1.5 Resultado de la espectrofotometria en el UV-VIS para la

cuantificacion de polifenoles totales

Estandar : ACIDO GALICO
Equipo . Espectrofotometro UV-VIS
Longitud de onda : 765 nm
Potencia : 100% T/C
Peso : 50,3 mg
Volumen enrase : 50 mL
meg/mL PIEEED i_i,E [m“g"llm L) Abcsorbancia
correccion | Corregido
0,20480 1 0,20420 0,16087
0.20480 1 0,20420 0,1£340
0.20480 1 0,20420 0,16517
1,20720 1 1.20720 0,23530
1,20720 1 1.20720 0,23727
1,20720 1 1,20720 0,23902
1,080 1 1.6096&0 0,33320
16080 1 160960 0,33583
16080 1 1.E09&0 0,33722
» CURVADE CALIBERACION
¥ = 02140y - 01sE A
0, 0000 &= = ooz e
_'__,_'—"
P
10, 20000 ——
-
PO 100
P01 R0
QLOOD00 0, 20000 00000 E;:-F:.-;-i-ﬁ_ge_,agl-ic;-é-:- :\m_':;e%:\ﬂ 150000 120000

MUESTRA ABSORBANCIA
MUESTRA A1l 063033 | 0,63954 |  o0.64703
MUESTRA mg/ mL RSD

MUESTRA | 5766589 | 5852642 | 592,2625 1,3366

REULTADOS: 584.73 mg de Acido galico/ mL de Latex

ESPECIFICACIONES ) OBSERVACIOMNES: Los Polifencles se espresan
en mg equivalentes de Acido galico /mL de létesx

Figura N° 32. Resultado de la espectrofotometria en Uv-Vis de la cuantificacion de
Polifenoles totales
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4.1.6 Resultados de la cuantificacion de flavonoides totales por

espectrofotometria en el UV-VIS

Estandar

Equipo

Longitud de onda
Potencia

Peso

Volumen enrase

- QUERCITINA
: Espectrofotometro UV-VIS
: 415 nm

: 100% T/C
: 50,1 mg

: 50 mL

mg/mL

Factor de
correccion

(mg/mL] Absorbancia

Corregido

0,02405

0,024058

=]

.11029

0,02405

0,02405

.111949

0.02405

0.02405

1181

0.100:20

Q.10020

SB026

0,10020

a,10020

54999

0.10020

0,10020

551568

0.20040

2.20040

11700

0.20040

0.20040

L1620

03,20040

Al al al al a2 | a2 =

0,20040

el e o == el i) e i ]

.116280

b0l 20000 e
0L, CH0NCA0N

[l aa] Lol ilaa a] I, i
—i— —i— ADsoriercee

Lol Lo aaa)

ol Koo e

CURVA DE CALIBRACION

1, N0 =0 - 00EEE

ol aa]

Liirpesail i orso irioemenecial|

023000

MUIOESTEA

ABSORBANCIA

MUESTEA A1

144660

| 1,44230

145300

MUESTRA

mg/ mL

MUESTEA

249656 | 24,8901 | 25,0779

0.3732

MillAres

REULTADOS: 2493 mg de Quercitina, mL de létex de Croton lechleri

ESPECIFICACIONES/ OBSERVACIOMNES: Los Flavonoides Totales se
expresan en mg equivalentes de Quercitina /mL de extracto

Figura N° 33. Resultados de la cuantificacion en Uv-Vis de Flavonoides totales por
espectrofotometria
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4.1.7 Determinacion del efecto antibacteriano por el método difusién en

agar cilindro — placa

Para determinar el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri M{ll.

Arg (sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538; fue

identificado a través de la medida del diametro de los halos de inhibicién

en los 6 grupos de analisis: concentraciones al 25%, 50%,75%,100%,

control (+) Oxacilina y control (-) agua destilada, con 5 ensayos

(repeticiones) por cada grupo e interpretados segun la escala Duraffourd

y Lapraz.
Tabla N° 22. Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)
Diametros de halos de
Escala o
inhibicion
Nula (-) Inferior a 8 mm
Sensible (+) Entre 8 a 14 mm

Muy sensible (++)

Sumamente sensible (+++)

Entre 14y 20 mm

Superior a 20 mm

Fuente: Duraffourd y Lapraz (1983)

Tabla N° 23. Resultados de la lectura de los halos de inhibicion en mm en 100 pL

Concentracion (%) Control Control (-)
N© latex de Croton lechleri (+) Agua
DE 100 pl Oxacilina destilada
ENSAYO 1 jg
S LONGITUD DEL HALO DE INHIBICION (mm)
25% | 50% | 75% | 100% 1 ug 100 pl
1 19 22 25 28 35 0
2 12 17 28 32 38 0
3 15 23 24 28 31 0
4 10 14 23 29 34 0
5 15 24 25 28 40 0
Promedio 14 20 25 29 36 0

Elaboracion: Propia
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Lectura de los Halos de Inhibicion en mm
40
40 38
= 35 34
E 35 32 31
S 29
3 30 28 28 28 = 28
© — 24 24 2
T 25 22 23
3 9
o 20 17
=] 5 5
S 15 2
=
]
= 10
5
0 0 0 0 0
0 e e e N A
1 2 3 4 5
Grupos de analisis
H Control Negativo Agua Destilada i Control Positivo Oxacilina 1ug M Concentracion al 25%
M Concentracion al 50% L1 Concentracion al 75% L1 Concentracion al 100%

Figura N2 34. Resultados de la lectura de lo halos de inhibicién en mm por el método de difusion en agar cilindro-placa en 100 uL

Interpretacién: En la tabla N°23 y la figura N° 34 se observan los resultados de la lectura de los halos de inhibicion en mm por el
método de difusion en agar cilindro - placa en 100 pl, de los 6 grupos de analisis; cada grupo con 5 ensayos (repeticiones). Dichos

resultados se obtuvieron después de las 24 horas de incubacion a 37°C; los cuales fueron promediados por cada grupo de analisis.

69



4.2 Contrastacion de hipotesis
Para contrastar las hipotesis de investigacion se sistematizaron y procesaron
los resultados en funcidon a pruebas estadisticas. Durante el proceso de
experimentacion se trabajé con 6 grupos de andlisis: concentraciones del latex
de Croton lechleri Mull. Arg al 25%,50%,75% y 100%; control positivo
(oxacilina 1ug) y control negativo (agua destilada), con 5 ensayos (repeticiones)
por cada grupo, interpretados segun la escala de Duraffourd y Lapraz.

El disefio estadistico que se empled es el andlisis de variancia (ANOVA) que
permitié determinar que si hay diferencias estadisticas significativas entre los
promedios de los halos de inhibicién del latex de Croton lechleri Mull. Arg en

los todos los grupos de analisis, con un nivel de confianza (p < 0.05).

La prueba HSD de TUKEY permitié comparar las diferencias entre los grupos
de andlisis en base a los promedios del diametro de los halos de inhibicion

obtenidos en el experimento.

También se emplearon las pruebas estadisticas de normalidad: T de una
muestra y Wilcoxon para comparar el efecto antibacteriano entre el grupo
control y las concentraciones del latex Croton lechleri Mill. Arg (sangre de

grado)

4.2.1 Contrastaciéon de hipotesis general
Hi: El latex de Croton lechleri Mull. Arg (Sangre de grado) tiene efecto

antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

Ho: El latex de Croton lechleri Mull. Arg (Sangre de grado) NO tiene

efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

La comprobacion de la hipotesis general gira en funcion de las

contrastaciones de las hipétesis especificas planteadas en el estudio, por
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tanto, debido a la complejidad de las variables de medicidén se procede a
subdividir en hipotesis especificas.

4.2.1.1 Contrastacion de la hipotesis especifica 1

H.. El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado)
posee algunos constituyentes quimicos relacionados con el efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Ho: El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado) no
posee algunos constituyentes quimicos relacionados con el efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Para la contratacion de la hipétesis se realizd la marcha
fitoquimica, cromatografia en capa fina y la espectrofotometria uv-
vis, con el fin de identificar la presencia de los metabolitos del latex

de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado).

