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RESUMEN

En esta investigacion como objetivo principal determinar el efecto antibacteriano
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco)
en cepa de Staphylococcus aureus in vitro. Para evaluar el efecto se utilizé en
método difusién en Agar (Kirby - Bauer), frente a cultivos de Staphylococcus
aureus ATCC 6538, sembrado en TSA (Agar Soya Tripticasa). En este estudio
se trabajé con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L.
(amor seco). Se identificaron metabolitos secundarios son: alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, aminoacidos, naftaquinonas,
antraquinonas y antranonas, metabolitos responsables del efecto antibacteriano.
El estudio se realizé en distintas concentraciones 20%, 50% y 70% para el
tratamiento con 3 grupos y 5 repeticiones con un total de 15 placas comparado
con ciprofloxacino 150mg/ml es control positivo y el blanco es Dimetil Sulfoxido
(DMSO). Después de incubacion durante 24 Horas, se procedio a la lectura de
los halos con el isntrumento vernier. El extracto hidro-alcohdlico al 70 % de las
hojas Xanthium spinosum L. (amor seco), que posee efecto antibacteriano segun
la escala de Duraffourd, con un halo de promedio 20.3mm sumamente sensible
y en el extracto hidroalcohdlico de 50% con un halo de inhibicion promedio
18.2mm medianamente sensible, al 20% fue nula, la concentracion 50 y 70% del
extracto de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) poseen efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538. Se
observo segun las pruebas de ANNOVA'Y TUKEY (fig. 6y 7).

La actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco), con un halo de inhibicidon promedio 20.3mm,
es sumamente sensible, comparado con el control positivo (Ciprofloxacino) con
un diametro de 30.9 mm es nula la sensibilidad. Segun los parametros criticos
(INS).

Palabras claves: Xanthium spinosum L, Staphylococcus aureus,
antibacteriano



SUMMARY

The main objective of this research is to determine the antibacterial effect of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Xanthium spinosum L. (Amor Seco)
against the Staphylococcus aureus strain in vitro. To evaluate the antibacterial
effect was used in diffusion method in Agar (Kirby and Bauer), against cultures of
Staphylococcus aureus ATCC 6538, sown in Agar Soy Tripticasa TSA. In this
study we worked with the extract of the leaves of Xanthium spinosum L. (Amor
seco). Secondary metabolites were identified: alkaloids, flavonoids, phenolic
compounds, tannins, amino acids, naftaquinones, anthraquinones and
anthranones, metabolites responsible for the antibacterial effect. The study was
performed in different concentrations 20%, 50% and 70% for treatment with 3
groups and 5 repetitions with a total of 15 plates compared to ciprofloxacin
150mg/ml is positive control and the target is Dimethyl Sulfoxide (DMSO). After
incubation for 24 hours, inhibition halos were read with a vernier. The
hydroalcoholic extract at 70% of the leaves Xanthium spinosum L. (Amor Seco),
which has antibacterial effect according to the Duraffourd scale, with an average
inhibition halo of 20.3mm highly sensitive and in the hydroalcoholic extract at 50%
with an average inhibition halo of 18.2mm moderately sensitive, at 20% it was
null, the concentration 50 and 70% of the extract of the leaves of Xanthium
spinosum L. (Amor Seco) have antibacterial effect in vitro in strains of
Staphylococcus aureus ATCC 6538. It was observed according to ANNOVA and
TUKEYtests (fig.7).

The in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of
Xanthium spinosum L. (Amor Seco), according to the Duraffourd scale with an
average inhibition halo of 20.3mm, is extremely sensitive, compared to the
positive control (Ciprofloxacin) with a diameter of 30.9 mm is zero sensitive.
Accordingtocriticalparameters(INS).

Keywords: Xanthium spinosum L, Staphylococcus aureus, antibacterial
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INTRODUCCION

Uno de los problemas en el Peru en salud publica son las enfermedades,
infecciones que afectan en mayor porcentaje a la poblacion en general, por lo
que es necesario aplicar la prevencion ofreciendo un tratamiento natural y

accesible para toda la poblacion especialmente para las comunidades rurales.

En la Asamblea llevada a cabo en el 2014, de la Salud Mundial (OMS) en diche
reunior se llegaron a un acuerdo en poner en marcha un plan de accién a gran
escala, de consideracion global para minimizar y poder enfrentar la resistencia a
los antimicrobianos, que involucre la participacion de paises en todas las
regiones que se enfoquen a dar una informacién masiva en concientizar y educar
sobre la resistencia antimicrobiana, optimizando su uso de estos
antimicrobianos, para poder reducir la incidencia en las infecciones y la
diseminacion de estos microorganismos que sufrieron tumaciones en favor para
crear resistencia de esta manera asegurar una calidad de vida en los pacientes
que usan con frecuencia estos medicamentos asi mismo disminuir la resistencia

antimicrobiana. ©)

Las enfermedades infecciosas causadas por staphylococcus aureus, pueden
volverse mortales si las bacterias invaden e ingresan en el torrente sanguineo, y
contaminar a las personas que sanas por esta bacteria staphylococcus pudiendo
perjudicar la salud, poniendo a la vez en riesgo su vida por eso es un problema
de salud publica, de alcance mundial que afecta, sobre todo en poblaciones
vulnerables como son las personas de bajo recursos o mas pobres, “su
capacidad de virulencia, la dificultad en el tratamiento y capacidad para
manifestar brotes epidémicos mantenidos en los establecimientos de salud, en
especial a los hospitales donde se convierten posiblemente en las bacterias
patdgenas de importancia médica y por ende en relevancia epidemiologica y

clinica en el interior de los hospitales” ®

En la actualidad conociendo el problema y la necesidad de la poblacién en
general, se realizé el presente estudio que pretende comprobar la actividad
antibacteriana de las hojas de Xanthium spinosum L. “Amor seco” en cepas de

S.aureus, , con el interés de constituir una opcion al tratamiento en las patologias



causadas por estos patdégenos, demostrando que existen productos alternativos

para la prevencion de infecciones.

CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion de la realidad problematica
El Peru es uno de los paises mas diversos del mundo, desde la existencia
de las antiguas culturas, el poblador andino se ha adaptado a convivido en
relacién con su medio ambiente y los propios recursos obtenidos de la
naturaleza, aprendiendo a obtener sus recursos basicos como alimentacién,
vestimenta, y salud; “sus riquezas en cuanto a las plantas con fines
medicinales son extensas, segun estudios estas pueden llegar a ser mas de
4,420 especies de usos conocidos por las poblaciones oriundas de tal
manera que estas forman un inmenso porcentaje que se ubican en zonas

andinas”. ()

En la ultima década un elevado porcentaje cerca del 80% de la poblacién
mundial ha hecho uso de las plantas con fines medicinales para tratar una
serie de enfermedades o dolencias, porque estan al alcance de la poblacion
en general y mas baratos que los productos sinteticos, segin Rueda JKC @
el interés por las plantas medicinales es cada dia mayor por el mismo hecho
que un alto porcentajes de las medicinas provienen de ellas siendo

importantes por sus grandes aportes a la medicina moderna.

En estos ultimos 30 afios en el Peru, la primera causa de muerte se debe a
las afecciones de tipo respiratoria aguda baja sobre todo en nifios y
ancianos, la infeccidén intestinal (diarreas), la tuberculosis, los trastornos
respiratorios perinatales y por deficiencias nutricionales entre ellas las

anemias. @)



Diversos estudios a lo largo de la historia ha demostrado que el ser humano
siempre ha estado susceptible a adquirir multiples enfermedades producidas
por diferentes microorganismos patdgenos, uno de estos microorganismos,
es el S.aureus considerado una de las especies principales causantes de
graves infecciones, que puede producir una gama de enfermedades, que
pueden ir desde las infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente
benignas, como son las conjuntivitis, hasta enfermedades de mayor riesgo e
importancia, como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, 0 neumonia.
Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por
presencia fisica de S.aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilocécica
secretada por la bacteria- 4)

El Staphylococcus aureus ha tomado importancia en los ultimos afos por la
aparicion de nuevas cepas resistentes a la Meticilina denominadas S. aureus
meticilino resistente (SAMR), ademas por su elevada morbimortalidad, lo

cual le confieren importancia como patégeno- )

“Actualmente el 28% de las cepas de S. aureus aisladas en Espafa son
resistentes a meticilina como es la oxacilina y cerca del 97% de los SARM
son resistentes a ciprofloxacino” (5) muchas veces estas nos dejan sin
alternativas para el manejo en el tratamiento de las infecciones
antimicrobianas. Por lo general se han buscado alternativas ante esta
necesidad donde la resistencia a los antimicrobianos crece de una manera
exponencial, reduciendo asi la posibilidad al tratamiento frente a
enfermedades, prolongando asi el tiempo y deterioro de la salud de los
pacientes de esta manera los médicos tratantes se ven obligado a utilizar
medicamentos costosos, de esta manera se alarga la estadia del paciente
haciendo mal uso de los recursos del hospital o nosocomio y aumentar el

riesgo de otras enfermedades contaminantes.

En el Peru la salud publica constituye un grave problema, siendo las
infecciones las que afectan en mayor porcentaje a la poblacién en general,

gue obliga a tomar otras alternativas de promocion y prevencion ofreciendo



un tratamiento natural y accesible para toda la poblacion especialmente para

las comunidades rurales.

Por lo mencionado lineas arriba, el uso de las plantas medicinales se presenta
como una ventaja natural de mejor alternativa para hacer frente a diversas
enfermedades, y las bondades de los vegetales como opcion medicinal de
los extractos obtenidos de la hojas de la especie Xanthium spinosum,
perteneciente a la familia Asteraceae de acuerdo con Sudararaman PDC
manifiesta que los “metabolitos secundarios de esta especie presentan
actividad farmacoldgica con varios principios activos,los cuales se puedesn

atribuir propiedades medicinales entre otras”. )

Conociendo la problematica actual y necesidad de la poblacién en general,
se realiza el presente estudio de investigacién in vitro que pretende
comprobar la actividad antibacteriana de las hojas de Xanthium spinosum
L. “Amor seco” en cepas puras ATCC de Staphylococcus aureus, mediante
el estudio antibacteriano de tipo experimental en laboratorio in vitro, con el
proposito de constituir una tratamiento de tipo natural con principio
terapéutico a las patologias causadas por estos patdégenos, demostrando
que existen productos alternativos para la prevencion de infecciones, lo cual
generara beneficios sociales y econdmicos para la humanidad, por otro lado
contribuirda a que se tenga como referencia para otros trabajos de
investigacion posteriores en el campo farmacoldgico y el uso adecuado de

plantas medicinales.

1.2 Formulacién del problema

1.2.1 Problema General
¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de
las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) en cepas de

Staphylococcus aureus?

1.2.2 Problema Especificos



¢, Cuales son los metabolitos secundarios responsables de la actividad
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Xanthium spinosum L. (amor seco) en cepas de Staphylococcus aureus?

¢ Existira una concentracion con efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) en

cepas de Staphylococcus aureus?

¢, Cual es la actividad antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco), comparado con

Ciprofloxacino frente a cepas de Staphylococcus aureus?

1.3 Objetivos

1.3.1

1.3.2

Objetivos General
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico
de las hojas Xanthium spinosum (amor seco) en cepas de

Staphylococcus aureus.

Objetivos Especificos
Determinar los metabolitos secundarios responsables de la actividad
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas Xanthium

spinosum L. (amor seco) en cepas de Staphylococcus aureus

Determinar la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco) con efecto antibacteriano in vitro en

cepas de Staphylococcus aureus.



e Comparar la actividad antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco), comparado con

Ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus.

1.4 Justificacion e importancia del estudio
Las enfermedades infecciosas generadas por Staphylococcus aureus,
pueden producir dafios a érganos vitales pudiendo ser mortales si las
bacterias logran invadir para luego ingresan al organismo atraes del torrente
sanguineo, alojandose en diferentes sitios con son las articulaciones,
huesos, corazén o invadir al sistema respiratorio, fuera de esto, pueden
infectar a personas sanas desarrolldndose en ellas infecciones por
staphylococcus poniendo en riesgo el equilibrio de la salud , convirtiéndose
en un gran problema de salud publica de gran escala afectando con mayor
frecuencia a los paises en vias de desarrollo, sobre todo el aquellos grupos
donde la etapas de la vida son los extremos, en este grupo estan los nifios y
ancianos, llegando hacer patégenos asi mismo su virulencia, la dificultad de
tratamiento y capacidad en producir brotes epidémicos en menor o mayor
escala, de esta manera esta bacterias en los hospitales le convierten en
posiblemente en los microorganismo de mayor importancia clinica en la

epidemioldgica y clinica dentro de los nosocomios” ()

La resistencia actual a los gérmenes, a los antimicrobianos se constituye un
problema serio ante la salud en todos anivel nacional y mundial y un reto
mayor para el futuro. La resistencia que mayor preocupacién causa es el
Staphylococcus aureus que es resistente a varios medicamentos de amplio
espectro y mediano espectro como es la meticilina, que, por mucho tiempo
ha sido catalogada como una bacteria que segun estudios es considerada
exclusivamente de tipo nosocomial, pero recientemente se considera como
la causante importante de infecciones adquiridas. El antibiotico de eleccion
considerado para esta bacteria, que es responsable de varios problemas de
infecciones post operacionales, como las de origen quirurgica e infecciones
urinarias, mucosas, piel, hasta hace unos afios el antibiético como la

cefalexina. Recientes reportes han considerado a este antibiético como de

6



baja actividad sobre el S. aureus . asi mismo se han reportado como
alternativa terapéutica a los betalactdmicos que pueden ser utilizados para
el tratamiento de infecciones por esta bacteria, con la combinacion de los

inhibidores de betalactamasas como son los sulbactam y tazobactam. )

En la Asamblea de corte mundial que se llevan a cabo cada cierto tiempo
(2014) la OMS, la Salud Mundial, se ha consensuado la necesidad de un
plan de accidén global para combatir la resistencia a antimicrobianos, que
involucre a paises en todas las regiones con la finalidad de concientizar,
educar, informar sobre el uso racional de medicamentos antimicrobianos
para evitar en cierta forma la resistencia antimicrobiana, optimizando su uso
de estos sintéticos antimicrobianos, para reducir el porcentaje de la
incidencia de las infecciones asi mismo evitar la diseminacién de los
microorganismos resistentes con mutaciones en su ADN y asegurar la lucha
frente a la resistencia antimicrobiana que se convierte en un problema de

salud- ®

El Xanthium spinosum L.es una planta que es empleada en la medicina
popular, por sus multiples propiedades medicinales, “son muy pocos los
estudios de corte cientificos que se han llevado a cabo con la misma,
destacando especialmente su actividad sobre el sistema digestivo. Entre
ellos podemos mencionar algunas investigaciones realizadas con esta
especie vegetal pudiendo resaltar el uso del extracto acuoso de las hojas
del X. spinosum en una concentracion de 0,25 mg/ml, exhibid inhibicion en
la degradacién de insulina” - Por las razones mencionadas lineas arriba se
realiza esta investigacion contribuyendo de esta manera a poder crear los
principios para futuras ensayos clinicos, que abarque no solo in vitro si no

también in vivo.

