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RESUMEN

La presente investigacion buscd determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” frente a cepas de Escherichia
coli. La especie vegetal se recolectd en el centro poblado de Pariamarca; para la
obtencion del extracto seco se utilizd6 el método de maceracion alcoholica,
posteriormente se realizd la concentracién del preparado hidroalcohdlico en un
rotavapor a 45 °C. Para la prueba de susceptibilidad la cepa de Escherichia coli, fue
reactivada y sembrada en placas con medio de cultivo Agar Mueller Hinton, se
prepararon diluciones del extracto seco al 10, 50 y 75%. Se emplearon discos de
sensibilidad estériles que fueron embebidos con 20 pL de las soluciones preparadas,
se utilizé como patron positivo discos embebidos con 20 uL de alcohol de 96°. Los
discos fueron colocados de manera ordenada y equidistante en las placas de cultivo, se
incub6 a 37 °C/24h. Transcurrido el tiempo se realizé la observacion e interpretacion
de resultados. En la prueba de sensibilidad se obtuvieron halos de inhibicién de 6 mm
en todos los cultivos para las tres fracciones ensayadas del extracto seco, la medida de
los halos de inhibicion del grupo patron fue de 12 mm en promedio. Los resultados
evidenciaron que las hojas de Prunus serotina “capuli” no presentan efecto
antibacteriano frente a Escherichia coli en comparacion con el grupo patron. El
resultado fue respaldado por el analisis estadistico ANOVA, que reporto diferencia

estadisticamente significativa, donde p = 0,0000 (p < 0,05).

Palabras clave: Capuli, efecto antibacteriano, Prunus serotina, extracto seco,

Escherichia coli.
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ABSTRACT

The present research sought to determine the in vitro antibacterial effect of the dry
extract of the leaves of Prunus serotina "capuli” against strains of Escherichia coli.
The vegetal species was collected in the populated center of Pariamarca; to obtain the
dry extract, the alcoholic maceration method was used, followed by the concentration
of the hydroalcoholic preparation in a rotavapor at 45 °C. For the susceptibility test the
Escherichia coli strain was reactivated and seeded in plates with Mueller Hinton Agar
culture medium, dilutions of the dry extract were prepared at 10, 50 and 75%. Sterile
sensibility discs were used, which were embedded with 20 pL of the prepared
solutions, disks with 20 pL of 96° alcohol were used as a positive standard. The discs
were placed in an orderly and equidistant manner in the culture plates, incubated at
37°C/ 24h. After the time the observation and interpretation of results was made. In
the sensitivity test, 6 mm inhibition halos were obtained in all the cultures for the three
tested fractions of the dry extract; the measurement of the inhibition halos of the
standard group was 12 mm on average. The results showed that the leaves of Prunus
serotina "capuli" have no antibacterial effect against Escherichia coli in comparison
with the standard group. The result was supported by the ANOVA statistical analysis,

which reported a statistically significant difference where p = 0,0000 (p < 0,05).

Key words: Capuli, antibacterial effect, Prunus serotina, dry extract, Escherichia coli.
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I. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las infecciones bacterianas mas
comunes que afectan a los humanos, y Escherichia coli uropatdégena (UPEC) es el
agente etioldgico causante del 75% al 95% de las ITU en individuos sanos.

Las infecciones se dividen en casos complicados o no complicados, respectivamente.
En entornos clinicos, las infecciones del tracto urinario se describen con referencia
especifica al sitio de la inflamacion; la cistitis indica inflamacion de la vejiga urinaria
y la pielonefritis indica inflamacién de la pelvis renal y los rifiones. La presencia de
bacterias (bacteriuria) y neutrdfilos en la orina son caracteristicas de las ITU causadas
por la UPEC. Algunos pacientes, sin embargo, son bacterilrgicos que no estan
acompafados de sintomas de ITU durante largos periodos. Esta condicion se conoce
como bacteriuria asintomatica y es la forma méas benigna de colonizacion por E. coli
en el tracto urinario humano. En pacientes que padecen pielonefritis, la UPEC puede
acceder a los capilares renales, lo que produce bacteriemia y sepsis, siendo esta ultima
la complicacién mas peligrosa y potencialmente mortal de las ITU causadas por
UPEC. La mayoria de los casos de ITU no complicadas se adquieren en la comunidad
y la colonizacidn intestinal precede al acceso a las vias urinarias.

La incapacidad del organismo humano para combatir a las infecciones bacterianas a
los que esta expuesto, obliga a recurrir a plantas medicinales que tengan la propiedad
de neutralizarlos y eliminarlos del organismo. Por esta razon es importante determinar
la capacidad antibacteriana de una de las principales plantas de nuestra region, para

desarrollar estrategias profilacticas novedosas que nos acerquen un paso mas hacia la
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reduccion de la morbilidad, la pérdida de productividad y los costos de atencion
médica asociados con ITU de UPEC.1>#

Por lo antes expuesto se planted el siguiente problema de investigacion:

¢Presenta efecto antibacteriano el extracto seco de las hojas de Prunus serotina

“capuli” procedentes del centro poblado de Pariamarca de la Region Cajamarca?

Postulandose los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Evaluar la actividad antibacteriana del extracto seco de las hojas de Prunus
serotina “capuli” procedentes del centro poblado de Pariamarca de la Region

Cajamarca a diferentes concentraciones.