Los resultados expuestos en la tabla N° 20 corresponden a la
marcha fitoquimica del latex de Croton lechleri Mull. Arg (sangre
de grado) que indican que la muestra presenta una reaccion
positiva en su totalidad (+++) para compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, catequinas, saponinas, polifenoles e
iridoides. Por otro lado, la muestra presenta una reaccion positiva
moderada (++) para: carbohidratos, alcaloides, taninos,
aminoacidos, triterpenos, esteroides y glucosidos.

Del mismo modo, la cromatografia en capa fina permitié separar
los componentes del latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre
de grado), dilucidandose varios constituyentes quimicos; entre
ellos, flavonoides y alcaloides, especificada en tabla N° 21.

A nivel cuantitativo, mediante la espectofotometria uv-vis para
polifenoles totales se empled como patrén disoluciones de acido
galico con la técnica de Folin-Ciocalteu, observada a 765 nm

obteniéndose 584,73 mg de Acido galico/mL en el latex Croton
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lechleri Mull. Arg. También, se determind la presencia de
flavonoides, se emple6 como estandar quercetina, observada a
415 nm, obteniéndose 24.98 mg de Quercitina/ mL en el latex
Croton lechleri Mull. Arg. (Ver anexo N° 09)

Los metabolitos identificados con mayor intensidad, entre ellos,
compuestos fendlicos, antocianinas, catequinas, flavonoides,
saponinas, polifenoles e iridoides, estarian relacionados con el
efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Mull. Arg.
(sangre de grado) tal como lo indica la literatura revisada. Por

tanto, se acepta la Hui.

4.2.1.2 Contrastacion de la hipotesis especifica 2

Hi. Staphylococcus aureus es sensible a concentraciones de
25%,50%,75% y 100% del latex de Croton lechleri Mull. Arg
(Sangre de grado).

Ho: Staphylococcus aureus no es sensible a concentraciones de
25%,50%,75% y 100% del latex de Croton lechleri Mull. Arg
(Sangre de grado).

Para la contratacién de la hipotesis planteada se utilizaron las
pruebas estadisticas ANOVA y DHS de TUKEY con el fin de
establecer diferencias entre los grupos de andlisis, asi mismo,
realizar comparaciones multiples, en funcion a los promedios de
los diametros de halos de inhibicion, determinando la sensibilidad
de Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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Tabla N° 24. Efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Mill. Arg frente a S. aureus

ATCC 6538, en funcién a los didmetros de halos de inhibicién (promedios)

Analisis de varianza de un factor (ANOVA)

GRUPOS Ensl\;c;/os Suma Promedio Deesst\gsgi:rn Variancia
1 250 5 71 14 3.4 11.6
2 50% 5 100 20 4.3 18.5
3 75% 5 125 25 1.87 3.5
4 100% 5 145 29 1.73 3
5 Oadine 5 178 36 3.51 12.3
6 Control (-) 5 0 0 0 0

Agua destilada

Elaboracion: Propia

Prueba de hipoétesis estadistica:

Ho= Todos los grupos de analisis presentan igual diametro de los halos de

inhibicion (p > 0.05).

Hi= Todos o al menos uno de los grupos de analisis presentan diferentes

didmetros de los halos de inhibicién (p < 0.05).

Tabla N° 25. Andlisis de varianza

Origen Grados Promedio Valor
de Suma de F - o
S de de . Probabilidad critico

variacio cuadrados . experimental
nes libertad cuadrados para F

Entre 3902.977 5 780.59 95.58 4.84E-15 2.62
grupos
Dentro
de  los 196 24 8.17
grupos

Total 4098.97 29

Elaboracion: Propia
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Criterio de aceptacion: como el nivel de significancia empleado es
0.05 y p (probabilidad) hallado es menor; asimismo y Fexperimental > F
critico, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna;
por tanto, estadisticamente existe diferencias significativas en todos

los grupos de analisis.

Tabla N° 26. Prueba DHS de TUKEY

HSD :5.33
Multiplicador  : 4.17
Mse 1 8.17
N° 5
Subconjunto para alfa = 0.0%
GRUPOS de
T Control | Tto. | Tto. | Tio. | Tto. | Owxacilina
0.
Negativo | 26% | 50% | 75% | 100% 1pg
Cantrol Megafivo 14 20 25| 23 36
Tto, 25% g 11 15 21
Tto. 20% i G 16
Tto, 75% 1 11
Tto. 100% 7
Cxaciling 1 pg

Elaboracion: Propia

Criterio de aceptacién: valores mayores al HSD, son los que hacen
la diferencia, los grupos de analisis comparados con el control
negativo presentan efecto antibacteriano frente a Staphyloccocus
aureus ATCC 6538.
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Diametro de los halos de inhibicion mm

Promedios: diametro de halos de Inhibicion

40

35

30

25

20

15

promedios

10

%)}

25% 50%

Interpretacion: Escala Duraffourd y Lapraz

Nula (-): para un didmetro inferior a 8 mm.

m Sensible (+): para un diametro comprendido entre 8 a 14

mm.

36
29
>/
75% 100% Control (+) Control(-) agua
oxacilina destilada

Grupos de tratamiento

m Muy sensible (++): para un diametro entre 14 y 20 mm.

= Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a
20 mm

Figura N° 35. Efecto antibacteriano del latex Croton lechleri Mill. Arg. frente a Staphyloccocus aureus ATCC 6538, en funcién a los diametros

de halos de inhibicién (promedios)
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En la tabla N° 24 y figura N° 35 se detallan los resultados de la
medida del diametro de los halos de inhibicion promediados de
los 6 grupos de analisis, a partir de los 5 ensayos realizados; los
cuales fueron interpretados segun la escala Duraffourd y Lapraz.
Los resultados expuestos a continuacion permitieron determinar
el efecto antibacteriano del latex Croton lechleri Mull. Arg frente

a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

En el grupo 1, concentracién al 25% del latex Croton lechleri
Mall. Arg., el diametro de los halos de inhibicién (promedio) fue
de 14 mm; ubicandose en la escala como sensible (+), es decir,
el Staphylococcus aureus presenta sensibilidad a dicha

concentracion como tratamiento.

En el grupo 2, concentracién al 50% del latex Croton lechleri
Mall. Arg., el diametro de los halos de inhibicién (promedio) es de
20 mm, identificandose en la escala como muy sensible (++), es
decir, el Staphylococcus aureus ATCC 6538 es muy sensible a

dicha concentracibn como tratamiento.

En los grupos 3y 4, concentraciones al 75 % y 100 % del latex
Croton lechleri Mull. Arg. y el grupo 5, Control positivo (+)
Oxacilina presentan didmetros de halos de inhibicion (promedios)
de 25 mm, 29mm y 36 mm; ubicandose en la escala como
sumamente sensible (+++); lo que significa que el
Staphylococcus aureus ATCC 6538 es sumamente sensible a
dicha concentracion como tratamiento. En cambio, en el grupo 6,
control negativo (agua destilada), se ubica en la escala nula por

no presentar halos de inhibicion.
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Para este analisis se empled la prueba estadistica analisis de
varianza (ANOVA) gue establece que hay diferencias estadisticas
altamente significativas entre los grupos de estudio con un 95%
de confianza; lo que dio lugar a aceptar la hipotesis alterna: todos
o al menos uno de los grupos de andlisis presentan diferentes
diametros de los halos de inhibicion (p < 0.05). Por lo tanto; estos
resultados permiten corroborar la hipétesis especifica y concluir
gue el Staphylococcus aureus ATCC 6538 es sensible frente a
las concentraciones de 25%,50%,75%,100% latex de Croton
lechleri Mull. Arg., segun identificacién en la escala Duraffourd y

Lapraz.

Por otro lado, se emple6 la prueba de DHS de Tukey para
comparar las diferencias entre los promedios de los grupos de
tratamiento; lo que paralelamente permitié inferir que, al aumentar
las concentraciones de tratamiento, mayor es el efecto del latex
Croton lechleri Mull. Arg. frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538, evidenciado por el incremento de la medida de los

halos de inhibicién, segun la escala de Duraffourd y Lapraz.

4.2.1.3 Contrastacién de la hipotesis especifica 3

Hi. el latex de Croton lechleri Mull. Arg. (Sangre de grado)
presenta efecto antibacteriano comparado con Oxacilina frente a

Staphylococcus aureus.