En vista de la situacion y la necesidad que tiene la poblacién, se evaluara la
actividad antimicrobiana del extracto de las hojas Xanthium spinosum L.
“Amor seco” en cepas de Staphylococcus aureus, y estos resultados puedan
ser utilizados como alternativas de control contra este patdégeno y de esta

manera poder aportar a la comunidad cientifica los conocimientos que seran



fundamentales en el desarrollo de farmacos naturales con actividad
antimicrobiana  frente a microorganismos patégenos de este tipo,
permitiendo que la poblacién de bajos recursos econdmicos puedan acceder

a un menor costo a esta alternativa de tratamientos para infeccion.

¢ Limitaciones de la investigaciéon

En el desarrollo de la investigacion se visualizaron algunas limitaciones: en
la correcta manipulacion de la cepa en proceso de estudio, y que un
incorrecto uso de las buenas practicas en manipular pudo haber
contaminacion en el laboratorio, la observacion fue levantada por nuestro
asesor quien nos apoyo6 dando una capacitacion para el manejo adecuado

de la cepa.

En el proceso de desarrollo de la marcha fitoquimica hubo limitaciones, en
adquirir reactivos fiscalizados también nos apoy6 nuestro asesor quien nos

facilito los reactivos que se utilizaron en proceso.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del Estudio

2.1.1 Nacionales

Colque O. (2016). En su trabajo de investigacion titulada “Evaluacion
etnobotanica en comunidades de Choquepata y Tipon, Oropesa,
provincia de Quispicanchi — Cusco”

Su objetivo fue documentar y poder rescatar el conocimiento ancestral
que posee la comunidad. Se utilizaron encuentas estructuradas y
semiestructuradas, para el uso de 77 especies vegetales en 78
pobladores con fichas etnobotidnicas descriptivas. Hallandose un total
de 14 usos, el indice de diversidad dio un resultado que el 91% de los
pobladores les dieron pocos usos a las especies vegetales, las
especies vegetales mas mencionadas fueron alqokiska (Xanthium
spinosum) y retama (Spartium junceum). Encontrandose dos indices
que fueron: el primer indice de valor de uso (lvu) donde se
mencionaron al alqokiska (Xanthium spinosum) y mutuy (Senna
versicolor) las especies vegetales con muchos usos medicinales, y el
segundo nivel de uso significativo tramil (UST) es el alqokiska
(Xanthium spinosum; 67,95%), retama (Spartium junceum; 67,95%).
En el estudio fitoquimico preliminar que se realizé a las dos especies
mencionadas anteriormente se obtuvo para la primera: compuestos
fendlicos, flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenos y saponinas,
para la segunda: compuestos fendlicos, flavonoides, esteroides y

triterpenos. (10)

Alarcon G. (2014). Su investigacion titulada “Efecto genotoxico de
plantas medicinales anti-inflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK

(amor seco) Ayacucho, 2013”

Su objetivo fue determinar Efecto genotdxico de plantas medicinales
anti-inflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum

Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK conocido como amor seco.
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En Ayacucho, Extraidos con alcohol de 80° los extractos
hidroalcohdlicos efectuando el tamizaje fitoquimico y la determinacion
genotoxico “in vitro en distintas concentraciones, exponiéndose en el
ADN genémico de linfocitos humano; la evaluacion del dafio
genotodxico “in vitro” que es determinado por electroforesis en gel de
agarosa con bromuro de etidio 1%, visualizado en luz ultra violeta. Los
metabolitos secundarios obtenidos en los extractos hidroalcohdlicos
de: “matico” fueron lactonas, alcaloides, flavonoides, taninos,
cumarinas, fenoles, quinonas, glicésidos y también cardiotdnicos; y en
el extracto hidroalcohdlico de “amor seco” flavonoides, fenoles,
alcaloides, taninos y quinonas; teniendo las mismas caracteristicas
organolépticas y solubilidad las plantas en mencion. La actividad
genotodxica en el ADN gendmico de los linfocitos humano, los extractos
de “yawar suqu” y “amor seco”, poseen mayor actividad genotdxico en
concentraciones de 50mg/ml y 100mg/ml diferencia del “matico”. El
dafio que se pudo observar es a nivel genotoxico es dependiente de

la concentracién de los extractos ; mas no asi del tiempo de incubacion:
(11)

Villanueva G. (2014). En su trabajo de investigacion titulada
“Actividad anti-inflamatoria de extracto de las hojas de Xanthium

catharticum HBK amor seco en Ayacucho-2012"

Su objetivo principal fue determinar la actividad anti-inflamatoria del
extracto de las hojas Xanthium catharticum HBK comunmente
conocido como amor seco, se desarrollaron en el laboratorio del
Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito-medicamentos (CEDACMEF). El tipo de estudio fue de corte
experimental, se determinaron los parametros fisico-quimicos del
extracto de la planta, el método utilizado fue en edema plantar inducido
por carragenina. Los extractos presentaron un caracteristico olor,
sabor con leve amargo, presenta su aspecto totalmente homogéneo,
resalta una mayor solubilidad en agua, humedad 5.,82% y 11.21% de
cenizas totales. Los metabolitos que fueron identificados son:

flavonoides, taninos, alcaloides, azucares reductores, lactonas,
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cumarinas, saponinas, fenoles, triterpenos, quinonas y esteroides. Los
extractos etandlicos de las hojas Xanthium catharticum HBK de la
planta en concentraciones de 80.0 y 180 mg/kg. con mayor efecto
antiinflamatoria a diferencia del ibuprofeno con un p<0,05. En
conclusion, los extracto etandlicos de Xanthium catharticum (amor

seco) tienen efecto anti-inflamatorio. (12)-

Vilcapoma E. (2013). “Actividad diurética del extracto atomizado de
Xanthium catharticum HBK vy niveles de sodio y potasio en la orina,

desarrollados en Ayacucho 2012”

Su objetivo fue determinar la actividad diurético del extracto atomizado
de hojas de Xanthium catharticum (amor seco) y niveles de sodio y
potasio en la orina. Se identificaron segun Miranda y Cuellar, los
metabolitos secundarios. Se utilizé el método de Naik y col, para la
actividad diurética. Los metabolitos secundarios presentes fueron: los
alcaloides, flavonoides saponinas, terpenoides, compuestos
aminados. Se empled 30 cobayos machos en seis grupos de cinco
cada grupo. Se administro al primer grupo solucién salina 2ml/kg, al
segundo furosemida 20mg/kg, al tercero hidroclorotiazida 10mg/kg, al
cuarto, quinto y sexto grupo se les administro 200, 400 y 800mg/kg del
extracto automatizado de hojas Xanthium catharticum HBK. La
actividad diurética se expresa segun la escala como modera a 200 y
400mg/kg en comparacion con la furosemida y mayor en comparacion
a la hidroclorotiazida. Los valores de sodio y potasio cuantificados en
orina eliminada complementaron la demostracion de la actividad
natriurético producido por el extracto atomizado fueron: 22,6mg/g de
sodio y 162,9mg/g de potasio. En conclusion, el extracto atomizado
presenta actividad diurética y natriurética y moderada con respecto a

furosemida y mayor actividad la hidroclorotiazida. (13)
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Riveros, Z. et al. (2017). Desarrollaron una investigacion titulada
“Efecto antihipertensivo del extracto de las hojas de xanthium
catharticum hbk comunmente llamado amor seco.

En este estudio su objetivo fue determinar el efecto antihipertensivo
del extracto de las hojas de Xanthium catharticum (amor seco) en
ratas albinas de laboratorio con hipertension inducida. Se emplearon
muestras vegetales de Xanthium catharticum. en el extracto
hidroalcohdlico se determinaron utilizando los ensayos cualitalivos de
colorimétricos y precipitacién; los metabolitos presentes fueron:
alcaloides, sesquiterpenos, flavonoides, compuestos quimicos como
los fendlicos, saponinas, los aminoacidos libres y antocianidinas.
Para evaluar el efecto antihipertensivo se utilizé el método de
induccion que se realizd por administracion cronica con D-NAME
40mg/kg mas extracto 100, 200 y 400mg/kgr, el 6to grupo de ensayo
recibio L-NAME 40mg/kgr mas captopril 100 mg/kg. La dosis que se
mostré con mayor eficacia antihipertensiva fue de 400mg/kg con
40,59%, y los grupos de 100 y 200 mg/kg, 33,96% Yy 28,58%, con un
efecto medianamente antihipertensivo con un p<0,05 y con respecto
al grupo control que recibié captopril 100mg/kg presento eficacia en
el 99,4% de casos. Se puede concluir, que el extracto vegetal que se
usaron las hojas de Xanthium catharticum HBK presenta moderado

actividad ante el efecto antihipertensivo. (4

2.1.2 Internacionales
Uria A. (2005), Realizo una investigacion “Evaluacion de la actividad
de cinco especies vegetales tradicionales sobre artritis experimental
inducida Xanthium spinosum; Verbena officinalis;, Sambucus

peruviana; Urtica urens; Smilax aspera”

La evaluacion de plantas para regular puede realizarse mediante un
estudio del modelo bioldgico. Para revisar el desarrollo antiartritico y
antiinflamatorio se utilizaron extractos vegetales de cinco especies
tradicionales. Para la actividad antiartritica se prepararon extractos

acuosos que fueron administrados via oral, a los animales de
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experimentacion a una dosis equivalente de 3g de planta seca /
kilogramo de peso corporal de la rata. (Dosis empleada para todas las
pruebas) Los resultados mas resaltantes de las pruebas bioldgicas
mostraron la actividad antiartritica en tres especies vegetales;
Xanthium spinosum L.; Smilax aspera L; Urtica urens L; presentan
buena actividad frente al control: Las especies: Verbena officinalis L.
y Sambucus peruviana H.B.K. tuvieron una baja actividad frente al
control. Los porcentajes de inhibicion de la inflamacion corresponden
al control Indometacina 53,8 %; la especie Smilax aspera L. 74.35%;
la especie Xanthium spinosum L. 57,69%; la especie Urtica urens L.
57,69 %; la especie Verbena officinalis L. 47,43%; y la especie
Sambucus peruviana H.B.K. 46.18% Se llega a la conclusion, que la
artritis reumatoide establecida bajo las condiciones experimentales en
el laboratorio permite la evaluacién de cambios ocasionados por la
modulacion del proceso inflamatorio por consiguiente este modelo
abre la posibilidad de estudiar el accionar de nuevas plantas y efectos

en la vigilancia de las diversas formas de artritis- (15)

Chamba K. (2016). En su trabajo titulado “Aislamiento para la
identificacion de metabolitos secundarios de Acanthoxanthium
spinosum”

En este estudio su objetivo fue elucidar e identificar las estructuras
quimicas de los metabolitos secundarios presentes en la especie
Acanthoxanthium spinosum (Asteraceae), el cual lo realizd
recolectando 300 gramos de hojas, tallos, flores secas y obtuvo de
estos los extractos de los 6rganos de la planta son considerados
como totales: hexanico, doclorometano, acetato de etilo y metandlico.
La técnica que se usaron es mediante técnica cromatografia
fraccionando 5 g. del extracto de acetato de etilo, utilizando los
siguientes solventes: hexano y acetato de etilo, con diferentes
polaridades preparadas para el estudio, 40,2, 30,2, 20,2, 15,2, 10,2,
4,2, como solvente final se usé el metanol. Asimismo, recolecto cerca
de 686 fracciones, de las cuales 45 de estas fracciones se

cristalizaron asi mismo mostraron cierta similitud entre ellas segun el
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analisis de las muestra, las mismas que fueron agrupadas,
posteriormente fueron analizadas mediante tecnologia de RMN y CG
—-EM, logrando de esta manera poder identificar cantidades de
terpeno conocido con el nombre de Estigma-esterol (C29H480),

asilado a partir de extracto son el solvente de acetato de etilo- @

Gutierrez MdP, et al. (2013). “Control de la Calidad del Xanthium
spinosum, como planta medicinal expedida en la ciudad de La Paz,

Bolivia”

Su objetivo fue establecer los parametros de control de la calidad y a
la vez la identificacion de esta planta como especie Xanthium
spinosum L., para ello realizaron analisis mediante micrografico de
los érganos de la planta como son las hojas y tallos que se utilizan
como protocolos de trabajo en el diagnéstica y la identidad, se
encontraron estructuras que propias de los tegidos de la planta como
los fragmentos de tricomas pluricelulares, vasos ligados a tejido,
parénquima con estomas, fibras lignificadas y parénquima cortical.
Ademas de ello se realizd el andlisis farmacogndstico que muestra
un porcentaje de humedad al 7,78%, de cenizas totales al 18,31%,
cenizas acidas 5,98%, elementos extrafios 0,58% e indice de
hinchamiento 19,46 ml. Asi mismo los analisis quimicos cualitativos
muestrn un alto contenido de compuestos presentes como los
flavonoides, taninos, ademas de ello se encontraron la presencia de
alcaloides y saponinas en menor proporcion. En la evaluacion
preliminar de la pruebas microbioldgicas realizadas para identificar
algun tipo de contaminacion nos muestran que las unidades
formadoras de colonias (ufc) estan dentro de los rangos establecidos
por la APHA. ©)

Scherer, R. et al, (2009). Realizaron una investigacion titulada
“Actividad antimicrobiana y analisis de los carboxiatractilosideo por
espectrometria de masas con ionizacion por electros-pray de

Xanthium strumarium L.”
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En el trabajo su objetivo principal fue pruebas microbiolégicas evaluar
la actividad antimicrobiana de las hojas Xanthium strumarium L. en
diferentes bacterias que frecuentemente suelen ser
contaminaminantes y producir cierto grado de infecciones como son
Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Clostridium perfringens, y a la vez
establecer el compuesto toxico carboxiatractilosideo en diferentes
partes de la muestra vegetal. Las bacterias S. aureus y C. perfringens
fueron mas sensibles en fracciones no polares que las polares, y para
las otras bacterias no se observé diferencia entre los extractos. El
carboxiatractilosideo fue identificado en cotiledones y en las semillas
de Xanthium strumarium L. no fue encontrado en las hojas en fase
adulto y en el caparazon espinoso que envuelve la semilla. Solo las
hojas de Xanthium strumarium pueden ser utilizadas para el uso

medicinal en fase adulta- (16)

2.2 Bases Teoricas

A. Descripciéon general

Xanthium spinosum L. “Amor seco”

Es una maleza muy comun en los cultivos y frecuente en los yuyales.
Alcanza entre unos 30 y 60 cm. de altura. Su flor amarilla siempre parece
cerrada ya que tiene pétalos muy poco desarrollados. El fruto esta
formado por una suerte de agujas negras, con unas cerdas en el extremo
que se enganchan apenas pasa rozandolas un animal o una persona. Esa
es la forma en la que se trasladan a otros lugares para reproducirse en
ellos. Los colonos alemanes de Itapua también se refieren a esta planta
con el sobrenombre de “piojo mendigo”. En castellano, el nombre vulgar
es “amor seco”. No son justamente nombres que indiquen aprecio hacia
ella. Aun asi, el pueblo reconoce y valora sus propiedades curativas. Se
usa en el tereré para combatir las afecciones producidas por exceso de

acido urico en el cuerpo. (17)
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“Es una especie ampliamente distribuida en los tropicos y sub — trépicos,
en Ayacucho crece como planta silvestre a los alrededores del camino, a
la ribera del rio, sélo falta cultivarla y cosechar para aprovechar sus

bondades terapéuticas” (18)

'L o Lk agh

Figura 4: Xanthium spinosum L. “Amor seco” (78

Descripcion botanica

Es una planta considerada como hierba con tamafo variado que van de
de 40 a 80 cm de altura, segun la zona geografica que se encuentre, los
tallos y ramas son espinosas, su color varia segun el desarrollo pueden
ir de amarillo a marrén, mientras que sus hojas son simples,
profundamente dentadas, con pelos blanquecino en su cara inferior y
pocos pelos en la cara superior, sus flores son llamativas ya que estan
distribuidas en los extremos de la planta con un color que son de

amarillas y marrén claro- (19). (20)-

Clasificacion taxonomica (20)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
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Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Ambosiinae
Género: Xantium

Especie: X, spinosum L.

Nombres comunes: amor seco, abrojos, arrancamofios, azotacristos,

cachuera, cadillo, cardo de la virgen, repegote. (20

Caracteristicas morfolégicas
Es una planta herbacea vertical y muy ramificada que generalmente

crece de 30-100 cm de altura- (8

Tallos: Los tallos son de color amarillo verdoso cuando son jévenes y
estan cubiertos con pelos finos (es decir, finamente pubescentes). Estan
armados con espinas que ocurren individualmente o en pares de su base
y se distribuyen a cada lado de los tallos y de las hojas (es decir, en las
axilas de la hoja). Estas espinas suelen ser de tres puntas y varias espinas
a primera vista. Son de color amarillo o blanco verdoso con puntas de 15-

50 mm de largo.

Hojas: Dispuestas alternativamente (2-10 cm de largo y 6-30 mm de
ancho) estan unidas a tallos (es decir, peciolos) de hasta 30 mm de largo.
Las hojas inferiores son generalmente de tres lobulos irregulares, o a
veces con cinco Iébulos, con el I6bulo medio mucho mas grandes que los
otros. Sin embargo, las hojas pueden ser insignificantes o estar ausentes,
dando a la hoja una forma alargada (es decir, lanceolada).

Las superficies de las hojas suelen ser de color verde oscuro vy brillante
con vetas prominentes de aspecto blanquecino, mientras que sus partes
inferiores son de color verde palido o de color blanquecino con una

cubierta densa de pelos suaves.
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Flores: Se producen cabezas florales separadas masculinas y femeninas
(es decir, unisexuales) en diferentes partes de la misma planta (es decir,
esta especie es monoica). Las cabezas de flores masculinas consisten en
numerosas flores diminutas (es decir, florecillas) que estan dispuestas en
densos racimos redondeados. Estas cabezas de flores masculinas estan
en la punta de los tallos, y son de color amarillento o blanco cremoso. Las
cabezas de flores femeninas de color verdoso se conocen comunmente
como cabezas de flores (o axilas), generalmente debajo de las cabezas
de flores masculinas. La floracién ocurre al final de la estacién de
primavera prolongandose hasta inicios de la estacion de otofio, pero es

mas abundante durante el verano.

Frutas: El fruto pueden ir de (8-15 mm de largo y 4-6 mm de ancho) es
verdoso cuando es joven, mas tarde se vuelve amarillento o de color
pajizo, y eventualmente amarronado a medida que madura. Es una "fresa"
ovalada (es decir, elipsoide) que contiene dos semillas. Estas "rebabas"
no tienen peciolo (es decir, son sésiles), finamente vellosas, y estan
cubiertas de numerosas espinas pequefias en forma de gancho (2-3 mm
de largo).

También tienen dos espinas pequefias o rectas o 'picos' en la punta (1-2
mm de largo), que pueden ser dificiles de distinguir de las espinas en
forma de gancho. Estas frutas se forman principalmente durante el final
del verano y el otofio. Las semillas marrones o negras (de alrededor de
10 mm de largo) se aplanan, y una de cada par es un poco mas grande

que la otra.

Distribucion Geografica

Es originaria del continente americano, segun estudios se han
encontrado en los paises del sur como son Bolivia, Chile, Argentina). (20)-
Se distribuye en todo el continente, siendo mas prevalente y mas comun
en la zona templada. Es una maleza importante en Australia,
la India, Africa del Sur, y las Américas. Xanthium strumarium se

encuentra en todo los Estados Unidos y es sobre todo una mala hierba
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de los cultivos agrondmicos y horticolas, viveros, y de vez en cuando

los pastos.

Principios Activos y compuestos presentes
En las hojas y ramas, presenta aminas, esteroles, triterpenos,

flavonoides, compuestos poliacetilénicos también existe silica, etc- (18)

Ademas de estos compuestos se encontraron acido salicilico, limoneno,
candineno, timol, alfa folandreno, taninos y sales como potasio, calcio y

fésforo, y apineno- (1)

Perfil quimico de la especie Xanthium spinosum

A continuacidn, se describen algunas investigaciones que demuestren el
perfil quimico obtenido de la especie en estudio.

La siguiente figura muestra la estructura de Ziniolide obtenido del extracto
metandlico de las raices de Xanthium spinosum, es un anti inflamatorio,
que inhibe rapidamente a los eicosanoides pro inflamatorios. Estas
dianas farmacolégicas son mediadores en la fiebre, inflamacion,
trastornos hepaticos y pulmonares, mordeduras de serpiente y diarrea
crénica, los cuales son los usos medicinales populares mas importantes

de esta planta- (22)

CH,
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Actividad biolégica de la especie Xanthium spinosum

A continuacién, se detallan las investigaciones caracteristicas en la

especie xanthium spinosum, basandose en su actividad biologica.

En la figura N° 3, se puede observar la estructura de xanthatin que se

caracteriza por su actividad antimicrobiana, bactericida y fungicida. El

mismo que es activo contra Colletotrichunm gloesporioides,
Figura 5: Estructura quimica de Trichothecium

roseum, Ziniolide (<2 Bachillus cereus y

Staphylococcus aureus: (2)

Figura 6: Estructura quimica de Xanthatin (2%

Usos y Propiedades medicinales de la planta

Es una planta reconocida por sus atributos de ser desinflamante,
ampliamente utilizada en las enfermedades que suelen estar
acompafadas con temperatura mayor a 37 grados, como pueden ser en
la gripe, cefalea, fiebre, catarros, infeccién de matriz, dolencias anivel
urinario, diarrea de infeccion, inflamacién de higado, vesiculitis, entre
otras, por lo general el uso frecuente son las ramas en cocimiento o como

liquido bebible en cebadas en agua- (19
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La planta entera se usa como estimulante del apetito, en procesos e
infecciones vaginales, en los descensos, asi mismo la planta entera se
puede poner en decoccién, utilizando este liquido entero, dejandose
enfriar y es tomado como agua de tiempo. Para las infecciones de tipo
renal suelen preparar un cocimiento de la planta. Entera, el liquido se
puede tomar una taza o tres veces al dia. Para adelgazar se hierbe uno
o dos manojos de la planta en dos litros de agua, tomar diariamente
pequefas cantidades por un periodo de veinte dias, suspenda el
tratamiento por una semana y continle otros veinte dias, seguir estas

indicaciones hasta obtener resultados favorables. 21)

Las hojas suelen ser utilizadas en abscesos, a la vez en procesos por
invasion de hongos o micosis. La planta estrujada se coloca sobre la piel
de la zona afectada. Para la conjuntivitis se obtiene el jugo de las hojas,
se agrega un poquito de sal comun, se aplica una gotita en cada 0jos,

esto se puede repetir tres veces al dia @1

La planta entera por sin raices se utiliza en la Hepatitis, la decoccién
de la planta fresca o seca se debe tomar una taza tres veces al dia. Para
la Diuresis se utiliza por lo general las hojas y se toma como agua de

tiempo. Como Anti-inflamatorio al igual que la diuresis. ")

Actividad antifungica de la especie Xanthium spinosum

Esta especie se caracteriza por su potente actividad fungica contra
patdgenos, debido a la presencia de triterpenos, d-limonene y d-carveol,
El compuesto antifungico de la planta fue identificado con el nombre de

4-0x0-1(%),2,11, (13)-xantahtriene — 12, 8-olid como d-acetil xanthin.

Actividad neurofarmacolégica

Dentro del género xanthium, la especie Xanthium strumarium siendo una
de las mas representativas de este grupo, mostré actividad depresora de
SNC (efectos sedantes y tranquilizantes) responsable de disminuir la

actividad cerebral.
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B. Extractos
Los extractos generalmente es una actividad para aquellos preparados
muy concentrados de consistencia medianamente solida también se usa
en liquidas o intermedias, son derivados frecuentemente de material
vegetal desecado, se obtienen al evaporar parcial o completamente el
solvente usado para este fin, (extractos) de origen vegetal. Ademas de
ello los extractos pueden ser clasificados de acuerdo a su consistencia y
concentracion del principio activo que estas contienen, entre ellas: estan

los extractos fluidos, secos, blandos y los crio-extractos. (24)

e Extractos fluidos
Son extractos de las plantas se extrae su compuesto considerado como
drogas vegetales que, en su concentracion prescrita de etanol, son
preparados que una parte de la droga corresponde a una o dos partes
del extracto, generalmente los extractos fluidos se extraen por

percolacion. (24)

o Extractos secos
Los extractos secos se necesitan un equipo especian con monitoreo para
evitar el deteriodo de los principios activos, estas tienen una consistencia
seca facilmente pulverizable, se extraen mediante evaporacion del
solvente y desecacion del sedimento. En pruebas de ensayo se piden
que los extractos deben tener una humedad mayor al 5.0%. Los extractos
secos son preparados muy estables (aunque en ocasiones resultan
higroscépicas) y facilmente manipulable; el disolvente usado es el alcohol
en diferentes concentraciones acompafado del liquido elemental que es
el agua. En la actualidad es posible obtener extractos secos por ser mas

estables, seguros y ser menos higroscopicos- (24

o Extractos Blancos
Los extractos blancos presentan una o varias concentraciones de los
principios activos, estan suelen ser mayor a la de la droga vegetal original
y poseen consistencia semisdlida. Como solvente se utiliza agua

purificada, destilada, también se puede usar mezclas hidro-alcohdlicas.
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Los extractos blancos son por lo general poco estables y se debe tener

cuidado al momento de manipular- 24

Crioextractos

Los crioextractos se extraen por molturacién de la planta usada, esta
droga vegetal es adecuadamente desecada, sometida a diferentes
condiciones de congelacion (-196°C), por la utilizacion de nitrégeno
liquido, de esa forma que los compuestos y principios activos no se
alteren por efecto de la temperatura se van desprendiendo en un proceso
de molturacion y dependiendo de la planta esta puede llegar a ser hasta
50 - 80°C., por lo general esta técnica son muy utiles para la extracciéon

de diferentes proteinas y enzimas. (24)

Métodos: obtencidon de extractos
Los extractos vegetales se obtienen por tres procesos fisicos, quimicos y
microbioldgicos, a partir de una muestra vegetal, actualmente utilizable

en los campos de la industria quimica, médico y farmacéutico. (25

Extraccién con solvente

Extraccion con diferentes solventes es un método de separacion de los

principios activos de la muestra vegetal en ponerse en contacto en el

disolvente, capaz de solubilizar dichos principios. (25

- Extraccion continua / progresiva. En esta extraccion tipo continua
o progresiva, el disolvente se va renovando y actua sobre la muestra
vegetal en la misma direccidén. La percolacion y el soxhlet son los

métodos que estan en este grupo: (25

a) Percolacion:
Percolacion es el meétodo mas usado en esta técnica de
extraccion, descrito en la Farmacopea Americana. Es una técnica
que consiste en extraer el menstruo (alcohdlico o mezcla hidro-
alcohdlica) traspasar el solido extraido de la droga vegetal que ha
sido pulverizada. En este método el tipo de extraccidon se efectua

en recipientes percoladores en cilindros, una extraccion casi total
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b)

<)

de los principios quimicos llegando hasta el 95%. Se debe
considerar el tiempo que la droga o de la muestra que permanece
en contacto directo con el menstruo (cantidad de disolvente). “La
percolacion es el método menos adecuado en el caso de
gelificacion o si las drogas vegetales son de mayor cantidad o
tener un volumen considerado” al inicio de la extraccion es
necesario humedecer la droga con el disolvente, obteniendo su
esponjamiento para facilitar la entrada del menstruo en las

membranas celulares. (24)

Repercolacién: este método se realiza con el equipo que consiste
en hacer recircular el mismo disolvente a través de la muestra

vegetal. (25)

Soxhlet: este método se basa en la extraccién solido-liquido
mediante un equipo que es soxhlet, a cierta temperatura, estos

tiene funcion de hacer recircular los vapores condensado- (2%

Extraccion discontinua o simultanea:

Extraccion discontinua o simultanea la maceracion, infusion, digestion

y decoccién son; métodos que estan dentro de este grupo y se

mencionan a continuacion:

a) Maceracion:

Maceracién es un método que se efectua a temperatura ambiente
proteger de la luz. La muestra vegetal debe ser fragmentado en un
disolvente agua, etanol, alcohol o glicerina para que traspase y
disuelva las partes solubles, se deja en reposo por un tiempo de
dos a 12 dias con agitacién de 2 veces al dia. Pasado los dias se
filtra, se exprime el residuo y se recupera el disolvente en un
rotavapor, la parte final se obtiene el extracto- (25

El tiempo de maceracion es variado, distintas Farmacopeas

describen tiempos que transcurren entre cuatro y diez dias. 24
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b) Digestion: este método se utiliza habitualmente en algunas
muestras vegetales que poseen principios activos de dificil
extraccion, por estar contenidos en las partes lefiosas de la

muestra vegetal, o quieran un calor prolongado. 25

©) Decoccion: este método consiste en transportar la mezcla de
drogas y menstruo a una temperatura de ebullicion del agua,
manteniendo una temperatura por un periodo rotatorio de 15 a 30

minutos: (25

C. Bacterias
El dominio de las bacterias estd compuesto por un inmenso grupo de
seres vivos que son, de manera general, unicelulares (formado por una

Unica célula) y procariotas. (26)

e Staphylococcus aureus

¢ Resena historica

El termino Staphylococus proviene del griego staphyle=racimo vy
kokkos=granos, denominacion principalmente otorgada por Ogston hacia
1880. En 1884 se presencidé relacion en infecciones, heridas y
ostemielitis, hasta nuestros dias en la actualidad en el mundo de la
Microbiologia Sanitaria de acuerdo a su potencial para provocar un
amplio espectro en los cuadros infecciosos y toxigénicos, y estar
implicado en brotes o epidemias hospitalarias y comunitarias. 7)

Descripcion taxonomia (28)

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: Staphyloccocus aureus
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Figura 4: Morfologia de S. aureus.
A: cultivo puro; B y C, exudados tipo nasales. El color violeta es

adherencia del cristal violeta. 27

Caracteristicas morfolégicas

Coco inmovil, de 0.8 a 1 micrdmetro de diametro, que se divide en tres

planos para formar racimos de uvas, responde positivamente a la tincién

de Gram, Es capaz de crecer hasta con un 10 % de sal comun. Por esto

puede crecer en el agua del mar- (29

La morfologia de esta bacteria se caracteriza por:

Colonias lisas, brillantes.

Poseer un endopigmento color amarillo naranja a blanco porcelana
color dorado al cual se le conoce como”aureus”.

Fermenta la glucosa, lactosa o maltosa.