Ho: el latex de Croton lechleri Mill. Arg. (Sangre de grado) no
presenta efecto antibacteriano comparado con Oxacilina frente a

Staphylococcus aureus
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Prueba de normalidad para la comparacién entre el grupo
control positivo (Oxacilina) y las concentraciones del latex

Croton lechleri Mull. Arg.

Prueba de hipoétesis estadistica:

Ho: los resultados de repetitividad si presentan distribucion normal

Hi: los resultados de repetitividad no presentan distribucidon

normal

Prabatilidades de los gupcs de tratamiento
Mol - Bode IC

]

Variahle
—— Tio 250
— & - Tio 5P0

T 7P
—i - T 100P%

arird(+)

My DecwBt W HD P
14 3EL5 028 0533
20 4715 0Fl 058
25 181 5 03 0314
29 172 5 OFEE 005
36 397 5 0¥ 05W

Porcentaje
w B HEoB88 8 8 9

Si Pvawe > 0.05, se rechaza la
Hi
T los Resultados presentan
a0 distribucion Normal

Figura N° 36. Resultados de la prueba de normalidad segun estadistico
Anderson Darling

Criterio de aceptacion: Si Pvaue > 0.05, se rechaza la Ha

Demostrando que los resultados presentan distribucion Normal.

Interpretacion: Como Pvaie > 0.05, se acepta la Ho,

e Los Resultados presentan distribucion Normal para los
tratamientos de 25%, 50% ,75% y oxacilina.

e Los Resultados presentan distribucion NO Normal para el
tratamiento de 100%
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a) Prueba estadistica: T de una muestra Tto. 25%,50%,75% vy

control (+) para datos con distribucién normal

Prueba de hipotesis estadistica:
Ho: los resultados obtenidos son iguales a 14 mm de los halos de

inhibicion en la placa.

H1: los resultados obtenidos son mayores a 14 mm de halos de inhibicion

en la placa.

Tabla N° 27. T de una muestra: Tto. 25% 50% 75% y control (+) Oxacilina

Pruebade mu=14vs. > 14

o _ Limite
Variable N ~ Desviacion X error )
Media Estand superior t p
standar A
estandar 95 %
Tto. 25% 5 14 3.42 1.53 10.94 0.13 0.451
Tto. 50% 5 20 4.30 1.92 15.90 3.12 0.018

Tto. 75% 5 25 1.871 0.837 23.216 13.15 0.000

Control 5 36 3.51 1.57 32.26  13.77 0.000
(+)

Elaboracion: propia

Criterio de Aceptacién:

Si P vawe < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los resultados son
mayores al 14 mm de halo de inhibicion en la placa

Tomando como parametro la escala Duraffourd y la tabla de antibioticos
y parametros criticos de Staphylococcus aureus del INS, estipulan que
hay sensibilidad del microorganismo cuando los halos de inhibicién son

mayores a 14 mm
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Como P vawe < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los resultados
son mayores a 14 mm de halo de Inhibicion en la placa para los
tratamientos de 50%, 75% y el control positivo (oxacilina 1 pg), lo que
significa que estos grupos de tratamiento presentan efecto
antibacteriano muy sensible y sumamente sensible segun la escala
Duraffourd y segun la tabla N° 08 de antibidticos y diametros criticos de

Staphylococcus aureus spp del INS.

b) Prueba de Wilcoxon para datos con distribucién no normal

Prueba de hipoétesis estadistica:
Ho: los resultados obtenidos son iguales a 14 mm de los halos de

inhibicién en la placa.

H1: los resultados obtenidos son mayores a 14 mm de halos de inhibicion

en la placa.

Tabla N°28. Prueba de clasificacion con signo de Wilcoxon: Tto. 100%

Prueba de la mediana = 14.00 vs. La mediana > 14.00

_ N° de Estadistica Mediana
Variable n de :
prueba , estimada
Wilcoxon
Tto. 100% 5 5 15.0 0.030 28.50

Elaboracion: propia

Criterio de Aceptacion:
Si P value < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los
resultados son mayores al 14 mm de halo de inhibicion en la

placa
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Tomando como parametro la escala Duraffourd (tabla N° 22) y
la tabla N° 08 de antibidticos y parametros criticos de
Staphylococcus spp. del Instituto Nacional de Salud;
establecen que hay sensibilidad del microorganismo cuando

los halos de inhibicion son mayores a 14 mm.

Si P value < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los
resultados son mayores al 14 mm de halo de inhibicion en la
placa para el grupo de tratamiento de 100% por presentar
distribucion no normal, que significa que este tratamiento
presenta efecto antibacteriano sumamente sensible segun la
escala Duraffourd y segun la tabla N° 08 de antibidticos y
diametros criticos de Staphylococcus aureus del INS.
Estadisticamente estos resultados permiten concluir que en
base a los P vauwe, €l tratamiento al 100% es una concentracion
adecuada que presenta un efecto antibacteriano sumamente
sensible, por presentar el mayor diametro de inhibicién
comparado con las otras concentraciones empleadas en el

estudio.

Tabla N° 29. Efecto antibacteriano del latex Croton lechleri Mill. Arg frente

Staphylococcus aureus ATCC 6538, segun porcentaje de inhibicion

Concentraciones X de los r)l(atljoegc()jz
del latex Croton halos de o Porcentaje %
) o, inhibicion
lechleri inhibicion
(c.+)
25% 14 36 39
50% 20 36 56
75% 25 36 69
100% 29 36 81

Elaboracién: propia
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Porcentaje de inhibicion
100%
A
100.0
90.0 81%
80.0 69%
70.0 56%
2 600
T
C 500 399
o]
2 400
o
o 300
20.0
10.0
4 d >
0.0
Tto. 25% Tto. 50% Tto. 75% Tto. 100% Control
Positivo
Oxadilina 1 pg
Grupos de tratamientos
Interpretacion: Escala Duraffourd y Lapraz
Nula (-}: para un digmetro inferior a8 mm, m Muysensible (+): péra un didmetro entre 14y 20 mm,
@ Sensible (+}: para un didmetro comprendidoentre 82 14 = Sumamente sensible (++): para un didmetro superior a
mm, 20mm

Figura N° 37. Efecto antibacteriano del latex Croton lechleri Miill. Arg. frente

Staphylococcus aureus ATCC 6538, segun porcentaje de inhibicion

Los resultados fueron interpretados segun la escala de Duraffourd
y Lapraz, escala utilizada para determinar el efecto antibacteriano

in vitro segun diametros de inhibicion de los halos en las placas.

»Nula (-} ; para un diametro inferior a 8 mm.

ssensible [+): para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm.
»muy sensible (++) ; para un diametro entre 14 v 20 mm.

» Sumamente sensible {+++): para un didmetro superior a 20 mm.

En este entender; en la tabla N° 29 y figura N° 37 se muestran los
resultados del efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri
Mull. Arg. frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, segun
porcentajes de inhibicion; los cuales fueron establecidos en base
a los halos de inhibicion promediados de las concentraciones del
25%, 50%, 75% y 100% de la muestra de estudio, se determina:
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El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado) a una
concentracion de 25% presenta efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en un 39% por generar
sensibilidad al microorganismo ubicandose en la escala

Duraffourd y Lapraz como sensible.

El latex de Croton lechleri Mill. Arg. (sangre de grado) a una
concentraciéon de 50% presenta efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en un 56% por generar
sensibilidad al microorganismo ubicandose en la escala

Duraffourd y Lapraz como muy sensible.

El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado) a una
concentraciéon de 75% presenta efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en un 69% por generar
sensibilidad al microorganismo ubicandose en la escala

Duraffourd y Lapraz como sumamente sensible.

El latex de Croton lechleri Mull. Arg. (sangre de grado) a una
concentracién de 100% presenta efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en un 81% por generar
sensibilidad al microorganismo ubicandose en la escala

Duraffourd y Lapraz como Sumamente sensible.

El grupo control positivo (Oxacilina 1 pg) presenta efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 en
un 100% por generar sensibilidad al microorganismo ubicandose
en la escala Duraffourd y Lapraz como Sumamente sensible,
tomando el pardmetro comparativo para determinar el efecto de

inhibicioén.
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4.3 Discusion de resultados

La marcha fitoquimica permitié identificar algunos constituyentes quimicos en
el latex de Croton lechleri Mill. Arg. como: carbohidratos, compuestos
fendlicos, antocianinas, catequinas, flavonoides, saponinas, polifenoles,

iridoides, alcaloides, triterpenoides, esteroides, aminoacidos y taninos.