El crecimiento ocurre en un amplio rango 6,5 a 50° C, siendo optimo

la temperatura 30- 40° C.

Habitat

S. aureus es uno de las bacterias de importancia en nuestro medio y

reconocida a nivel mundial, es una bacteria oportunista que forma parte

de la microflora de los humanos: poco después del nacimiento, los

neonatos son colonizados por S. aureus, los sitios de colonizacion

incluyen el mufén del corddn umbilical, el area perineal, la piel y, a veces,

el tracto gastrointestinal. - (30). (31)
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Patogenia

Entre el 30 y 60% de la poblacion en general suele ser portadora de S.
aureus epor que se encuentran en las fosas nasales y 40% de forma
permanente en otras mucosas, esta bacteria suele invadir los tejidos mas
profundos produciendo patologias de consideracion, los pacientes que
estan infectados con S. aureus suelen reinfectarse con la misma cepa
que coloniza sus fosas nasales, la colonizaciéon también permite la
transmision entre individuos del hospital como en la comunidad. Para una
adecuada supervivencia e invasion del huésped todo este sistema de
factores de virulencia debe de estar dentro de un sistema de
comunicacién célula-célula conocido como quorum sensing. Este sistema
esta mediado por la presencia de pequefas proteinas producidas por
estas bacterias que son denominadas auto-inductoras, dependiendo de
factores ambientales favorables, pueden activar a un variado numero de
genes que pueden contener ciertos factores de virulencia. El sistema QS
mas estudiado es el de S. aureus, denominandose regulador de los

genes de accesorios: (30)

Tabla N° 1: Factores de virulencia de S. aureus. @7

Determinante | Funcion

Componente de la pared celular

Peptidoglicano

Activacion del complemento

Acidos teicoicos

Anti-fagocitaria

Proteina A

Anti-fagocitaria

Adhesinas

Adherencia de celulas y hospedador,
colonizacién

Capsula mucoide y
microcapsulas

Adherencia y antifagocitario

Enzimas

Coagulasa

Formacién abscesos

Estafiloquinasas

Destruccion de los coagulos

Hialuronidasa

Invasion tipo histica

Catalasa Supervivencia alos fagocitos
Lipasas Invasion y colonizacion
Termonucleasa Hidrélisis en ADN

Toxinas

Hemolosinas

Rotura de menbranas

Leucocidinas

Alteracion de membranas celulares

Toxinas exfoliativas

Epidermolisis
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Toxina TSST-1 Shock toxico

Enterotoxinas Intoxicacién alimentaria
Bacteriocinas | Destruucion de otras bacterias
Infecciones

Las infecciones causadas por S. aureus se producen por lesiones
cutaneas, traumaticas o quirurgicas que favorecen la penetracion de la

bacteria desde la piel a los tejidos profundos. (30)

Tabla N° 2: Manifestaciones clinicas 7

Estado de portador: nasofaringe, piel, vagina, etc.
(*) Infeccion directa

¢ Piel: foliculitis, antrax, impétigo, hidradenitis, celulitis, abscesos,
infecciones de heridas, etc.

¢ Infecciones profundas, a menudo después de traumatismos,
cirugia, insercion de cuerpos extrafos, artritis y osteomielitis.

(+) Infeccion hematogena secundaria a infeccion directa
e Bacteriemia o sepsis
¢ Infeccion metastasica, como en artritis, osteomielitis, meningitis,
pericarditis, absceso pulmonar, etc.

(*) Enfermedad mediada por toxinas
(asociaciado con el estado de portador o infeccion directa).

¢ Sindrome de la piel escalada
¢ Sindrome del shock toxico con fallo multi-organico
¢ Intoxicacién alimentaria

Medios de cultivo para Staphylococcus aureus

El S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar
sangre, agar en chocolate, cerebro corazén infusion agar (BHI, por sus
siglas en inglés) y medios liquidos para la prueba de hemocultivo donde
se puede recupera facilmente. Se debe usar un o varios medio que son
selectivo en muestras clinicas donde hay bacterias Gram-negativas junto
con S.aureus. El medio que se recomienda y es el usado por la mayoria

de los laboratorios es el agar de sal Manitol o medio de Chapman por su
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elevado contenido de sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las
bacterias Gram negativas. Este medio permite realizar la identificacion
presuntiva de S. aureus por la pigmentaciéon amarilla caracteristica de S.
aureus. Debido a que esta bacteria fermenta el manitol se genera un
cambio de color en el medio que vira de rojo palido a amarillo. Los
Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el manitol y crecen en
el medio formando colonias pequefias de color que varia de blanco a

rosado. (32). (33)

Método de difusion en Agar

Basado en el método de Kirby y Bauer es uno de los métodos
recomendado por el National Commite for Clinical Laboratory Standards
con sus siglas de NCCLS, para determinar la sensibilidad de las bacterias
a los diferentes antimicrobianos. Este método es un técnica simple
estandarizada que consiste en hacer una siembra por diseminacion con
la bacteria de interés para luego utilizar la sustancia de prueba, se
deposita en unos discos estandarizados esteriles de papel secante, los
mismo que luego de 4-10 minutos de haber dejado secar la siembra se
depositan los discos en forma equidistantes unos de otros sobre la
superficie humeda del medio de cultivo o agar. El disco rapidamente se
humedece y la sustancia de prueba comienza a difundir de forma radiada

por el agar dejando una gradiente de concentracion. (30)

La placa se debe dejra en incubacion en un tiempo de 24 horas, al cabo
de ese tiempo se puede visualizar una zona de inhibicién, o halos de
inhibicién, que debe ser medidas con un instrumento vernier, para su
interpretacion. La concentracion de antibiotico se ubica entre la interface
de la bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como
concentracion estandar para la interpretacién,es muy cercana a la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) que bien se puede obtener por
métodos de continuas diluciones, también estas estan estandarizadas,
la dilucién puede varias de acuerdo a la bacteria de interés, la

concentracion usada que no es posible leer en la placa- disco. Para
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cuantificarla, hay que determinar la CMI con varias cepas ya sean
conocidas e identificadas para su interpretacion, las cuales ya se les ha
terminado la CMI a diferentes antibidticos sintéticos usados para las
bacterias Gram positivas 0 negativas consideradas por el método de

dilucion.

Metabolitos secundarios con actividad antimicrobiano

Las rutas metabdlicas basicas constituyen los origenes del metabolismo
secundario de las plantas, dando lugar a muchos compuestos, algunos
compuestos son responsables de olores, colores, de las plantas otras
son medicinales o venenosas. (24)

Los efectos medicinales de la planta resultan de las combinaciones de
los metabolitos secundarios presente en la planta. Algunos de los
metabolitos secundarios presentan actividad biolégica frente a los
agentes patégenos humanos proponiendo una fuente alternativa de los
recursos para combatir enfermedades. Los metabolitos secundarios

identificados como agentes antimicrobianos son: (34)

Tabla N° 3: Clasificacion de los Compuestos fendlicos 24

No Flavonoides Flavonoides

Formados por 2 grupos

Entre ellos hay dos subgrupos: bencénicos unidos por un

puente tricarbonado.

- Fenoles no carboxilicos: C6, | Subgrupos:
C6-C1,C6-C3 - Antocianos.
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- Acidos fenoles: derivados del - Flaconas, flavononas,

acido benzoico C6 -C1y flavanoles y
derivados del acido cinamico flavanonoles.
C6-C3 - Flavanoles, taninos.

Fenoles, Polifenoles simples y acidos fendlicos.

El acido caseico es un ejemplo de estos compuestos y es efectivo contra
bacterias, virus comunes y diferentes hongos. Se cree que los grupos
hidroxilo que tienen este tipo de compuestos son los que son

responsables de su toxicidad contra microorganismos patdgenos. ¢4
Quinonas

Compuestos aromaticos altamente reactivos con dos grupos cetona. Al
combinarse con los aminoacidos de las proteinas, inactivan sus funciones.
Sus objetivos probables suelen ser mas de 20 objetivos en la célula
microbiana. Estas son de naturaleza dicetonas poco insaturadas por

reduccioén se convierten en compuestos polifenoles- (34)
Flavonoides y flavonoles.

Son compuestos fendlicos con un grupo carbonilo. Los flavonoides
poseen grupos hidroxilos y se agrupan a un anillo aromatico, son lipofilicos

pueden romper las membranas microbianas. (34)
Taninos

Compuestos fenodlicos poliméricos capaces de unirse a proteinas y
desnaturalizarlas (astringencia). Capacidades biolégicas estimulacién de
las células fagociticas, actividad tumoral y amplia variedad de acciones
antiinfecciosas contra bacterias, hongos filamentosos, levaduras. Su
efectividad antimicrobiana proviene de su capacidad para inactivar

adhesinas, enzimas y proteinas de transportes. 4

Cumarinas
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Compuestos fenolicos resultado de la union de anillos bencénicos y
pironas. La actividad mas resaltante antiinflamatoria, vasodilatadoras y

antitrombéticas. Su actividad antimicrobiana los reportes son escasos. (34)
Terpenos, terpenoides y aceites esenciales.

Los aceites esenciales poseen metabolitos secundarios, compuesto
basado en una estructura de isopreno. Identificados estan: hemiterpenos,
terpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos,
tetraterpenos y politerpenos. Los aceites esenciales poseen actividad

antibacteriana, fungicida, antivirales y antiparasitarios. (34)
Lecitinas y polipéptidos

Compuestos con efecto antimicrobianos ante bacterias Gram positivas y

Gram negativas, levaduras- (34)
Alcaloides

Son un grupo de varios compuestos que se consideran uno de los grupos
de metabolitos mas importantes y eficientes. Las actividades biologicas

son: analgésicos, antiespasmadicos y antibacterianos. (34)

D. Ciprofloxacino
Es una fluoroquinolona fue una de las primeras, antibi6tico sintético de
amplio espectro frecuentemente prescrito. Antibiético de segunda
generacion, transcripcién, reparacion y recombinacion del ADN

bacteriano. (3%

Codigo ATC JO1MAOQ2 (36)

32



-~

HN /\I

N
F

Y

N
I
CO,H

O

Figura 5: Estructura quimica de ciprofloxacino

¢ Posologia y administracion

Tabla N° 4: Indicaciones, dosis y duracion del tratamiento (36)

Indicaciones

Dosis diaria en
mg

Duracion total del
tratamiento (incluyendo
potencialmente un
tratamiento inicial
parenteral con
ciprofloxacino)

Infecciones de las vias respiratorias bajas 500 mga 750 mg, |7 -14 dias
dos veces al dia

Infecciones de Exacerbacion agudade |500mga750mg, |7- 14dias

las vias una sinusitis crénica dos veces al dia

respiratorias Otitis media supurativa 500 mga 750 mg, |7- 14dias

altas cronica dos veces al dia

Otitis maligna externa

750 mg dos veces
al dia

28 dias, o hasta 3 meses

Infecciones del
tracto urinario
(ver seccion 4.4)

Cistitis aguda no
complicada

250 mg a 500 mg,
dos veces al dia

3 -4 dias.

En mujeres pre-menopausicas, se puede utilizar

una dosis Unica de 5

00 mg

Cistitis complicada,
pielonefritis aguda

500 mg, dos veces
al dia

7- 8 dias

Pielonefritis complicada

500 mg a 750 mg,
dos veces al dia

Al menos 10 dias; puede
ser mas de 21 dias en
algunos casos especificos
(en abscesos)

Prostatitis bacteriana

500 mg a 750 mg,
dos veces al dia

2 -- 4 semanas (aguda), a 4
a 6 semanas (cronica)

Infecciones del

Uretritis y cervicitis

500 mg, como

1-2 dia (dosis unica)

tracto genital gonococicas dosis Unica
Orquiepididimitis y 500 mga 750 mg, | 14 dias
enfermedades dos veces al dia
inflamatorias pélvicas

Infecciones del | Diarrea causada por 500 mg, dos veces | 1dia

tracto
gastrointestinal

patdégenos bacterianos,

incluyendo Shigella spp.

al dia
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e infecciones
intrabdominales

distintas de Shigella
dysenteriae de tipo 1y
tratamiento empirico de
la diarrea del viajero

Diarrea causada 500 mg, 2 veces al | 5 dias
dysenteriae de tipo 1 dia
Diarrea causada por 500 mg, dos veces | 3 dias
Vibrio cholerae al dia
Fiebre tifoidea 500 mg, dos veces | 7 dias
al dia
Infecciones 500 mga 750 mg, |5a 14 dias
intrabdominales por dos veces al dia
bacterias gramnegativas
Infecciones de piel y de los tejidos blandos | 500 mga 750 mg, | 7 a 14 dias

2 veces al dia

Infecciones osteoarticulares

500 mg a 750 mg,
2 veces al dia

max. de 3 meses

Pacientes con neutropenia con fiebre que
es sospecha de una infeccion bacteriana.
Ciprofloxacino

500 mg a 750 mg,
2 veces al dia

El tratamiento debe
cumplirse durante toda la
duracion de la neutropenia

Profilaxis de infecciones invasivas por
Neisseria meningitidis

500 mg, 1 vez al
dia

1 dia (dosis unica)

Carbunco (antrax) por inhalacion, profilaxis

post- exposicion y tratamiento curativo para.

La administracién del farmaco debe
empezar tan pronto se sospeche o confirme
la exposicion

500 mg, como
dosis Unica

60 dias después, desde la
confirmacién de la
exposicion a Bacillus
anthracis

Fuente: Elaboracion propia

¢ Mecanismo de accion

Actua inhibiendo a la topoisomerasa enzima de tipo || (ADN-girasa) como

de la topoisomerasa de tipo IV, encargadas de la replicacion, de

reparacion y recombinacion del ADN bacteriano. (36)

¢ Farmacocinética

Absorcion

La via de administracion es oral dosis unica de 250mg, 500mg, 750mg

de ciprofloxacino. El

ciprofloxacino comprimido se absorbe

ampliamente en el intestino delgado. En las concentraciones séricas

maximas alcanzan en una a dos horas.

En las concentraciones de dosis unica 100mg a 750mg se produjeron

concentraciones séricas maximas dependientes de la dosis (Cmax),




entre 0,56 y 3,4 mg/L. las concentraciones séricas incrementan
proporcionalmente con dosis de hasta 1000mg.

Biodisponibilidad absoluta es de 70 a 80%. Por via oral administrada
cada 12 horas, la dosis de 500mg fue demostrada que produce un area
bajo la curva (AUC) de concentracion sérica frente al tiempo
equivalente a la producida por una perfusion intravenosa de
ciprofloxacino en concentracion de 400mg administrada durante

60minutos, cada 12 horas. (36)

Metabolismo

En concentraciones bajas se han notificado los siguientes metabolitos

se identificaron: desetilenciprofloxacino como (M1),
sulfociprofloxacino  (M2), oxociprofloxacino como (M3) vy
formilciprofloxacino como (M4). Muestran una actividad

antimicrobiana in-vitro estos metabolitos en menor grado que el
compuesto original.

El ciprofloxacino puede ser un moderado inhibidor de las iso-enzimas
del CYP 450 1A2-(36)

Eliminaciéon
El ciprofloxacino se elimina o excreta ampliamente por via renal y en
menor proporcién por via fecal. La funcién renal normal la semivida es

aproximadamente en 4 a 7 horas de eliminacién del suero- (36)

2.3 Hipotesis
2.3.1 Hipétesis General
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor
seco) posee efecto antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus

aureus.