Al realizar la espectrofotometria uv-vis se determiné la presencia polifenoles
totales, se empled como patrén disoluciones de acido gdlico con la técnica de
Folin-Ciocalteu, observada a 765 nm obteniéndose 584,73 mg de Acido
galico/mL en el latex Croton lechleri Mull. Arg. Asimismo, se determiné la
presencia de flavonoides totales empleando como patron Quercitina,
observada a 415 nm, obteniéndose 24.98 mg de Quercitina/ mL en el latex
Croton lechleri Mull. Arg

Al respecto, Arbildo? (2014) en la investigacion referente al rendimiento de
taspina aislada de dos muestras de Croton lechleri Mull. Arg, sustenta que el
latex contiene proantocianinas y alcaloides mayoritariamente. Del mismo modo,
Artemio? (2008), en la Fitofarmacopea peruana-2006, menciona que contiene
constituyentes quimicos como: alcaloides, polifenoles, lignanos, diterpenos
esteroles. Altamirano®® (2015), demuestra que al realizar la investigacion
fitoquimica y cromatogréfica identifica la presencia de alcaloides, flavonoides,
saponinas y que la actividad antibacteriana se debe a la presencia de estos

metabolitos.

En la determinacion del efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Muill.
Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus se aplico el método
de difusién en agar cilindro - placa, estandarizado por el Sub Comité de
ensayos de susceptibilidad (NCCLS) de los Estados Unidos y basado en la
técnica de difusion en disco de Kirby-Bahuer y reconocido como método para
evaluar la potencia de antibitticos en la USP 41, en su apartado de pruebas

biolégicas (antibidticos valoraciones microbioldgicas).*
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Al respecto, Mufioz (2006)%? en la investigacion “Validacién del método
microbioldgico cilindro-placa para la potencia del antibidtico Lincomicina
clorhidrato”, indica que éste método es el mas empleado, por su exactitud y
sensibilidad, validado por la USP. Asimismo, Corrales et al*” (2013), sostiene
gue es importante elegir la técnica y metodologia al realizar investigaciones
gue tengan como proposito evaluar la actividad antibacteriana de extractos
vegetales, porque dependiendo de la técnica elegida hay variaciones en los
resultados, su sensibilidad y reproducibilidad; corroborado al realizar su
investigacion titulada “Evaluacion del potencial antibacteriano in vitro de Croton
lechleri frente a aislamientos bacterianos de pacientes con ulceras cutaneas”,
donde aplico tres métodos: difusidn en pozo, difusion en disco y dilucidon en
agar. Cuyos resultados reafirman que la técnica de difusién en pozo permitio
mejor sensibilidad y reproducibilidad, a diferencia del método de difusion en

disco.

Ramirez y Marin® (2009), describen las metodologias para evaluar in vitro la
actividad antibacteriana de compuestos de origen vegetal, recomiendan aplicar
el método de cilindro — placa, por la ventajas en los resultados, puesto que
permite la mejor difusion con amplitud de la muestra vegetal para la inhibicion
bacteriana y fundamenta que la técnica de difusion en disco tiene desventajas,
la que esté relacionada con la composicion del papel filtro Whatman el cual
contiene celulosa (uniones (3-(1-4) de monémeros de glucosa), que al poseer
muchos grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa, hacen que la
superficie del disco sea hidrofilica, los cuales interaccionan directamente con
compuestos catidénicos de los productos naturales absorbiéndolos en la
superficie del disco e impidiendo la difusion de éstos en el agar; este es el
fundamento que podria avalar la alta sensibilidad detectada del método del

cilindro y/0 pozo en el estudio realizado.

Respecto a la determinacion del efecto antibacteriano, se trabajo con seis
grupos de analisis: concentraciones del latex al 25%, 50%, 75%,100%, control
negativo (agua destilada) y control positivo (Oxacilina), con 5 ensayos

(repeticiones) por grupo. El analisis estadistico permitié determinar que existen
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diferencias altamente significativas entre los grupos de analisis con un 95 % de
confianza (p < 0.05) y permiten concluir que el Staphylococcus aureus ATCC
6538 es sensible frente a las concentraciones de 25%,50%,75%,100% del latex
de Croton lechleri Mull. Arg.

Al emplear la prueba de DHS de Tukey permiti6 establecer comparaciones
entre los grupos de analisis y concluir que, al incrementar las concentraciones
de tratamiento, mayor es el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri
Mull. Arg. (Sangre de grado) frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

También se aplico la prueba de normalidad con la finalidad de comparar el
efecto antibacteriano entre el grupo control positivo (Oxacilina) y las cuatro
concentraciones del latex de Croton lechleri Mull. Arg. frente a
Staphylococcus aureus, tomando como parametros la tabla de antibiéticos y
parametros criticos de Staphylococcus aureus spp del Instituto Nacional de
Salud y la escala Duraffourd y Lapraz, que establecen que hay sensibilidad del
microorganismo cuando los halos de inhibiciobn son mayores a 14 mm. Los
resultados del analisis estadistico demuestran que Staphylococcus aureus es
muy y sumamente sensible a las cc. de 50%,75%,100% y el control positivo
(Oxacilina) del latex de Croton lechleri Mull. Arg. Asimismo, se concluye que,
comparando el efecto antibacteriano en funcion al diametro de los halos de
inhibicién, la concentracién con mayor efecto antibacteriano es la de 100%, por
presentar el mayor didmetro de inhibicibn comparado con las otras
concentraciones empleadas en el estudio y ser la mas cercana a oxacilina

(control +).

Finalmente, se determind el porcentaje de inhibicion de las concentraciones del
latex de Croton lechleri Mull. Arg. frente a Staphylococcus aureus ATCC
6538, donde la concentracion al 25% presenta efecto antibacteriano de tipo
sensible en un 39%; la concentracion al 50% presenta un efecto antibacteriano
muy sensible en un 56%; la concentracion al 75% presenta efecto
antibacteriano sumamente sensible en un 69%; la concentracion al 100%

presenta efecto antibacteriano sumamente sensible en un 81% vy el grupo
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control positivo (Oxacilina) presenta efecto antibacteriano sumamente sensible

en un 100%; interpretados segun la escala Duraffourd y Lapraz.

Huapaya et al*® (2012), indica que 5 de 11 especies del Gen Groton poseen
actividad antibacteriana, especialmente para bacterias Gram positivos, los
cuales fueron sustentados en su investigacion “Control microbioldgico y
evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de Croton lechleri Mall. Arg..
las muestras de estudio fueron diluida a diferentes concentraciones 10%, 25%,
50% y 100%, control negativo (suero fisioldgico) y positivo (Ciprofloxacino,
5mg/mL). Utilizé el método de excavacion en placa (pozo), distribuyendo en
cada pocillo 100 pL de las concentraciones del latex, con dos repeticiones por
tratamiento. Los resultados expresan que las concentraciones del 50% y 100%
del latex tuvieron alta actividad antibacteriana, ya que se observaron halos de
inhibicién similares a los del control positivo en cepas de S. aureus y en menor

grado de P. aeruginosay en E. coli no se observé inhibicién.

Corrales et al'” (2013) en el estudio “Evaluacion del potencial antibacterial in
vitro de Croton lechleri frente a aislamientos bacterianos de pacientes con
Ulceras cutaneas”, sustenta que Croton lechleri presenta actividad
antibacterial frente a aislamientos bacterianos de ulceras cutaneas en los
pacientes del estudio y la actividad antimicrobiana es debida a metabolitos
como el: acido clorequinico, las coberinas Ay B y el 1,3,5-trimetoxibenceno y
el 2,4,6-trimetoxifenol potentes frente a Bacillus subtilis, entre otros. Asimismo,
la que permitié presentar mejor sensibilidad y reproducibilidad fue la técnica de

difusién en pozo.