2.3.2 Hipétesis Especificas
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Los metabolitos secundarios de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor
seco) tienen efecto antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus

aureus.

Existe una concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco) con efecto antibacteriano in vitro en

cepas de Staphylococcus aureus.

Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) comparado con

Ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus.
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2.4 Variables
e Tabla de Operacionalizacion de Variables

Tabla N° 5: Operacionalizacion de variables para la extraccion hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) en cepas

de Staphylococcus aureus.

VARIABLE DIMENSIONES %
INDEPENDIENTE DEFINICION DE VARIABLES INDICADORES ESCALA
Identificacion de
metabolitos o 20%,
secundarios o 50%,
Fitoquimico Sustancia obtenida por un proceso de e 70%
Extracto hidroalcohdlico maceracién y reducido en el rotavapor

Concentracion

de las hojas de Xanthium hasta consistencia semisolida, para del extracto
spinosum L. (amor seco) luego ser usado en las diluciones Xanthium
respectivas. spinosum L
amor seco
VARIABLE 4
DEPENDIENTE DEFINICION DE VARIABLES INDICADORES ESCALA
. . Milimetros de
Efecto antibacteriano en Microbiolégico Es el efecto que tiene la sustancia | _ piametro de los diametros
cepas de extraida de las hojas de Xanthium halos inhibitorios

Staphylococcus aureus spinosum L. para eliminar el
crecimiento o eliminar completamente
un agente bacteriano (Staphylococcus
aureus), sin ocasionar dafos en el
organismo del huésped.
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2.5. Definicion de términos basicos

Antibiético: Es un agente tipo bioldgico o quimico que inhibe el crecimiento

de los microorganismos patdégenos.

Antimicrobiano: Es una sustancia que puede eliminar o inhibir el crecimiento
de microorganismos, como bacterias, hongos y parasitos. Basado en ello, los

siguientes pueden referirse a los agentesanti microbianos.

Bacteria: Se trata de un microorganismo unicelular procarionte que puede
provocar enfermedades, fermentaciones o putrefaccion en los seres vivos o

materias organicas.

. Cepa: Cultivo puro formado por bacteria descendientes de un solo

aislamiento.

Extracto hidroalcohélico: Es un extracto liquido concentrado, obtenido de
la extraccion de una planta o parte de ella, utilizando como solvente alcohol

0 agua

Medio de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser
so6lido, semisadlido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion

bacteriana in vitro.

Resistente: la categoria clinica puede definir para los andlisis de
susceptibilidad in vitro. Las cepas puras o clinicas bacterianas incluidas en
esta categoria no son inhibidas por las concentraciones o diluciones del
antibiético o sustancia vegetal que normalmente alcanzadas con las dosis
habituales, estas poseen comunmente mecanismos especificos de

resistencia bacteriana o la eficacia clinica del antibidtico frente a la bacteria.

Sthapylococcus aureus: Es un coco gram positivo cuyas células miden
aproximadamente 1um de diametro, se agrupan en racimos que son

indicativos de que tienen la capacidad de dividirse en mas de un plano.
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i. Infeccion: Invasion y multiplicacion de agentes patégenos en los tejidos de

un organismo.
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CAPITULO llI

METODO
3.1 Tipo de estudio

Aplicada: El tipo de estudio que se realizé en forma practica de acuerdo a
los objetivos en la investigacion del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) frente a
cepa de Staphylococcus aureus in vitro, contribuyendo nuevas alternativas
de medicamentos naturales para la prevenciéon de infecciones, que no
solamente beneficiara a toda la poblacién, sino también aportara como
referencia en el campo farmacolégico. En el estudio es importante controlar

y verificar las variables.

Nivel de investigacion
Explicativa: en esta investigacion se dispone recoger informacion y registrar

los procesos de las variables.

3.2 Disefio a utilizar
Para el desarrollo de investigacion se utilizé el disefio cuasi experimental,
recolectando los resultados de las pruebas experimentales mediante los

instrumentos de medicién y la observacién directa.

3.3 Poblacién
Poblaciéon Vegetal: Xanthium spinosum L. (amor seco), la planta fue

recolectada en el departamento de Amazonas.

Poblaciéon Microbiolégica: Cepas estandarizadas del microorganismo

bacteriano Staphylococcus aureus ATCC 6538

3.4 Muestra
Muestra Vegetal: Xanthium spinosum L. (amor seco), se recolecté 750

gramos de ramas, se trabajo con 400 gramos de las hojas.
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Muestra Microbiolégica: Se utilizo 15 Placas Petri con TSA Trypticasa

Soya Agar cultivadas con cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de los datos

e Técnicas: En el estudio se realizé en los diferentes procesos con la
técnica de observacion, la cual nos permitié abarcar la situacién real de
la investigacion del EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Xanthium spinosum L.
(amor seco) FRENTE A CEPA DE Staphylococcus aureus IN VITRO

Instrumento: Ficha de observacion AD - HOC
- Para el ensayo de solubilidad
- Para el estudio fitoquimico

- Para el estudio microbiologico

¢ Equipos de laboratorio:

Se utilizé los siguientes equipos, materiales y reactivos:

Tabla N° 6: Descripcion de equipos del laboratorio

Equipos Descripcion

Balanza Gramera Pesado de las hojas de Xanthium
spinosum L.

Balanza Analitica Pesado de las concentraciones de
Xanthium spinosum L.

Estufa Secado de las hojas Xanthium
spinosum L.

Rotavapor Para la concentracién del extracto de

Xanthium spinosum L.

Plancha de calentamiento Secado de las placas cromatograficas

Luz UV 254 y 366 nm Para ver las manchas y coloracion

Autoclave Para la esterilizacion del material a
utilizar
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Incubadora

temperatura de 37° por 24 horas.

Para llevar las placas

a

una

Vernier

Para la medicion de los halos.

¢ Materiales de laboratorio:

Tabla N° 7: Descripcién de

materiales de laboratorio

Materiales

Material estériles

Papel Krafts

Matraz Erlenmeyer 250 y 500ml

Embudo de vidrio y plastico

Papel filtros

Tubos de ensayo

Pipetas

Fiolas 50ml

Pera de bromo 250ml

Estandar : Quercetina

Estandar: Cafeina

Pipetas 25ml

Sacabocado

Placas Petri

Micropipetas 100uL

Tubos de ensayo 15 x 150

Mecheros

Asas de Kolle

Fuente: Elaboracién propia
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¢ Reactivos de laboratorio:

Tabla N° 8: Descripcion de los Reactivos

Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Sonnenschein

Reactivo de Reineckato

R T

Reactivo de Shinoda (magnesio

+ acido clorhidrico concentrado)

7. Reactivo de Cloruro Férrico

8. Reactivo de gelatina al 1%

9. Hidroxido de sodio al 5%
(Reaccién de Bortranger)

10. Reactivo de Ninhidrina

11.Reactivo de Fehling A

12.Reactivo de Fehling B

13. Reactivo de Lugol

14.Reactivo 2,4 DNPH

15. Alcohol de 96°C

16. Etanol

17.
18.
19.
20.

21.
22.

23.

24.
25.
26.

27.
28.
29.
30.

Cloroformo

Agua destilada
Isopropanol

Reactivo de Tricloruro de
Aluminio al 2%

Acetato de sodio 1 M
Reactivo Metanol: Agua
(25:75)

Reactivo BAW (Butanol:
Agua: AAG) (4:3:1)

Acido sulfarico 2 N
Hidroxido de sodio al 10%
Agar Soya Tripticasa
(himedia)

Solucién salina fisiolégica
Caldo Tioglicolato

Dimetil sulfoxido (DMSO)
Control Positivo

“Ciprofloxacino”

Fuente: Elaboracién propia

3.6 Procesamiento de datos

Se obtuvo la informacién requerida mediante la aplicacion del instrumento

para la recoleccién de datos mediante la observacién estructurada no

participante de laboratorio, se realiz6 el analisis estadistico en relacién a

los objetivos e hipotesis formuladas en la presente investigacion.

La herramienta base para la elaboracion de los analisis descriptivos e

inferencial se realizé con el programa Excel donde los resultados de los
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datos analizados se expresaron en tablas, mediante pruebas ANOVA y

TUKEY, siendo utilizado para obtener el nivel de asociacion entre las

variables dependientes e independientes y el nivel de conocimiento de las

areas evaluadas.

3.7 Procedimiento experimental

Se ejecutd el tamizaje fitoquimico, prueba de solubilidad, cromatografia en

capa fina, ensayos preliminares y el estudio de la actividad antibacteriana de

las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) en los laboratorios de Control

de Calidad de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

A. Procedimiento Experimental de la planta

Recoleccion

Fue recolectada en el departamento de Amazonas provincia Bagua,
Perl. Recolectada cuidadosamente por que la planta tiene ramas
espinosas una vez cortada colocamos en papel kratf luego en una caja.
Llevamos la muestra para su posterior identificacién que se realiz6 en
el Museo de Historia natuaral Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Asi autentificando la muestra vegetal. El certificado con
N° 387 taxondmico se adjunta en el (ANEXO N° 2)

Secado de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco)
Separar las hojas con cuidado de las ramas porque tienen espinas,
luego de esta actividad de lavo con agua purificada, una vez limpio
fue llevado en papel Kraft a la estufa a 40 °C de temperatura. Esta
temperatura (40 °C) se utilizd para no alterar los metabolitos, se
pulverizé con un mortero, y se utilizé 400 gramos de las hojas

Xanthium spinosum L. (amor seco).

Extraccion de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco)
Se procede a colocar en un recipiente una vez secas las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco) para verter el etanol-agua (70-30)

para extraer los metabolitos que pueda tener por el método de
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maceracion, durante (7 dias) se macera la muestra con agitacion
constante y proteger de la luz ya que puede alterar los metabolitos del
macerado.

Pasado el tiempo determinado el extracto de Xanthium spinosum L.
(amor seco) se filtré con papel Whattman #40 para que no pueda pasar

las hojas y poder obtener el liquido para el analisis.

Concentracion de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco)
en el Rotavapor y extracto seco

En el proceso del extracto seco, se llevo el extracto filtrado al rotavapor,
equipo que es empleado para la evaporacion del solvente; este equipo
consta de una vasija de calentamiento donde ponemos el agua
destilada, un brazo que sujeta el balén donde es depositada la muestra
y al otro extremo un refrigerante que tiene una terminacion para el
recojo del alcohol en la muestra. En este trabajo no debe de superar
los 50°C de temperatura tiene que ser controlada, una vez el tiempo
transcurrido la muestra se llevé a la estufa a 40° se obtuvo el extracto
seco en forma de melcocha (extracto seco). La muestra es recolectada
y puesto en un envase protegido de la luz para no alterar los

metabolitos y guardada a temperatura de 2 a 8 °C.

e Estudio fitoquimico

a) Prueba de solubilidad
En esta prueba cualitativa o llamada prueba de Solubilidad se
realizd al extracto seco de Xanthium spinosum L. (Amor seco),
para seleccionar el disolvente ideal. Se extrae una porcién de la
muestra o material a investigar de muestra seca y la colocamos
en los tubos de ensayo para luego verter unos 3 a 5 mL de los
solventes como (Alcohol de 96°, Metanol, Cloroformo, Agua e

Isopropanol).
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Tabla N° 9: Prueba de solubilidad

N° | SOLVENTES

DEMOSTRACION

1 Alcohol 96°

2 ml extracto + 3 ml del solvente

2 Metanol 2 ml extracto + 3 ml del solvente
3 Cloroformo | 2 ml extracto + 3 ml del solvente
4 Agua 2 ml extracto + 3 ml del solvente
5 Isopropanol | 2 ml extracto + 3 ml del solvente

Fuente: Elaboracion propia

b) Tamizaje fitoquimico

Las pruebas para el tamizaje fitoquimico comprenden reacciones

de identificacién (coloreadas, de precipitacion, fluorescencia). El

procedimiento es poner de 2 ml del extracto de Xanthium

spinosum L. (amor seco) en los tubos de ensayo para agregar

de tres (03) a cinco (5) gotas de los reactivos para la identificaciéon

de los metabolitos.

Tabla N° 10: Marcha fitoquimica

METABOLITOS REACTIVO DE DEMOSTRACION REACCION
SECUNDARIOS | IDENTIFICACION POSITIVA
Alcaloides Wagner 2ml extracto+3 a5 Coloracién
gotas de reactivo marrén
Dragendorff 2ml extracto+3 a5 Precipitado
gotas de reactivo rojo o0 naranja
Reineckato 2ml extracto +3a 5 Color lila
gotas de reactivo
Flavonoides Shinoda 2ml extracto + Limaduras color rojo
de magnesio + 1 gota intenso
HCI concentrado
Compuestos Cloruro férrico 2ml extracto+3 a5 Color negro
fendlicos gotas de reactivo
Taninos Gelatina al 1% 2ml extracto +3a 5 Precipitado
gotas de reactivo blanco
Aminoacidos Ninhidrina 2ml extracto+3 a5 Color negro
gotas de reactivo
Naftaquinonas, Reaccién de 2ml extracto+3 a5 Color rojo
Antraquinonas y Bortranger gotas de reactivo

Antranonas
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METABOLITOS REACTIVO DE DEMOSTRACION REACCION
PRIMARIOS IDENTIFICACION POSITIVA
Prueba para Reactivo de 2ml extracto 5ml de anaranjado

Azucares Fehling Ay B.- Fehling Ay B, agitar y se
lleva a bafio maria
Prueba para Reactivo de 2ml extracto + 3 a 5 gotas coloracién
Almidon. Lugol. de reactivo oscura
Prueba para Reactivo de 2,4 2ml extracto + 2 gotas de precipitado
Cetonas. Dinitrofenilhidrazi reactivo amarillo o
na (DNPH) naranja rojizo

Fuente: Elaboracion propia

B. Procedimiento Experimental de la bacteria

El trabajo se realiz6 experimentalmente para la determinacién de la

actividad antibacteriana del extracto de las hojas de Xanthium
spinosum L. (amor seco) a partir de una muestra llevada a sequedad
bajo técnicas especificadas anteriormente) en concentraciones 20%,
50% y 70% frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538,
empleando el método de difusion en Agar (excavacion en placa) y
evaluando el diametro del halo que se gener6. Considerando como
controles de susceptibilidades: un blanco dimetil sulfoxido DMSO para
descartar que la actividad inhibitoria fuese por el solvente del extracto
hidroalcohdlico. Y un control de actividad antibacteriana seleccionando al

Ciprofloxacino.

Medio y Caldo de Cultivo Empleados

= Agar Soya Tripticasa (TSA).