Altamirano®* (2015) al investigar la especie Croton lechleri sostiene que
actividad antibacteriana se debe a la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas. Carrion'* (2010), La sangre de grado presenta
actividad antimicrobiana frente a Gram-positivos, como: S. aureus ATCC 6538,
del mismo modo, Lock y Rojas® (2004), sostiene que el latex de Croton
lechleri Muell. Arg. tiene una variedad de acciones bioldgicas, destacando su

accion antibacteriana, antiinflamatoria, citotoxica, antioxidante y cicatrizante y
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los metabolitos con actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas se
debe a compuestos fendlicos. Chen al estudiar la sangre de grado destaca sus
propiedades antitumorales, antimicrobianas y cicatrizantes, asimismo indica
gue en 3 ensayos in vivo se evalud la citotoxicidad y actividad antibacteriana.
Cuyas evidencias demuestran que el latex no es toéxico. Asimismo, manifiesta
gue los compuestos fendlicos y terpénicos son los responsables del efecto

antibacteriano.

Finalmente, Risco®* (2005) que el latex de sangre de drago, oriundo de la
Amazonia del Perl es de sabor astringente y constituido por &cido benzoico,
heterdsidos, taninos, celulosa y alcaloides, destacando la taspina. Los
metabolitos encontrados tienen propiedades antibacterianas, antiinflamatorias,
cicatrizantes y antiulcerosas. Dichas propiedades hacen que sea considerado

en el campo de la industria como una materia transformable.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACONES

5.1 Conclusiones
1. Los constituyentes quimicos identificados en el latex de Croton lechleri
Mull. Arg. Son: carbohidratos, compuestos fendlicos, antocianinas,
catequinas, flavonoides, saponinas, polifenoles, iridoides, alcaloides,
triterpenoides, esteroides, aminoacidos, taninos y los que podrian estar
relacionados con el efecto antibacteriano son los compuestos fendlicos,

polifenoles, flavonoides, antocianinas y saponinas.

2. Se determin6 que Staphylococcus aureus es sensible a las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% del latex Croton lechleri Mull.

Arg. y siendo sumamente sensible a las concentraciones de 75% y 100%.

3. Se comparo el efecto antibacteriano entre el control positivo (Oxacilina) y las
concentraciones del latex Croton lechleri Mull. Arg., de acuerdo a la tabla
de antibitticos y diametros criticos del INS y la escala de Duraffourd y
Lapraz; demostrando que las concentraciones de 50%, 75% y 100% tiene

efecto antibacteriano sumamente sensible.
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5.2 Recomendaciones

1. Profundizar el aislamiento y la identificacion y cuantitativo de los metabolitos
del latex Croton lechleri Mull. Arg., para la determinacion de la actividad
biolégica que sustenten las mdultiples propiedades terapéuticas en el

tratamiento de infecciones de interés clinico.

2. Realizar investigaciones in vitro del latex de Croton lechleri Mull. Arg. para
determinar el efecto ante otros microorganismos causantes de mdultiples

infecciones de interés clinico.

3. Se recomienda realizar investigaciones comparativas con diferentes
muestras de procedencia del latex de Croton lechleri Mill. Arg., para de
determinar sus propiedades antibacterianas frente a diversos

microorganismos resistentes a farmacos sintéticos.
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http://www.ispch.cl/lab_sal/doc/manual_susceptibilidad.pdf
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia11.pdf
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia11.pdf
http://www.ins.gob.pe/insvirtual/images/otrpubs/pdf/manual%20sensibilidad%202.pdf
http://www.ins.gob.pe/insvirtual/images/otrpubs/pdf/manual%20sensibilidad%202.pdf
file:///C:/Users/user/Downloads/519-2360-1-PB.pdf
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Anexo N°01. Matriz de consistencia

TITULO: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL LATEX DE Crotdn lechleri Miill. Arg. (SANGRE DE GRADO) FRENTE A Staphylococcus aureus.

PROELEMA GENERAL OBJETIWO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
INDEPENDIENTE
= Color TIPO:
= Olor Transversal
&Tendra efecto | Determinar el  efecto | El latex de |atex de Andlisis « Sabor In vitro
antibacteriano in vitro del | antibacteriano in vitro del | Croton lechleri Miill. Arg | X Latex  de | organoléptico + Texiura Prospectivo
ldtex de Croron lechleri | litex de Croton lechleri | (sangre de grado) tiene | Groton  lechleri .
Miill. Arg. (sangre de | Miilll. Arg. (sangre de | efecto antibacteriancin | Mll. Arg (sangre + Insoluble DISENO: o
: de grado) Prueba de = Poco soluble Expenimental in vitro
grada) frente a | grado) frente a | witro frente a solubilidad » Moderad b bl
Staphylococcus aureus? | Staphylococcus aureus. | Staphylococcus . T;ta?rlr'lae;gfgl&:u % NIVEL:
aureus. Aplicativo
= Alcaloides -
= Flavonoides POBLACION:
Marcha L oo Poblacién Vegetal: Litex Croton
fitoguimica « Compuestos fendiicos lechieri Miill. Arg. (sangre de grado)
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE Concentraciones " gg;ggg&"-?z% 0o | | oiiacion micmikolagice: Cepas e
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICA DEPENDIENTE | go|  jatex de SR Staphyloccocus aureus
croton lechleri
1. iCudles seran los | 1.ldentificar algunos | 1. El ldtex de Croron Diametros de los halos de | MUESTRA
constituyentes  quimicos | constituyentes quimicos | fechieri Ml Arg. inhibicién en mm segun la .
presentes en el latex de | en el latex de Croron | (Sangre de grado) posee escala Durafford y Lapraz Muestra Veuet_al: 500 mL del latex
Croton lechleri Mill. | fechieri Muill. Arg. | algunos  constituyentes Croton lechleri Miill. Arg. (sangrede
Arg. {Sangre de grado)? | (Sangre de grado). quimicos relacionados Nula: X grado)- Tinge Mana, Hudnuco.
con el afecto » Nula: (-): para un

antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus.

2. iSera sensible
Staphylococcus aureus
frente al I&tex Croton

lechleri Miill Arg (sangre
de grado)?

2 Identificar la sensibilidad
del Staphylococcus
aureus frente a
concentraciones de 25%,
50%, 75%, 100% del latex
de Croton flechleri Miill.
Arg. (sangre de grado).

2 Sraphylococcus
aureus es sensible a
concentraciones de 25%,
A%, 75%, 100% del
latex de Croron lechieri
Miill. Arg. (sangre de
grado).

3. iComo sera el efecto
antibacteriano jin vitro entrg
Oxacilina v el latex de
Croron lechieri Mull. Arg
(Sangre de grado) frente 3
Staphylococcus aureus?

3. Comparar el efecio
antibacteriano in  wifro
entre Oxacilina y el latex
de Croton lechleri Miill.
Arg (sangre de grado)
frente a Sraphylococcus
aureus.

3.El I13tex Croron lechleri
Miill. Arg (sangre de
grado) presenta efecto
antibacteriano in witro
comparado con Oxacilina
frente a Sraphylococcus
aureus

¥ Efecto
antibacteriano i
vitro frente a
Staphylococcus
aureus

Método de
difusion en agar
cilindro - placa

diametro inferior a 8 mm

» Sensible (+): para un
diametro comprometido
entre & a 14 mm

« Muy sensible
para un diametro entre
14y 20 mm

(++):

+* Sumamente sensible
(+++): para un diametro
superior a 20 mm

Muestra microbioldgica: placas Pein con
Agar Mueller Hinton cultivadas con
cepas de Sraphyloccocus aureus
ATCC 6538

TECNICAS:

Observacion de tipo estructurada

INSTRUMENTOS:

Ficha de recoleccion de datos:
a. andlisis organoléptico

b.- prueba de solubilidad

c.- marcha fotoguimica

d.- efecto anfibacteriano
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Anexo N°02. Certificacion botanica

P) UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100,,

/‘a/"/‘, Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA f—.
o' 'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO % Retore!
WESTCACONY POSGRA0S MUSEO DE HISTORIA NATURAL N

“Afo del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°140-USM-2018

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

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Clarivel Margot ESPINOZA RIVERA Y
Zulma Danitza SERNA QUISPE, estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega,
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica; sido estudiada y clasificada como: Croton
lechleri Miill. Arg.y tiene la siguiente posicién taxondémica, segin el Sistema de
Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: EUPHORBIALES
FAMILIA: EUPHORBIACEAE
GENERO: Croton
ESPECIE: Croton lechleri Miill. Arg.
Nombre vulgar: “sangre de grado”

Determinado por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios.