Usos: es el medio empleado para propdsitos generalizados, favorece

el crecimiento y aislamiento de wuna gran diversidad de
microorganismos aerobios, y anaerobios estrictos y anaerobios

facultativos (Staphylococcus aureus). 37)

Fundamento del Medio: En el medio de cultivo, los aditivos como la
la tripteina y la peptona de soya son las que aportan nutrientes con

alto grado en péptidos yaminoacidos libres, entre ellas las bases
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puricas y piramidicas, minerales y vitaminas necesarias para el

crecimiento de muestra bacteria de interes. La peptona de soya

ademas de ser un elemento basico es una fuente de hidratos de

carbono que puede estimular el crecimiento de una variada gama de

microorganismos. El cloruro de sodio o solucion fisiologica es para el

mantenimiento del balance osmoético y el agar es el agente

solidificante. Se usara la siguiente férmula. (37)

Tabla N° 11: Formula (en gramos por litro) Soya Tripticasa TSA ©7)

Composicién Férmula g/it
Tripteina 15.00g
Peptona de Soya. 5.00g
Cloruro de Sodio. 5.00g
Agar base 15.00g

pH Final 7.3 mas o menos 0.2

Fuente: Elaboracién propia

Caldo Tioglicolato

Usos: Caldo de cultivo empleado en microbiologia clinica e
industrial para el crecimiento de microorganismos de tipo aerobios
y anaerobios y para los analisis de control de esterilidad de distintos

envases o productos finales.

Fundamento del Caldo: Fue descrito originalmente por el
investigador Bewer. Presenta la misma cantidad de los contenidos
y la calidad nutricional de los ingredientes como la Tripteina Soya
Caldo que van a favorecer el crecimiento de un sin numero de
microorganismos que son de interés en los incluidos los productos
de consumo nutricionalmente exigentes.

Las sustancias que por lo general son reductoras como Tioglicolato
de sodio y el sulfito de sodio ademas se considera a la cisteina que
van a disminuir el potencial de 6xido reduccion y proporcionan a
anaerobiosis suficiente y debido a los grupos SH de estos

compuestos, se neutralizan los efectos bacteriostaticos de los
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derivados mercuriales, arsenicales y de otros quimicos como los
metales pesados que pudieran estar contaminando muestra en
estudio. El bajo porcentaje del contenido del medio de cultivo o
agar le otorga esa propiedad de crear un medio fluido y retarda la
dispersion de CO2 y Oa.

Debido a todas estas caracteristicas propias se pueden desarrollar
microorganismos de tipo aerobios y anaerobios facultativos y de

especial requerimiento como son los MO estrictos.

Tabla N°12: Formula (en gramos por litro) de caldo Tioglicolato

Tripteinas 17.0g
Peptona de soya 3.0g
Glucosas o azucares 6.0g
Cloruro de Sodio 2.59
Tioglicolato de Sodio 0.5¢g
L Cistina 0.25¢g
Sulfito de Sodio 0.1g
Agar base 0.7g

Ph Final 7.0 £ 0.2

Fuente: Elaboracién propia

¢ Reactivacion de las cepa de Staphylococcus aureus
Se emplearon cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 de la marca
Microbiologics cuya metodologia de activacién fue la siguiente:

- Temperar el dispositivo hasta que se encuentre a temperatura
ambiente (aproximadamente 10 min).

- Una vez temperada se procedio a abrir el empaque a la altura de
la parte que se encuentra rasgada, retirar la unidad contenedora
de la cepa, con mucho cuidado de no desarmar la unidad
contenedora durante el procedimiento de hidratacién.

- En la parte superior del dispositivo apretar por unica vez la

ampolla que se encuentra ubicada en la tapa (justo debajo del
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menisco del liquido) con la finalidad de que se proceda con la
hidratacion (liberacion del liquido).

- Realizar pequefios golpes en la parte del mango del dispositivo,
sobre una superficie dura con la finalidad de que fluya el liquido
hidratante liberado (considerar que durante el proceso el
dispositivo debe encontrarse de manera vertical).

- Una vez que el liquido hidratante llegue a la parte inferior del
dispositivo que contiene el granulo, apretar la parte inferior para
garantizar que la disolucion completa del granulo hasta que se
forme una suspension homogénea.

- Proceda con desarmar el dispositivo retirando la parte superior,
realizar el sembrado de la cepa en Agar Soya Tripticasa TSA

empleando el hisopo, incubar por 24 h a 37°C.

Preparacién del caldo Tioglicolato

La metodologia de preparaciéon del caldo Tioglicolato se encuentra
relacionada a la marca del caldo empleado.

Para el estudio se empled el caldo de marca BRITANIA cuya forma de
preparacion se realizé de la siguiente manera, se pesé 3,0 g de caldo
Tioglicolato por cada 100 ml de agua destilada y se procedié a calentar
con agitacion frecuente y llevar a ebullicidon hasta disolucion total. Se
distribuyé en tubos de ensayo.

Luego se procedio con la esterilizacion en la autoclave del caldo a 121°C

y 15 Ib de presién por un periodo de 15 minutos.

Preparacién y estandarizacion del inéculo de cepa Staphylococcus
aureus

A partir de cultivos de colonias conteniendo cepas jovenes de
Staphylococcus aureus se tomaron porciones usando un asa de siembra
las que fue suspendidas previamente en caldo Tioglicolato e incubado a
37 °C por 24 h, a partir de este se realizé una dilucién con solucién salina
fisiologica estéril hasta alcanzar la turbidez equivalente al tubo N° 0,5 del
Nefelometro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/mL).
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Preparaciéon de medio de cultivo (Agar Soya Tripticasa )

Para este estudio se empled el medio de marca BRITANIA cuya forma de
preparacion es la siguiente, se peso 4,0 g de medio Agar Soya Tripticasa
TSA por cada 100 ml de agua destilada (la cantidad de medio preparado
se realizé segun la cantidad de placas a trabajar), y se procedi6 con la
homogenizacién en bafo Maria hasta lograr la disolucién completa.
Luego se realiz6 con la esterilizacion en la autoclave del medio de cultivo
a 121°C y 15 |Ib de presion por un periodo de 15 minutos.

Terminado el periodo se retir6 el medio de la autoclave dejando reposar
hasta lograr que su temperatura aproximadamente se encuentre a 45 a
50°C.

Una vez logrado que el medio se encuentre a la temperatura esperada,
se incorporé empleando una micropipeta un volumen de 100 pL del
inéculo estandarizado de Staphylococcus aureus por cada 100 ml de agar
preparado, homogenizando con movimientos circulares.

Se empled una pipeta de 25 ml y se deposité el Agar Soya Tripticasa TSA
que contiene el inoculo estandarizado de Staphylococcus aureus en una
placa Petri, dejando solidificar por un lapso minimo de 10 minutos a

temperatura ambiente, se rotuld la placa.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

Para la inoculacion del extracto de las hojas de la Xanthium spinosum
L. amor seco , en (concentraciones de 20%, 50% y 70%), Dimetil
Sulfoxido DMSO vy Ciprofloxacino frente a la cepas de interés como el
Staphylococcus aureus se utilizé el método de excavacion en placa.

A cada placa de Agar Soya Tripticasa TSA que contiene el inoculo ATCC
estandarizado de Staphylococcus aureus, se haran excavaciones en
numero de tres por cada placa de 8mm de diametro y 8 mm de
profundidad empleando un sacabocado estéril, distribuidos de la siguiente

manera:
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Tabla N° 13: Concentracion de extractos hidroalcoholico de la

Xanthium spinosum L. (amor seco)

GRUPOS -
CONTROL CONCENTRACION DE
(5 placas por BLANCO
POSITIVO EXTRACTO
grupo)
' ' Extracto hidroalcohdlico de la
N°1 DMSO Ciprofloxacino Xanthium spinosum L.
(Dimetil Sulfoxido) 150 mg/mL
(amor seco) 20%
Extracto hidroalcohdlico de la
DMSO . : , .
N°2 Ciprofloxacino Xanthium spinosum L.
(Dimetil Sulfoxido) 150 mg/mL
(amor seco) 50%
Extracto hidroalcohdlico de la
DMSO . : , .
N°3 Ciprofloxacino Xanthium spinosum L.

(Dimetil Sulfoxido)

150 mg/mL

(amor seco) 70%

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N° 14: Desarrollo experimental de los tratamientos

Método de difusion en agar (excavacion en placa)
‘e . . Extracto hidroalcohélico de Bl_ancc_): . .
Preparacion del medio de cultivo . . . Dimetil Ciprofloxacino
las hojas Xanthium spinosum Sulfoxido 150 mg/mL
N° de (amor seco) (DMSO)
tratamientos Concentracion del Lz Agar
inéculo estandarizado Conc:n;rracmn prep::aado Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
Staphylococcus prepargdo (ml) ino:‘ulacién (L) (%) (L) (L)
aureus (pL) (ml)

1 100 100 25 100 20 100 100
2 100 100 25 100 20 100 100
3 100 100 25 100 20 100 100
4 100 100 25 100 20 100 100
5 100 100 25 100 20 100 100
6 100 100 25 100 50 100 100
7 100 100 25 100 50 100 100
8 100 100 25 100 50 100 100
9 100 100 25 100 50 100 100
10 100 100 25 100 50 100 100
11 100 100 25 100 70 100 100
12 100 100 25 100 70 100 100
13 100 100 25 100 70 100 100
14 100 100 25 100 70 100 100
15 100 100 25 100 70 100 100

Fuente: Elaboracion propia

Procedemos a rotular cada una de las placas y luego a incubar las placas a 37°C por un periodo de 24 horas, todas las pruebas se
realizaron por quintuplicado un total de 15 placas
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

Ensayo de solubilidad

En el cuadro 12 se puede observar el solvente principal mas soluble el

alcohol 96°.
Tabla N° 15: Resultados de solubilidad
PRUEBA DE SOLUBILIDAD
SOLVENTES IDENTIFICACION RESULTADO
ALCOHOL 96° Soluble o insoluble (+++)
METANOL Soluble o insoluble (+)
CLOROFORMO Soluble o insoluble (-)
AGUA Soluble o insoluble (++)
ISOPROPANOL Soluble o insoluble (-)

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

(-) La solubilidad no se visualiza
(+) La solubilidad en menor grado
(++) La solubilidad es moderada

(+++) La solubilidad es mayor

e Estudio fitoquimico

En el cuadro 13 se puede observar los metabolitos secundarios
principales alcaloides, flavonoides, de la marcha fitoquimica del extracto

hidroalcoholico Xanthium spinosum L. (amor seco)
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Tabla N° 16: Resultados de la Marcha fitoquimica de Xanthium spinosum L.

(amor seco)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS

METABOLITOS REACTIVO DE REACCION RESULTADO
SECUNDARIOS IDENTIFICACION POSITIVA
Alcaloides Wagner Coloracion marron (++)
Dragendorff Precipitado rojo o (+++)
naranja
Reineckato Color lila (++)
Flavonoides Shinoda color rojo intenso (+++)
Compuestos Cloruro férrico Color negro (++)
fendlicos
Taninos Gelatina al 1% Precipitado blanco (++)
Aminoacidos Ninhidrina Color negro (+++)
Naftaquinonas, Reaccion de Color rojo (++)
Antraquinonas y Bortranger
Antranonas
METABOLITOS REACTIVO DE REACCION RESULTADO
PRIMARIOS IDENTIFICACION POSITIVA
Azucares Reactivo de Fehling anaranjado (+++)
AyB.-
Almidén Reactivo de Lugol. coloracién oscura (-)
Cetonas Reactivo de 2,4 precipitado amarillo (-)
Dinitrofenilhidrazina 0 naranja rojizo
(DNPH)

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:
(-) no se evidencia
(+) Se evidencia poco
(++) Evidencia moderadamente

(+++) Evidencia notablemente
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o Efecto antibacteriano
Resultados de halos de inhibicién y comparacion en las hojas del extracto

hidroalcohdlico de la Xanthium spinosum L. (amor seco) (Tabla N° 17 y
18).

Tabla N° 17: RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION

CONTROLES MUESTRA
o EXTRACTO
MICROORGANISMO | Dimetil Sulféxido (DMSO) HIDROALCOHOLICO
Xanthium spinosum L.
HALO DE INHIBICION HALO DE INHIBICION
00 [00 [00]00 [00 70%

20.2|20.1]20.5]20.6 203
Staphylococcus aureus

ATCC 6538 20%
18.0|18.6]18.3]18.2[17.9

20%

00 |00 [00 [GONIOON

Fuente: Elaboracién propia

Pasado el tiempo de incubacion, retirar las placas de la incubadora y proceder a
medir los diametros de los halos de inhibiciédn empleando el vernier.
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- Comparacion del extracto hidroalcohdlico en las diferentes concentraciones 20%, 50% y 70% de las hojas Xanthium
spinosum (amor seco) con el control positivo Ciprofloxacino y el blanco Dimetil Sulfoxido (DMSQO)

Tabla N° 18: METODO DE DIFUSION EN AGAR (EXCAVACION EN PLACA) HALOS DE INHIBICION

EFECTO ANTIBACTERIANO FRENTE Staphylococcus aureus ATCC 6538 POR EL METODO DE DIFUSION EN AGAR (EXCAVACION EN PLACA)

CONTOLES Extracto CONTROLES Extracto CONTROLES Extracto
hidroalcohdlico hidroalcohdlico hidroalcohdlico
N° DE de I{i de I_a . . de Iz_=1
PLACAS Dime?il Giprofioxagino X.anthlum Dime.til Claelsacns X_anthlum Dimefil Ciprofloxacino X_anth:um
Sulfoxido 150 mg/mL spinosum L. Sulfoxido 150 mg/mL spinosum L. Sulfoxido 150 mg/mL spinosum L.
(DMSO) (amor seco) (DMSO) (amor seco) (DMSO (amor seco)
20% 50% 70%
1 0 mm 30.8 mm 0 mm 0 mm 30.0 mm 18.0 mm 0 mm 30.2 mm 20.2 mm
2 0 mm 30.6 mm 0 mm 0 mm 30.1 mm 18.6 mm 0 mm 30.1 mm 20.1 mm
3 0 mm 31.4 mm 0 mm 0 mm 31.0 mm 18.3 mm 0 mm 30.9 mm 20.5 mm
4 0 mm 31.0 mm 0 mm 0 mm 30.8 mm 18.2 mm 0 mm 30.8 mm 20.6 mm
5 0 mm 30.7 mm 0 mm 0 mm 30.9 mm 17.9 mm 0 mm 30.9 mm 20.3 mm
PROMEDIO: 0 mm 30.9 mm 0 mm 0 mm 30.6 mm 18.2 mm 0 mm 30.6 mm 20.3 mm
DESVIACION: 0 0.3 0 0 0.5 0.4 0 0.4 0.4

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados fueron interpretados en escala utilizada segun diametro de inhibicién.

Nula (-) diametro inferior a 8 mm.

Medio (muy sensible ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

Sensibilidad limite (sensible +) para un diametro
comprendido entre 8 a 14 mm

Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm
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Segun el estudio in vitro sobre la actividad antibacteriana del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco)

(concentraciones de 20%, 50% y 70%), sobre la cepa de Staphylococcus

aureus, después de haber medido los halos segun la escala de Duraffourd se

determind lo siguiente:

El extracto de las hojas de la Xanthium spinosum L. (amor seco) a una
concentracion de 20% presenta actividad antibacteriana con una
sensibilidad nula.

El extracto de las hojas de la Xanthium spinosum L. (amor seco) a una
concentraciéon de 50% presenta actividad antibacteriana con una
sensibilidad media (muy sensible).

El extracto de las hojas de la Xanthium spinosum L. (amor seco) a una

concentraciéon 70% presenta actividad antibacteriana con una sensibilidad

sumamente sensible (+++).