Lima, 23 de Abril de 2018

<
ACE/ddb %.. $
Y ¢
N8 8n paarc
N
Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Teléfono: E-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 http://museobn.unmsm.edu. pe
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Anexo N° 03. Certificado de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538




Anexo N° 04. Obtencidén y recoleccion de la muestra vegetal

Arbol de Croton lechleri Miill. Arg. ubicado en Tingo Maria — Huanuco

|£\“"

X
?'Ch'(ﬂ. ” V‘I/ ,M

£ wulGhe’

YV aares - o
‘\ 6"
\\ Rvans

3
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Anexo N° 05. Andlisis organoléptico del latex Croton lechleri Mull. Arg.

Olor Color

Textura
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Anexo N° 06. Prueba de solubilidad del latex Croton lechleri Mull. Arg.

TRIAMED
on .::nz‘r(w.ﬁM
‘ "'1“;;1 =
‘-'ﬂ»qu:\b.\ n;\\mm
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Anexo N° 07. Marcha fitoquimica del latex Croton lechleri Mull. Arg.

A5 “2

Marcha Fitoquimica




Anexo N° 08. Cromatografia en capa fina del latex Croton lechleri Mull. Arg.

CCF de Alcaloides CCF de Flavonoides
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Anexo N° 09: Espectrofotometria en el UV-VIS del latex Croton lechleri Mull. Arg.

Cuantificacién de Flavonoides del latex de Croton lechleri Mull. Arg.
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. , | . , .
Reporte de contenido por espectrofotometria Uv-Vis de Reporte de contenido por espectrofotometria Uv-Vis de
COPIA CONTROLAD
COPIA CONTROLADA STt o
; MW oz ~ cena . = Cédigo y Version:
ol et : — » SERVICIO’DE CONTROL DE CALIDAD syt
= [ 4 o 4 orsion:
SERVICIO'DE CONTROL DE CALIDAD Po-FR. 03500 AREA DE ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS Sl
2016-01-11
Fecha de Emision:
AREA DE ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS 2016-01-11 REPORTE DE CONTENIDO POR ESPECTROFOTOMETRIA Uy- Vis Pégina 1 de 1
REPORTE DE CONTENIDO POR ESPECTROFOTOMETRIA Uv- Vis Pégina 1de 1 [DATOS DEL PRODUCTO:
§ Nombra; X )L, Pabgioisdey 000 e
[DATOS DEL PRODUCTO: e aproximadamente Fecha de Vencimiento: S/F
Nombre: LA’ DE Croton lechleri Fabricante: Seorveesss. Lote: Norma Técnica: ‘nica Interna SCC-UPCH
T de P L SOTOBAARETE—  Facha de Vencimiento: 3 Cédigo SCC-UPCH: Fecha de analisis: —— Jomoroa
Lote: = Norma Técnica: T TR TR
Cédigo SCC-UPCH: - - Fecha de analisis: 2018-07-04 Iﬁmo:
SETENA BSPECTROTGTOMETRICO, |'7wuip::d JBIELC ESPECTROFOTOMETRG UV-VIS Cintiggen 53
Equipo: ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS Cédigo: -FQ-32 -
— DSPECTROPOTOMETROUVVIS — Qg8
Lonaitud de anda: om DATOS DEL ESTANDAR:
DATOS BEL BSTANDAR: [Nombre: QUERCITINA Primario: [ v ] secundariof ____— ]  Workingsw: [ — ]
Nombre: Acido Galico Primario: = LoTE: _A101722812 Pocha de V
Lot A gy Potencia: Ccodigo:
e Peso molecular en forma de Sal: -
Potencia: cédigo: 2
—4Peso molecular en forma de Sal: % :eso.molecuhr en forma de Base: __________5_;__—
Peso molecular en forma de Base: eso: SN TERAESY Volumen enrase: 50 mL
Peso: Volumen enrase: 500 mL | Giiciones @5l corves
Bnclonas s it 24ug /mL  Vol. dilucién 1: 12 __mL  100ug/mL Vol dilucién 1: s mL 200 ug /mL Vol.dilucién1: 10 mL
Sppm Vol diucida 1 . G 12ppm Vol diluckéa 1: 5 Vak o VoLdilucdal: 16 mL Vol. enrase 1; 50 mL Vol. enrase 1: 50 mL Vol.enrase1: 50  mi
Vol. enruse 1: 10 mlL Vol. enrase 1: 10 mlL Vol. enrase 1: 10 mL
Factorde | (mg/mL) CURVA DE CALIBRACION
 mg/mL N Absorbancia CURVA DE CALIBRACION L8t
Seoriow | - ,02405 p—
0,80480 16087 02405 11199 | soo0 =
[—_0,80480 ) BOABO. ,16340 hannd yeozi1- 00132 1 ,02405 11181
[__0,80480 80480 16517 | oo o 10020 ,55026 | “4*°
120720 ,20720 23530 | oasem 10020 54999 | asoo
_1,20720 0720 23727 a.20000 ,10020 ,55158
[ 120720 0720 ,23902 15008 ,20040 ,11700 it
[ 160960 60960 33320 | 100 ,20040 11680 | oz
[ 1.60960 60960 33583 0,20040 20040 11680
1,60960 60960 33722 o e “ o - e
D
: L o =
R——y O
2] T T S [ vebxia 1|
[ y=bxta ] ¥
ECUACION DE LA RECTA: : o028
BCUACION DE LA RECTA op1az 2 x o
b: 0214 : ¥
DATOS DE LA MUESTRA LATEX DE Croton lechleri DATOSTSLAN LATEX DB Croton fechler)
Pesoovolumendemuestra: _______ 050 Volumen de enrase: TSN Pesoovolumendemuestra: 020 (=0 Volumen de enrase: [ E—
Vol. ditucién 1: 0,25 (mL) Volumen de enrase: 25 (mh)
e CALCULOS:
| ' == = |
5766589 | sesgess |  Sozgess — | 1 [~ 20656 [ 2as001 T 750779 |
RESULTADOS: 584.73 mg de Acido galico/ mL de Latex RESULTADOS: 24.98 mg de Quercitina/ mL de extracto
ESPECIFICACIONES/ OBSERVACIONES: Los Polifenoles se expresan en mg equivalentes de Acido galico /mL de latex | ESPECIFICACIONES/ OBSERVACIONES: Los Flavonoides Totales s expresan en mg equivalentes de Quercitina /mL de extracto
CONCLUSION: — CONCLUSION: —
BouvaR 20180705 ___mouvar ___zomoros
ANALISTA FECHA DE REPORTE ANALISTA FECHA DE REPORTE
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Anexo N° 10. Formulacion de las concentraciones del latex de Croton lechleri Mull. Arg.

Volumen Peo Peo en mg
5mL 2.61379g | 26137 mg
Latex de
Concentracion | Agua destilada
Latex de Croton | Croton lecheri
% : (mL)
lecheri mg (mL)
25% 653.425 mg 1.25 mL 3.75 mL
50% 1 306. 85 mg 2.5 mL 2.5mL
75% 1 960.75 mg 3.75 mL 1.25 mL
100% 26137 mg 5.00 mL 0 mL

Concentraciones del latex de Croton lechleri Mull. Arg.
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Anexo N° 11. Efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Mill. Arg. por el
método de difusién en agar cilindro — placa

JOors oz 28
Os85 x

Plaqueo del Agar Mueller - Hinton

Preparacion inoculo con el método de
suspension directa de colonias del
Staphyloccocus aureus ATCC 6538
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Sembrado de la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 en la superficie del
agar

Dispensacion de los cilindros en las
placas Petri

Incubacion de las placas Petri a 37°C por 24 horas
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Anexo N° 12. Lectura de los resultados de los halos de inhibicién




Concentracion al
50%

Concentracion al 25% e Concentracién al 75%

Control positivo (+) - ] < > ontrol negativo (-)
Oxacilina - - agua destilada

Concentracion al 50%

Concentracion al 75%

Concentracion al 25%

N

s

o
A ,;it'

» ‘ '. ¥
< 1 -
. - *,’
Control positivo (+) o :
Pl _ —

Control negativo (-)
agua destilada

® -

Oxacilina

-
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Concentracion al 50%

Concentracion al 25% Concentracion al 75%

Control positivo (+)
Oxacilina

Control negativo (-)
agua destilada

Concentracion al 75%

Concentracion al 100%

Concentracion al 50%

Control positivo (+)

Concentracion al 25% Oxacilina
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Anexo N° 13: Instrumentos de recoleccion de
datos del analisis organoléptico

IE.“:] UNIVERSIDAD INCA GARCILASDO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCLAS FARMACEUTICAS ¥ BrOQuUimbcA

Anexo N° 14. Ficha de validacion del instrumento
de analisis organoléptico

} UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

VALIDACION DEL INSTRUMENTO
ANEXKD

IH STRUMENTO DE RECOLECCIIN DE DATOS PARA EL ANALIZE
ORGANOLEPTICO DE LATEX DE Croron leshlen [SANGRE DE GRADO)

1. DATOS GENERALES
1.1, Apellido y nombres del experto 1

1.2. Cargo e Institucion donde labora

'
ol
1.3 Registro colegio profesional RO

FICHA DE OB 3ERVACION

1. 4. -Nombre de instrumento Recoleccion de  datos para ol ANAISIS
Fundamento: L identificasidn a fravis de las camcleristicas opanasléaptizas as un

wgqanolaptico  de latex de Croton lechleri
earnen preiminar de b droga g se basa en b vala@ciin par medo de ks drganos de

Instrucciones: Luego de analizar el natrumento v cotejar la investigacr ) MmNz e

consistencia, le solicitamo Que, en base a su cntero y ] Wal, v ¢
los sentidos; induye olar, el sabar, y Bclo. SBirven de mada onenbativae. dicho Instrumento para su aplicacon Para cada criterio considsre jonde
Insfrucclonas: En ls muesta die Ees de Crodon ieohleml (sangre die grada), descritia 1.-Muy poca 2.-Poca 3.-Regular 4. -Aceptable 5 -Muy aceptable
=S caracleristicas organalipticas, sepin la kyenoa descita: SNTUACHOR
UNTUAC
INDICADORES CRITERIOS T s T8
AMALISIS ORGAMOLEPTICO DEL LATEX DE CROTON LECHLERI 1. Clandad £l nstrumento esta formuiado  con un lenguaje
apropado
2. Objetvidad £l nstrumento evidencia recojo de datos observables
CARACTERISTICAS OBSERVACIONE S '3, Actualidad £l nstrumento se adecua a los critenos
antif v 1ecnoloe
e Organizacion =1 instrumento tiene una organizacion logea
1. Calar Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
qQue v el Instrumento
2. Qlor 6 Intencionalidad | Es adecuado para relacionar las vafiables en mencial
et e eria < de la
' 7.-Consistencia Se basa en aspects
3. sEmor 4 farmaceéutca como
| herencia Exmte coherencia y rela T ol
L 8.-Cohe indicadores. las dimensione ariables
4. Texiura sponde al proposito de |a
"9.-N dologia La estralega respo PvY X
| 3= Mato g problematica de @ investigacon
= [Elabarackin: los ajeculores I - : nto muastra la relacion entre
dhsrertinencs : '::;‘;:":::‘;;: v’h-‘ 1a Investigncidn y su adacuacion ) y
co dabctios
| método clentifico
a  Layenda: |- b .
1. Qlor: Ammdbco, abkboeo, alkandorads,  sin aloe,  bebal,  mauseabandi, o

desagradable, a pspecia, e,

Cabor: Unifarne o =i prasents ragmentas distintos oolor.

Sabor: Puede sor dulce, smargoe, acdda, salino, astingente, ponzante,
ArcmAtico, e,

Taxfura {factn): visoosa, lisa, dspena.

. PROMEDIO DE VALORACION: A A

o thha
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Anexo N° 16. Ficha de validacion del instrumento de la
prueba de solubilidad del latex Croton lechleri Mull.
Arg.

Anexo N° 15: Instrumentos de recolecciéon de datos
para la prueba de solubilidad

|

LE:l] UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
— FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ BloQUIMICA
} UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
ANEXD FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
IN STRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA PRUEEA DE
SCLUEILIDAD DEL LATEX DE Cromon lechian | SAMGRE DE GRADD) VALIDACION DEL INSTRUMENTO
FICHA DE OB 3ERVACION 1. DATOS GENERALES: ‘ ‘
Fundamanfo: La salubilidad e una medida de la capacided de disslverse una 1.1. Apellido y nombres del experto: Mg . F. Fecp, Tawnte. Hervids
deferminada sustancia (solulo] en un determinade medio (sobaarte); implicitaments se 1.2 Cargo e Institucion donde labora Wegrile - LI €V
caresponde con la maxima cantidad de salato disselis en una dada cantidad de 1.3, Registro colegio profesional (2497
sabesrbe 3 una lemperatura fija 1.4.-Nombre da instrumento Recoleceion de datos para la prueba de solubilidad del
latex de Croton lechleri (sangre de grado)
Insfrucclones: A parir de fa balera de babos de ensayo para la prucka de soluxlidad (oon Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacion con la matniz de
Il de moesta wegetal y 'ml de cada ung 9o los sovvenies Sescrles o la lakla) abserar consistencia, le solicitamos que, en base a su criterio y expenencia profesional, valide
los resukados axpresados Dol (] nsalunk [+ Ligeramenle soluble, {+=] Solunie, (+++] Kuy dicho instrumento para su aplicacion Para cada cnterio considere la escala de 1 a 5 donde
Eoluble =
1.-Muy poca [ 2-Poca | 3.-Regular 4.-Aceptable ' 5.-Muy aceptable

FRUEEA DE EQLUBILIDAD DEL LATEX DE CROTON LECHLER)

PUNTUACION
INDICADORES ‘ CRITERIOS S e TE1
- UI "II sm"ﬁ' .“ —_—_— . —_ . - - . . .
- SOk - 2 6. Claridad El instrumento esta lormulado  con un lenguaje L,
_ ol | apropiado ] | | Pl
1. A destilada 7. Objetividad El instrumento evidancia recojo de datos observables @
2. Etanal 8. Actualidad } El instrumento se adecua a los critenos I
| cientificos y tecnoldgicos ol !
37 Br anizacion Ei instrumento tiene una organizacion logica 2. \
5. Eter de Pesrien i —_—
10. Suficiente | Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
que conforman el nstrumento 9
4. Cloraloemo B e b, S
I"6.- Intencionalidad | Es adecuado para relacionar las variables en mencidn
3 M-t 7-Consistencia | Se basa en aspectos tedricos cientificos de la
!armaceul;ca como de la biogquimica L
B- Cielohuxano 8.- Coherencia T Existe coherencia y relacion de los items,
\ indicadores, las dimensiones y las variables.
¥ Moelio de elily I'9-Metodologia | La estrategia responde al proposito de 1a
problematica de |a investigacion

Elaboracion: bas sjecwarss 10.- Pertinencia ‘ £l instrumento to muestra la relacion entre los

| componentes de la investigacion y su adecuacion al
método clentifico

Total 2
LA:"F'I:"!“: I == i

*# i) Insaludle : La solublidad no se vikualiza. OMEDIO DE VAL

* [+iLigeramants salubis: La solubiidad anleve. o

* [++] Eplubla : La sclubiidad es medaerada. 3140 L“.“_" .'L‘)"" —t
-

(+==|Muy Eoluble : Lasclubliidad es izial.

Tigo [ vibsaghow )
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Anexo N° 17: Instrumentos de recolecciéon de Anexo N° 18. Ficha de validaciéon del instrumento
datos de la marcha fitoquimica de la marcha fitoquimica

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

Lii] UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIoQUIMICA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ BIOQUiMICA

IN ETRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOE FPARA LA

MARCHA FITORUMICA DEL LATEX DE Cratan echicn [FANGRE DE GRADO) VALIDACION DEL INSTRUMENTO
FICHA DE OB SERVACION
ﬂb]ﬂ'“'l'ﬂ: identificar s metabolitos presentes en el Biex de Snanon fechken (sangre de 3
gramsal. 1.1 Apellido y nombres del experto (b TS % v S \ by ol
1.2 Cargo e Institucion donde kabora Lrmmnie 5.