Se observa el porcentaje de inhibicion en una concentracion de 70% tiene

mayor efecto y 50% menor efecto y 20% es nula el efecto antibacteriano del

extracto hidroalcohdlico de

Staphylococcus aureus ATCC 6538

las hojas Xanthium spinosum Lcontra

Tabla N° 19: Porcentaje de Inhibicion del efecto antibacteriano del extracto

hidroalcohdlico de la Xanthium spinosum L. (amor seco)

N° de grupos Tratamiento Puntaje % de
en placas inhibicion
- Ciprofloxacino 150 mg/mL control posivito 30.9 100
5 Extracto hidroalcohdlico de la Xanthium 0.0 0.0
spinosum L. (amor seco) 20%
5 Extracto hidroalcohdlico de la Xanthium 18.2 59.6
spinosum L. (amor seco) 50%
5 Extracto hidroalcohdlico de la Xanthium 20.3 66.5
spinosum L. (amor seco) 70%

Fuente: Elaboracion propia
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¢ Analisis estadistico

Para el disefio estadistico se hizo la prueba de bondad y ajuste de
Anderson Darling en el programa Minitab a fin de determinar si los
resultados de los halos de inhibicién guardan una distribucién normal de los

datos.

Se trataron los resultados también aplicando el analisis de varianza de un
factor (Anova), en el cual se determina si hay diferencia significativa entre
las varianzas de los promedios de cada grupo y entre grupos de los halos
de inhibicién del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium

spinosum L. (amor seco).

El estadistico de Tukey con su procedimiento de diferencia honestamente
significativa que nos refleja la diferencia absoluta de los promedios de los
halos inhibitorios con respecto al control negativo, basandose en las tablas
asignadas para el numero de ensayos y grados libertad entre los grupos

ensayados.

Y, por ultimo, demostrar la sensibilidad de los halos con respecto a
Staphylococcus aureus, teniendo en cuenta la escala de Duraffourd y
aplicando el estadistico de T de una muestra (T-1 muestra) a cada
concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium

spinosum L. (amor seco).

Para las contrastaciones de hipétesis se tiene que hacer referencia a las

hipétesis nulas y alternas respectivamente.

4.2. Contrastacion de hipoétesis

Para la contratacién de las hipotesis se usaron pruebas a lo largo de todo
el proceso de investigacion, como el tamizaje fitoquimico para saber qué
metabolitos tienen las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) en forma
cualitativa; también la cromatografia en capa fina para determinar y dar por
sentado que si el extracto tiene los metabolitos principales como los

alcaloides y flavonoides; para saber si se tiene efecto antibacteriano se
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trabajé con concentraciones del extracto al 20%, 50% y 70%, como un
control positivo al Ciprofloxacino a una concentracién de 150 mg/mL y un
control negativo como el Dimetil sulfoxido. Todas estas concentraciones
fueron trabajadas por quintuplicados (5 ensayos); los resultados estuvieron

sujetos a analisis estadisticos y a la escala de Duraffourd respectivamente.

Contrastacion de hipotesis general

La contrastacion de la hipotesis general se basé en las contrastaciones de
las hipétesis especificas planteadas, ya que la hipétesis general gira en el

sentido de ellas, por ser mas minuciosas.
Contrastacion de la hipétesis especifica 1:

Ho: El extracto de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) no

poseen metabolitos secundarios.

Ha: El extracto de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) poseen

metabolitos secundarios.

Para la contrastacién de esta primera hipotesis especifica se realizo el
tamizaje fitoquimico para poder determinar los metabolitos de h de las hojas

de Xanthium spinosum L. (amor seco).

Los resultados para el tamizaje fitoquimico reflejan segun la leyenda
sefialada una evidencia notablemente (+++) para alcaloides, flavonoides,
compuestos  fendlicos, taninos, antraquinonas, aminoacidos Yy

carbohidratos; un poco de evideencia (+) para aldehidos y cetonas.

En conclusion, al realizar el tamizaje fitoquimico se encontré notoriedad de
los resultados para alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos y taninos.
Con estos datos se acepté la hipotesis nula; eso quiere decir que el extracto
de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco) poseen metabolitos

secundarios.
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e Contrastacion de la hipétesis especifica 2:
Ho: No Existe una concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Xanthium spinosum L. (amor seco) con efecto antibacteriano sobre cepa

de Staphylococcus aureus.

Ha: Existe una concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco) con efecto antibacteriano sobre cepa

de Staphylococcus aureus.

Para la contrastacion de esta segunda hipétesis especifica se realizaron
los estadisticos de Anova (andlisis de varianza de un factor) a las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium
spinosum L. (amor seco). Para saber si hay diferencia significativa dentro

de los grupos y fuera de ello.

Se aplicé también el analisis de Tukey para determinar si hay efecto
antibacteriano, si los valores de las diferencias entre los promedios con el
grupo control negativo son mayores que la diferencia honestamente
significativa (HSD).

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Promedio de los
- Suma de cuadrados Grados de libertad F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados
para F
Entre grupos 3676.9144 4 919.2286 21083.22477 6.17€-36 2.8660814
Dentro de los grupo 0.872 20 0.0436
Total 3677.7864 24

Figura N° 6. Analisis de Varianza

Fuente: Elaboracion propia

En la figura se constata que los resultados del analisis de varianza de un
factor de todas las concentraciones ensayadas incluyendo a los controles
positivo y negativo respectivamente. Para un mejor entendimiento se hace

referencia a las hipoétesis correspondientes.

61



Ho: Todos los grupos presentan igual inhibicion de halo (P > 0.05)

Ha: Todos o al menos uno de los grupos presentan diferente inhibicién
de halo (P < 0.05).

Criterio de aceptacién: como el nivel de significancia usado es de 5% y el
P hallado es menor a ese valor y el F experimental es > al F critico, se
rechaza la hipdtesis nula y se acepta la alterna. Por lo tanto,
estadisticamente existe diferencia significativa en todas las

concentraciones ensayadas.

Los resultados obtenidos son (6.17 x 10 -36) menores al 0.05 del Pvalue y
un F experimental de 21083.22477 mayor que el F critico, demostrando la
aceptacion de la hipotesis alterna con la cual se dice que todos o al menos

uno de los grupos presenta diferente inhibicion de halo.

‘ Estadistico de Tukey
3(0@@103 honestamente significativa)
423 (valor Q alfa de la prueba de tukey)
Mse 0.04 (Cuadrado del valor medio)
n 5 (Tamafio de muestra de cada uno de los grupos, numero de elementoos de cada grupo)
Control Negativo| Dosis al 20% Dosis al 50% Dosis al 70% Ciprofloxacino
Control Negativo 0 18.2 20.34 309

Figura N° 7. Estadistico de Tukey

Fuente: Elaboracién propia

En la figura se determina los resultados estadisticos de Tukey y
basandonos en el criterio de aceptacion que dice que los valores mayores
al HSD son los que hacen a diferencia, que los grupos comparados con el

control negativo presentan actividad.
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Lectura de os Halos de Inhibicion en mm

1 2 3 5 6
Grupos de Tratamientos

Control Negativo Dimetil sulfoxido
Control Positivo Ciprofloxacino 150 mg/mL
Dosis al 20%
Dosis al 50%
m Dosis al 70%

Figura N° 8. Lectura de los Halos de Inhibicion

Fuente: Elaboracién propia

En la figura se evidencia que los halos de inhibicidon a la concentracion de
20% tiene un halo promedio de 00.00 mm, a una concentracién de 50%
un halo promedio de 18.2 mmy 70% un halo promedio de 20.3 mm; estos
datos comparados con la escala de Duraffourd nos dice que la cepa de
Staphylococcus aureus es muy sensible a las concentraciones ensayadas

en la concentracion de 70%.

Para dar conformidad a los resultados se hizo las pruebas de Anova y
Tukey, concluyéndose que si hay diferencia significativa en los halos de
medicidn para cada grupo ensayado y que las concentraciones de 50% y
70% tienen efecto antibacteriano; es decir, que la cepa de Staphylococcus
aureus es sensible a las concentraciones ensayadas, por ende, se acepta

la hipétesis nula.
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e Contrastacién de la hipétesis especifica 3:
Ho: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L.

(amor seco) No presenta efecto antibacteriano comparado con

Ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus

Ha: El extracto hidroalcohodlico de las hojas de Xanthium spinosum L.
(amor seco) presenta efecto antibacteriano comparado con Ciprofloxacino

frente a Staphylococcus aureus.

Para la contrastacion de esta tercera hipotesis se realizé la prueba de
bondad y ajuste de Anderson Darling en el programa Minitab para
determinar que los halos de las concentraciones de 20%, 50% y 70% vy el
control positivo tienen una distribucion normal de los datos; esto quiere
decir que no tiene datos atipicos; por ende, se puede aplicar el estadistico
de T de una muestra para saber mediante la hipotesis que los datos de
los halos son mayores a 20.3 mm, como lo especifica la escala de
Duraffourd para ver la sensibilidad de acuerdo a los halos obtenidos; v,
por ultimo, un cuadro comparativo para ver los porcentajes de inhibicion

de cada una de las concentraciones y su control positivo (Ciprofloxacino).

Grafica de probabilidad de DMSO, CIPROFLOXACI, CONC. 20%, ...
Normal - 95% de IC

%9
,',',’ r Variable
| ” I —e— DMSO
95 1l i —B— CIPROFLOXACINO
o0 1§ CONC. 20%
® m M —& - CONC. 50%
e " M CONC. 70%
o 704 ¢ w m Media DesvEs. N AD P
s 60 * *x 5 *
S 54 o m ¥ 309 03162 5 0.295 0.434
E 40 m m * * 5 *
S 3 ¢ * " 182 02739 5 0.192 0.784
o 2034 02074 5 0.207 0.723
20 I
0 m ]
10 mn
Il
51 {l i
m ”|
(l i
T T T

0 5 10 15 20 25 30 35
Datos

Figura N° 9. Grafica de Distribucion de Datos de los Halos de inhibicion conteniendo a las

muestras y control positivo.
Fuente: Elaboracién propia
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La figura nos muestra que el Pvalue para todas las muestras es mayor a
0.05, teniendo valores para el 50% de 0.784 y al 70% de 0.723 y del
control positivo de 0.434. Para el resultado se tom6é como base las

hipétesis correspondientes.
Ho: Los resultados de repetibilidad si presentan distribucién normal.
Ha: Los resultados de repetibilidad no presentan distribuciéon normal.

Para saber si los resultados presentan distribucion normal se tomé en

cuenta el siguiente criterio de aceptacion

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

demostrando que los resultados presentan distribucién normal.

El resultado, segun tabla, es mayor al del criterio de aceptacion por ende,
aceptamos la hipotesis nula, por lo tanto los resultados presentan

distribucion normal.

rueba de mu = 20 vs. > 20

Error

estandar

de la 95% Limite
ariable N Media Desv.Est. media inferior T P
IPROFLOXACINO 5 30.900 0.31¢ 0.141 30.599 77.07 0.000
ONC. 50% 5 18.200 0.274 0.122 17.939 -14.70 1.000
ONC. 70% S 20.3400 0.2074 0.0927 20.1423 3.67 0.011

Figura N° 10.Grafica de T de 1 muestra con las concentraciones de la muestra y el
control positivo.

Fuente: Elaboracién propia

En la figura se pudo ver los resultados al efectuar el analisis estadistico
de T de una muestra a las diferentes concentraciones como son los de

50%, 70% y el control positivo, teniendo como valor 20 mm de sensibilidad
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para Staphylococcus aureus, segun escala de Duraffourd. Para la prueba

de sensibilidad antimicrobiana.

Para un mejor entendimiento se hace referencia a las hipdtesis

correspondientes.

Ho: Los halos de Inhibicion obtenidos son menores a 20.3 mm como

marcador de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.

Ha: Los halos de Inhibicion obtenidos son mayores a 20.3 mm como

marcador de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.

Criterio de aceptacion: Si Pvaue < 0.05 se rechaza la Ho, demostrando
que los resultados son mayores a 20.3 mm como marcador de sensibilidad

contra Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos son menores al Pvalue, demostrando que los
valores de los halos son mayores a 20.3 mm y verificando con la escala

de Duraffourd se puede decir que son sumamente sensibles.

Los halos obtenidos son sumamente sensibles por ser mayores a 20.3

mm segun la escala de Duraffourd.

Porcentaje de Inhibicion

100

59.6

0.0 l

Dosis al 20% Dosis al 50% Dosis al 70% Control Positivo
Ciprofloxacino

TITULO DEL EJE

Dosis al 20%  mDosis al 50% M Dosis al 70%  H Control Positivo Ciprofloxacino

Figura N° 11 Porcentaje de Inhibicion
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4. 3 Discusion de resultados

1.

A partir de los hallazgos encontrados aceptamos la hipdtesis general si
existe efecto antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus
en el extracto de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco). El
extracto hidroalcohdlico al 70 % de las hojas Xanthium spinosum L. en
esta investigacion se ha demostrado que posee efecto antibacteriano
después de haber medido los halos segun la escala de Duraffourd se
determind lo siguiente, con un halo de inhibicibn promedio 20.3mm
sumamente sensible y en el extracto hidroalcohdlico al 50% con un halo
de inhibicion promedio 18.2mm medianamente sensible frente a las cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 6538. Estos resultados tienen cierto
soprte texnico que guardan relacion con lo que sostiene Scherer, R. et al,
(2009). “Actividad antimicrobiana y analisis de carboxiatractilosideo por
espectrometria de masas con ionizacidon por electrospray de Xanthium
strumarium L.” Demostrandose que hojas Xanthium spinosum L. (amor

seco) presenta efecto antimicrobiano. (17)

. En esta investigacion segun el tamizaje fitoquimico ejecutado al extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L se identificd los
metabolitos secundarios son: Alcaloides, flavonoides, compuestos
fendlicos, taninos, aminoacidos, naftaquinonas, antraquinonas vy
antranona, son los metabolitos con el efecto antibacteriano las cuales
serian responsables. Estos resultados guardan relacion con lo que
sostiene Colque O. (2016). “Evaluacién etnobotanica en las comunidades
de Choquepata y Tipon, distrito de Oropesa, provincia de Quipicanchi —
Cusco”. (11). Alarcén G. (2014). “Efecto genotoxico in vitro de plantas
medicinales antiinflamatorias Oenothera rosea Ait y Piper elongatum Vahl
“‘matico” y Xanthium catharticum HBK del sitio de la investigaciéon
realizada en .Ayacucho en el 2013 (12). Villanueva G. (2014). “Actividad
antiinflamatoria de extracto etanolico de las hojas de Xanthium
catharticum realizado en Ayacucho-2012”. (13). Vilcapoma E. (2013).
“Actividad diurética del extracto atomizado de hojas de Xanthium

catharticum HBK “amor seco” y niveles de sodio y potasio en la orina,
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Ayacucho 2012”. (14). Riveros, Z. et al. (2017). “Efecto antihipertensivo
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium catharticum
conocida comunmente como “AMOR SECOQO”. (15). Chamba K. (2016).
“Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de la especie
Acanthoxanthium spinosum” (3). Gutierrez MdP, et al. (2013). “Control
de Calidad del Xanthium spinosum, planta medicinal expedida en la
ciudad de La Paz en nuestro pais vecino de Bolivia”. (10). Demostrandose
la mayoria de los extractos vegetales poseen metabolitos con efecto

antibacteriano, antiinflamatorias, diurética y antihipertensivo.

. En éste estudio se demostré que el extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Xanthium spinosum L. (amor seco), al 70% y 50% poseen efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 a
diferencia de 20% que no presenta. Se observo segun las pruebas de
ANNOVA'Y TUKEY, identificando que existen diferencias en los halos de

medicion en los tratamientos trabajados. (fig. 6 y 7).

. En esta investigacién la actividad antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Xanthium spinosum L. (amor seco), se
realizé la prueba de bondad y ajuste de Anderson Darling en el programa
Minitab para determinar que los halos de las concentraciones de 20%,
50% y 70% vy el control positivo tienen una distribucion normal de los
datos; el extracto de las hojas de Xanthium spinosum L. llamado tambie
como amor seco, con un halo de inhibicién promedio 20.3mm , es
sumamente sensible como lo especifica la escala de Duraffourd para ver
la sensibilidad. Segun los parametros criticos de Staphylococcus aureus
spp del Instituto Nacional de Salud (INS) comparado con los halos de
inhibicion con el control comercial positivo (Ciprofloxacino) con un
diametro de halo con inhibicién promedio de 30.9 mm, es nula la
sensibilidad por ende posee menor actividad antibacteriano frente a cepas
ATCC puras de Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones.

1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas Xanthium spinosum L. (amor seco)
tiene efecto antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus.

Segun nuestras investigaciones experimentales.

2. Los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de las hojas
Xanthium spinosum L. (amor seco) identificados fueron: Alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, aminoacidos, naftaquinonas,
antraquinonas y antranonas. Los metabolitos con el efecto antibacteriano

responsables serian.

3. La concentraciéon 50 y 70% del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (amor seco) poseen efecto antibacteriano in vitro
en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538. Se observo segun las
pruebas de ANNOVA Y TUKEY (fig. 6y 7).

4. La actividad antibacteriana in vitro del extracto de las hojas de Xanthium
spinosum L. (amor seco), segun la interpretacion estandarizada de la
escala de Duraffourd con un halo de inhibicion promedio 20.3mm, es
sumamente sensible, comparado con el control positivo (Ciprofloxacino)
con un diametro de 30.9 mm es nula la sensibilidad. Segun los parametros
criticos (INS).
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5.2 Recomendaciones.

1. Realizar estudios en concentraciones mayores a 70% en la muestra

vegetal.

2. Se puede utilizar en otro medio de cultivo diferente al Agar Soya

Tripticasa TSA para el sembrado.

3. Estudio en otros microorganismos bacterias, hongos y comparacion en

otros antibioticos (Ciprofloxacino).
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ANEXO N° 1: Matriz de consistencia

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE XANTHIUM SPINOSUM L. (AMOR SECO) FRENTE A CEPA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN VITRO.

MATRIZ DE CONSISTENCIA

VARIABLE

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL INDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
Disefio:
¢ Cudl es el efecto antibacteriano in Determinar el efecto El extracto hidroalcohdlico de las Identificacion  de | Cuasi - Experimental
vitro del extracto hidroalcoholico de antibacteriano in vitro del extracto hojas de Xanthium spinosum L. | Extracto metabolitos
las hojas de Xanthium spinosum L. hidroalcoholico de las hojas (amor seco) posee efecto | hidroalcohdlico de las secundarios Tipo:
(Amor seco) en cepas de Xanthium spinosum L. (Amor antibacteriano in vitro en cepas | hojas de Xanthium | Fitoquimica Aplicada
Staphylococcus aureus? seco) en cepas de Staphylococcus | de Staphylococcus aureus. spinosum L.  (Amor Concentracion
aureus. seco) 20%, 50%, 70% Nivel:
Explicativo
Poblacion
muestra: 15 placas de
¢Cepas de Staphylococcus
ESPECIFICO ESPECIFICO ESPECIFICO VARIABLE DIMENSIONES | INDICADORES | aureus?

DEPENDIENTE

-

. ¢,Cudles son los metabolitos
secundarios responsables de la
actividad antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Xanthium spinosum L.
(Amor seco)?

.¢ Existird una concentracién
efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcoholico de las
hojas de Xanthium spinosum L.
(Amor seco) en cepas de
Staphylococcus aureus?

.¢,Cudl es la actividad
antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (Amor
seco), comparado con
Ciprofloxacino?

N

w

1.Determinar los metabolitos
secundarios responsables de la
actividad antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcoholico de
las hojas Xanthium spinosum L.
(Amor seco).

2.Determinar la concentracion del
extracto hidroalcoholico de las
hojas de Xanthium spinosum L.
(Amor seco) con mayor efecto
antibacteriano in vitro en cepas
de Staphylococcus aureus.

3.Comparar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas de
Xanthium spinosum L. (Amor
seco), con Ciprofloxacino

1.Los metabolitos secundarios
de las hojas de Xanthium
spinosum L. (amor seco)
tienen efecto antibacteriano in
vitro en cepas de
Staphylococcus aureus.

2.Existe una concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Xanthium spinosum
L. (amor seco) con efecto
antibacteriano in vitro en
cepas de Staphylococcus
aureus.

3.Existe actividad
antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Xanthium spinosum
L. (amor seco) comparado
con Ciprofloxacino frente a
Staphylococcus aureus,

Efecto antibacteriano
en cepas de
Staphylococcus
aureus

Microbiologico.

Diametros de los
halos inhibitorios
(mm)

Instrumento:
ficha de observacién ad-hoc

Instrumento de recoleccion
de datos

técnica:

Ficha de observacion

Procesamiento y analisis de
datos:

Andlisis descriptivo e
inferencial con los programas
SPSS Vers.20

Pruebas:

-Anova

-Tukey
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ANEXO N° 2: Certificado de la planta

_' UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100
’ Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA .,,_:\
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO e 9
(R MUSEO DE HISTORIA NATURAL Cens? P

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°387-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 (ramas floridas) recibida de Marycruz Carmen Silvera Lazo,
estudiante de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido estudiada y clasificada
como: Xanthium spinosum L.; y tiene la siguiente posicidn taxonémica, segin el Sistema
de Clasificaciéon de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Xanthium
ESPECIE: Xanthium spinosum L

Nombre vulgar: “Amor seco”
Determinado por Mag. Hamilton Beltran Santiago

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

Lima, 29 de Octubre de 2018

ACE/ddb

v
¥4

o oo
&zij_f!'ﬂﬁ o
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ANEXO N° 3: Certificado S. aureus

& Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophiliz icroorganism ification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2019/9/30
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:
Catalog Number: 0485 Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Lot Number: 485-577 Release Date: 2017/10/20
Reference Number: ATCC® 6538 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
(7) Mean Assay Value (MAV): 26 CFU per 0.1 ml
Performance
Macroscopic Features: Medium:
edium to large,_convex, circular, glistening, smooth, creamy, opaque, beta SBAP
P\ﬂemorylic - Loﬁi ligh{'gofd and darkér gom c%lonies may be p e:mpnt.qu
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in Irregular clusters. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

q ,
s ;
\[ G"-[/lf'\ 2.5 1__’ _.L_,_/‘.,({_,~~..
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Orsclaimer. The last digit(s) of the ot number 2ppearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number dsplayed on ths certificate is the actual base lot
number

N*mvm:Am.hm.thdmmymmmnm.m unique of the card, with the short period, may produce results that differ
from published results obtained by methods.
3. Refer to the ench Insert for i use and y inf

P are toa g culture ctis

®

ACCREDITED,

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #285%.02

() The ATCC Licensed Derivative Embiem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.
ATCC Licensed Microbrologics, Inc s licensed to use these trademarks and 1o sell products derived from ATCO® cultures.
\ Derwative )

(1) These tests are accredited to ISONEC 17025:2005

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

(7)  The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviate from the end-user's MAV based on variables inherant to each laboratory environment
such as methods, media type, equipment, pipettes, and individual technician technique.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO N° 4: AD-HOC DE ENSAYO DE SOLUBILIDAD

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

I
)
<
2
@
a
w
B
z
E

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE ENSAYO DE SOLUBILIDAD

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE Xanthium spinosum L. (AMOR SECO) FRENTE A CEPA DE Staphylococcus
aureus IN VITRO

Antes de iniciar con la observacion
e Procure estar en un estado de equilibrio emocional y somatico.

e Siesta cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.

¢ Realizar todas las mediciones bajo condiciones de comodidad.

e En caso de no tener la veracidad sobre la medicién de alguna unidad de
analisis, descarte su evaluacion.

¢ Registre los datos sin enmendaduras ni borrones, los espacios en los que

no pueda registrar informacion, tachelos con una linea.

N° SOLVENTES DEMOSTRACION RESULTADOS
2 Alcohol 96° 2 ml extracto + 3 ml del solvente
3 Metanol 2 ml extracto + 3 ml del solvente
4 Cloroformo 2 ml extracto + 3 ml del solvente
5 Agua 2 ml extracto + 3 ml del solvente
6 Isopropanol 2 ml extracto + 3 ml del solvente
Leyenda:

-) La solubilidad no se visualiza
+) La solubilidad en menor grado
++) La solubilidad es moderada
+++) La solubilidad es mayor

(
(
(
(
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ANEXO N° 5: AD-HOC DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

-
INCA GARCILASO

y

VOIA V1 3a

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

UNIVERSIDAD

|

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE Xanthium spinosum L. (AMOR SECO) FRENTE A CEPA DE Staphylococcus
aureus IN VITRO

Antes de iniciar con la observacion
e Procure estar en un estado de equilibrio emocional y somético.

e Siesta cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.

¢ Realizar todas las mediciones bajo condiciones de comodidad.

e En caso de no tener la veracidad sobre la medicién de alguna unidad de

analisis, descarte su evaluacion.

¢ Registre los datos sin enmendaduras ni borrones, los espacios en los que

no pueda registrar informacion, tachelos con una linea.

METABOLITOS REACTIVO DE DEMOSTRACION REACCION | RESULTADOS
SECUNDARIOS IDENTIFICACION POSITIVA
Alcaloides Wagner 2ml extracto+3 a5 Coloracioén
gotas de reactivo marron
Dragendorff 2ml extracto+3 a5 Precipitado
gotas de reactivo rojo o
naranja
Reineckato 2ml extracto+3 a5 Color lila
gotas de reactivo
Flavonoides Shinoda 2ml extracto + color rojo
Limaduras de intenso
magnesio + 1 gota HCI
concentrado
Compuestos Cloruro férrico 2ml extracto+3 a5 Color negro
fendlicos gotas de reactivo
Taninos Gelatina al 1% 2ml extracto+3 a5 Precipitado
gotas de reactivo blanco
Aminoacidos Ninhidrina 2ml extracto+3 a5 Color negro
gotas de reactivo
Naftaquinonas, Reaccién de 2ml extracto+3 a5 Color rojo
Antraquinonas y Bortranger gotas de reactivo
Antranonas
METABOLITOS REACTIVO DE DEMOSTRACION REACCION | RESULTADOS
PRIMARIOS IDENTIFICACION POSITIVA
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Prueba para Reactivo de Fehling 2ml extracto 5ml de anaranjado

Azucares AyB.- Fehling Ay B, agitary
se lleva a bafio maria

Prueba para Reactivo de Lugol. 2ml extracto+3a 5 coloracién
Almidén. gotas de reactivo oscura

Prueba para Reactivo de 2,4 2ml extracto + 2 gotas precipitado
Cetonas. Dinitrofenilhidrazina de reactivo amarillo o

(DNPH) naranja rojizo

Leyenda:

(-) La solubilidad no se visualiza

(+) La solubilidad en menor grado

(++) La solubilidad es moderada

(+++) La solubilidad es mayor
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ANEXO N° 6: AD-HOC DE EFECTO ANTIBACTERIANO

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

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
FICHA DE OBSERVACION AD-HOC

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE Xanthium spinosum L. (AMOR SECO) FRENTE A CEPA DE Staphylococcus
aureus IN VITRO

Antes de iniciar con la observacion
e Procure estar en un estado de equilibrio emocional y somético.

e Siesta cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.

¢ Realizar todas las mediciones bajo condiciones de comodidad.

e En caso de no tener la veracidad sobre la medicién de alguna unidad de
analisis, descarte su evaluacion.

¢ Registre los datos sin enmendaduras ni borrones, los espacios en los que

no pueda registrar informacion, tachelos con una linea.

MICROORGANISMO CONTROLES MUESTRA

HALO DE INHIBICION EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

HALO DE INHIBICION
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ANEXO N° 7: PROCESO DE EXTRACCION HIDROALCOHOLICO DE LAS

HOJAS DE Xanthium spinosum L. (amor seco)

Seleccion de las hojas de planta de Xanthium spinosum L. (amor seco)

Tew T TN

Figura N°12: Separar las hojas con cuidado de las ramas porque tienen

espinas.

Macerado de las hojas de planta de Xanthium spinosum L. (amor seco)

Figura N°13: Se pulverizo y se utiliz6 400 gramos de las hojas xanthium

spinosum L. (amor seco), Por el método de maceracion.
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ANEXO N° 8: TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LAS HOJAS DE Xanthium spinosum L. (amor seco)

Figura N°:15 Se agregé los reactivos correspondientes a cada uno de los

tubos.
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Figura N°:16 Se agregd los reactivos y asi poder determinar los metabolitos.

Figura N°:17 Reactivos y determinacién de metabolitos.
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ANEXO N° 9: PROCESO BACTERIANO

PROCESAMIENTO DEL CALDO TIOGLICONATO

Figura N°18: 3,0 g de caldo Tioglicolato por cada 100 ml de agua destilada,
calentary esterilizacion en la autoclave a 121°C y 15 Ib de presion por un periodo

de 15 minutos.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO (AGAR SOYA TRIPTICASA TSA)

Figura N°19: Se pes6 4,0 g de medio Agar Soya Tripticasa TSA por cada 100

ml de agua destilada.
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Figura N°20: Se procedi6é con la homogenizacion en bafio Maria hasta lograr la

disolucién completa.

Figura N°21: Se realiz6 la esterilizacion en la autoclave del medio de cultivo a
121°C y 15 Ib de presion por un periodo de 15 minutos.
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Figura N°22: Se incorporé un volumen de 100 pL del inéculo estandarizado de

Staphylococcus aureus por cada 100 ml de agar preparado.

Figura N°23: Se depositdé 25 ml el Agar Soya Tripticasa TSA, dejando
solidificar por un lapso minimo de 10 minutos a temperatura ambiente.
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ESTANDARIZACION DEL INOCULO DE CEPA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Figura N°24: A partir de cultivos de colonias se realiz6 una diluciéon con solucion

salina fisiolégica estéril hasta alcanzar la turbidez equivalente al tubo N° 0,5 del
Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/mL).
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ANEXO N° 7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Figura N°25: Se hicieron excavaciones en numero de tres por cada placa de 8mm de
diametro y 8 mm de profundidad.

Figura N°26: Se sembro en 20%, 50% y 70% del extracto hidroalcohdlico de
las hojas Xanthium spinosum L. (amor seco) con el control positivo
Ciprofloxacino y el blanco Dimetil Sulfoxido (DMSO)
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Figura N°27: Se rotul6 cada una de las placas y luego a incubar las placas a
37°C por un periodo de 24 horas.

Figura N°28: Proceder a medir los diametros de los halos de inhibicién
empleando el vernier.
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Figura N°29: Medir los diametros de los halos de inhibicién empleando el
vernier.
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