Instrucclones: Emplear los mactivos wo sanenhes descrilos @n la b para identifcar los

metabolilcs secundanos ¢ pimarics ded e de Srofon echler fsanpre de grado) 1.3. Registro colegio profesional Q3NN
I . 1.4.-Nombre de instrumento Instrumento de recoleccion de datos para In marcha
MARCHA FITOEUIMICA DEL LATEX DE CROTON LECHLER! filoquimica del litex de Croran lechleri (sangre de grado)
M WETEEOLITO | REACCION | REACCION EOITIVE | REIULTADD | Instrucciones: Luego de analizar af nstrumento y cotejar la Invastigacion con la matriz de
Fn'\.-h'ln@ T okorackn roqn ladnlo consistencia. le solictamos que, en base a su criterio v experiencia profesional valde
CRISUHILMA | S B > =
dicho instrumento para su aplc Para cada criterio considere la escala de 1 a 5 donde
FelCl Colrackin werde o azol
UM LS RS eI TS . l — = -
TEanna Fraciolads denes D anss __1.-Muy poca L 2-Poca | 3.-Regular | 4.-Acoptable | 5.-Muy aceptable ‘
I AMPLES = =
Ehivoda Chalconas. na hay coloracidn , INDICADORES CRITERIOS } PUNYUACIGN :
[ 120 16 1%
| Eoflavanonas: Smanlc rofzos 11. Claridad Elinstrumento estd formulado con un lenguaje | | | | ]
v
FLAMDMINL=S Flavaronoles: rofo a magenia l— — S A propaan e | S N
| 12. Objetividad Elinstrumento evidencia recojo de datos observables
Flavonas y lasonokes: amalio | v
a roje 13. Actualidad | Elinstrumento se adecua a | Y m V0t =it
— | £ a los criterios
ARIDUIARIRAS ¥ HLASUROILES Fo=Ennam CaIDrasEn rof ascuna cientificos y tecnolégicos 5
CArECLUEE h‘l Organizacién | Elinstrumento tiene una organizacion Bgic T I & 1
ARINDALCIDOS UERES ¥ GHUOS HinfiEina ol Cracian vilaced jasss | e $:01a8n 288 gies /
ARIKLIS g + — 4 g
Dragendord EredEiads naranE | 15. Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
| que conforman el instrumento ¥
ALCALDLES Warpar Frociotadn bance 6.- Intencionalidad : Esadecuado para relacionar las variables en mencion =1 s
bermrand Frecipiado Tanco | | /
: - ! el = e
S OneerSC e i o Ao e el I - e 0 o=n 7.- Consistencia | Se basa en aspectos tedricos ciantificos de la
| farmacéutica como de la bioquimica s
HAF | AOUTRORAS, Eomirager [HaliH oCrac o roja — Readirtiaine wtl e
B HACUA A T 5%} 8.- Coherencia Existe coherencia yrelacion de los (tems 2
SHIIAMDNAS ic l mensiones y las varables | |
=0 man - Eslernides: vende — azd 5 indicadores, las dimensh : ARl et + S e e
NI B ERUILES ¥ ES L burchard Trlerpenoies: Raj — narana Q.“.(odologu La estrategia responde al D'Op\ostlﬂ de la p
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[F— L<[F=F Ty =) Fomadan o 0.5 & 1o o pronter:éh:a de la ivgsl;;n:: |
EEpLET Ecnuma eciable nor 45 mn 1 40.- Portinencia | Elinstrumento muestra la relacion entre los |
o L e e BHalel ol oraclon. anas anjada I
a investigacidn y su adecuacidn al v
HHWGOH oo & Fluorezoonoa coleshe componentes de 9 y ‘ | |
CURAHIMAS HaH 105 métado cientifico l
walnillina T olorac in acd = 1 ]
ILELIHEMLRLES clarhidrica Tota = - i
Vil nilina = FCl Fofo grosala ;f,{
pr M. PROMEDIO DE VALORACION: ..ol cciciaias
Elaioracikin: las sjscutaras
Legandn
a0 : la oolmeris o zremzdmic mo e eadencs
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Anexo N° 19. Instrumentos de recoleccion de datos para la Anexo N° 20. Ficha de validacion para la determinacion del
determinacion del efecto antibacteriano del latex Croton lechleri efecto antibacteriano del latex Croton lechleri frente a S.
Mull. Arg. frente a S. aureus ATCC 6538 aureus ATCC 6538

g : UNIVERSIDAD INCA GARCILASD DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ BloQuimica

M ETRUMENTD DE RECOLECCION DE DATOE FARSA DETEAMIMNAR EL
EFECTO ANTIBACTERIAND DEL LATEX DE Crofon fechicr | 3ANGERE DE
GRADD] FRENTE A SEphylooaccus aoreus

ElGHS DE O BERY S CION

DBJETIVO.  ldentificar la  sensibilidad  del  Staphplocococus  surews  frente &
camncantraciones de IS S0% TR ¢ 100% ded Hbex de Crofon lBcien’ [Sangre de
gracka).

FUNDAMENTO: El métods de difusion en agar Cilindro-placa, basads en el trabaje de
Kirby Babuer, validado per el Mational Committes for Chnical Labsratary Standards
(MOCLE) es wilizacs pars b determinscian el electa antbacteniann de los antibiaticos,
cama b estipula la USP 20, en su apartads de prosbas biclogicas (arsbisticos
walsraciones micrebiokdgicas).

INSTRUCCIONES: Medir can una regla o vermisr en mm, las hales de inhibizidn en
carks placa, sapin cads conceniracidn v reqistrar kos datas =n la abla,

FEGH&:

Leciura de ios halos de infibicdn en mm por o maeioda de difustn en agar cindno
placa &n 100 pl

Escala de Intarpretacian Duraffowrd y Lapaz:

Buika (-} para un ddmetrs inferior & 8 mm.
Sansile (&) paa un didmetre camprendido eatre 8 5 14 men
Piry sensibe (s4) pass un digmetna entre 14y 30 mm
Sumamente seasike (44 para un didmetro supericr 3 20 men
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Anexo N° 21. Equipo de medida para los halos de inhibicion

——mn

METROLOGIA ¥ LABORATORIO S A.C.

m Meftrolab

CERTIFICADO DE CALIBRACION MLL-002-2018

Pagina : 1de 3
Focha de emision :  2018-02-21

1. SOLICITANTE : YOBEL SUPPLY CHAIN MANAGEMENT S. A,

DIRECGION * Av. San genaro N" 150, Urb. Molitalia - Los Olivos
2. INSTRUMENTO DE MEDICION : PIE DE REY

MARCA CMITUTOYO

MODELO . CD-6" ASX-B

N° DE SERIE : 14906882

ALCANCE DE INDICACION : 0 mm - 150 mm

RESOLUCION £ 0,01 mm

CODIGO N® : CDC002 (%)

PROCEDENCIA Japon

TIPO DE INDICACION Digital

LUGAR Y FECHA DE CALIBRACION : Laboratorio de Metrolab, 19 de febrera de 2018

3. METODO Y PATRON DE MEDICION

Lacallbernserealeorcomparadondlmsogon PC-012 Edicion 5ta - Agosto 2012
de de ple de rey.

Anih patron, sede N* 120470, con certificado de calibracion N* LLA-465-2017.
Cilindro patron, serie N° 1005812, con certificado de calibracién N* LLA-467-2017
Blogue patrén grado 0, serie N* 8810083, con certificado de calibracidn N° LLA-262-2017
Blogue patrén grado 1, sarie N 8909270, con certificado de calibracian N° LLA-C-043-2017
CalhadospotallNACAL-DM con trazabllidad a los patrones nacionales y en concordancia

con el mmam«mm (sl)

CONDICIOﬂa AMBIENTALES
La calibracion: MIIO bajo las sigulentes condiciones ambientales:

4,

Av. Guardia Peruana N° 381 Urb. Matellin| - Chorrin
Teléfonos: 637 3138 | 6373139 Entel: 994 221 268 RPG: gu7 e .

email: atancion_al_cliente@metrolabsac. com / egia@metrolabsac.com / soporte :_tecnico@
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