Objetivos especificos
e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto seco de las hojas de Prunus
serotina “capuli” mediante el método de Kirby Bauer.
e Comparar la actividad antibacteriana del extracto seco de las hojas de Prunus
serotina “capuli” a las concentraciones de 10%, 50%, y 75%.
e Determinar la cantidad de taninos presentes en el extracto seco de las hojas de

Prunus serotina “capuli” procedente del centro poblado de Pariamarca de la

Region Cajamarca.
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Para lo cual se formularon las siguientes hipdtesis:

e Hai: El extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” procedente del
centro poblado de Pariamarca de la Region Cajamarca presenta actividad
antibacteriana in vitro.

e  Ho: El extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” procedente del
centro poblado de Pariamarca de la Region Cajamarca no presenta actividad

antibacteriana in vitro.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Teorias que sustentan la investigacion:

Castillo 1 (2009)%° en su investigacion “Evaluacion in vitro de las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas de extractos del fruto de capuli (Prunus
serdtina subsp. capuli)”, determind el contenido de polifenoles totales
presentes en el fruto de capuli ademés de probar su actividad antimicrobiana,
los resultados evidenciaron que el extracto acetonico de capuli obtuvo el mayor
contenido de polifenoles (1937, 26 + 1,74 mg GAE/100g de extracto), ademas
el extracto etandlico presentd 1732, 44 mg GAE/100 g de extracto, siendo
dicho extracto el que mostré mayor recuperacion de polifenoles totales con un
rendimiento de extraccion del (66,97 + 0,17%). Con respecto al efecto
antibacteriano, el extracto etandlico de los frutos de capuli mostré inhibir el
crecimiento de especies Gram negativas y Gram positivas como:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhy; también se probd su efecto en levaduras como
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae. La investigadora resalta que el
extracto etandlico fue efectivo en un 100% contra las bacterias Gram negativas
a pesar de que éstas son mas resistentes que las Gram positivas. Estos
resultados también confirman que el etanol es el mejor disolvente para una

extraccién consistente de sustancias antibacterianas.
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e Arbildo A, Campos O (2014)? en su estudio “Evaluaciéon de la actividad
antioxidante del extracto etanolico de hojas y frutos de Prunus serotina
"capuli" provenientes de la Region Cajamarca” determinaron el contenido de
polifenoles totales en el extracto etandlico de las hojas y frutos de capuli
mediante el método de Folin-Ciocalteu, los resultados mostraron que las hojas
de capuli contienen una concentracion elevada de polifenoles totales
1231,8 mgEAG/g ES; la desviacion estandar también es elevado (#127,3) con
respecto al fruto (616,7 mgE AG/g ES # 31,9), estos resultados justifican el
uso empirico de este recurso natural.

e Jiménez M et al (2011)%? en su estudio “Actividad antioxidante y
antimicrobiana de los extractos de capuli (Prunus serotina subsp capuli)
buscaron evaluar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del extracto
acuoso, acetonico, etandlico y metandlico del fruto de capuli. El extracto
etanolico, presentd mayor actividad antimicrobiana contra las bacterias
Gram (-): Salmonella typhi murium, Proteus mirabilis, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, pero solo contra la bacteria Gram (+):
Staphylococcus aureus.

e Hurtado N, Pérez N (2014)% realizaron la cuantificacion de antocianinas y
fenoles totales de la céscara del fruto de Prunus serotina “capuli”. Los
resultados de la investigacion revelan que el contenido de fenoles totales fue
de 1382,5 £ 165 mg de acido galico (GAE)/ 100 g de céscara para extracto
crudo (EC) (242 mg GAE/100 g de fruta) y de 8099,4 + 81mg GAE/ 100 g de

cascara para ERAs (1417,4 mg GAE/100g de fruta), debido a estos resultados
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los investigadores recomiendan el uso de este fruto como una interesante fuente
de compuestos Utiles para la industria de alimentos, farmacéutica o cosmética.

e Villanueva G, Zabaleta R (2014)* en su investigacion “Caracteristicas
farmacognosicas y cuantificacion de flavonoides totales del fruto de Prunus
serotina Ehrhart (capuli), proveniente del distrito de Agallpampa, provincia de
Otuzco, region La Libertad-marzo 2014”. Los resultados mostraron el
contenido de humedad relativa (22,6%), humedad residual (6%), sustancias
solubles (15%), cenizas totales (0,81%), ademas se evidencio la presencia de
flavonoides (0,29 g de flavonoides expresados como quercetina por cada 100g
de epicarpio de Prunus serotina “capuli”).

e Alvarez J et al (2017)! en su estudio “Efecto antiinflamatorio de la cereza de
capuli contra el dafio citotoxico inducido por lipopolisacaridos (LPS) en
macrofagos” analizaron los frutos de Prunus serotina “capuli” de la region
interandina de Ecuador para determinar su contenido de compuestos
bioactivos, capacidad antioxidante total y sus efectos antiinflamatorios y
protectores contra el dafio citotoxico mediado por LPS en macrofagos. Los
frutos de capuli probaron ser una fuente natural de compuestos bioactivos tales
como antocianinas, vitamina C y B-caroteno, asi como también presentan una
importante capacidad antioxidante total y actividades de eliminacion de
radicales libres. Los macrofagos se incubaron con diferentes concentraciones
de extracto crudo de capuli y posteriormente se activaron mediante LPS para
determinar los marcadores relacionados con el dafio oxidativo y la produccion
de citocina proinflamatoria. Los marcadores de dafio oxidativo, niveles de

nitrito, los niveles de ARN mensajero (ARNmM) de interleucina 1 y los niveles
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de ARNm de factor de necrosis tumoral y secrecion disminuyeron
significativamente después de la preincubacion con extracto de capuli. En
resumen, el extracto de capuli atenud el dafio inducido por LPS en los
macrofagos debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, lo que
demuestra que las frutas de capuli pueden representar una fuente relevante de

compuestos bioactivos con beneficios prometedores para la salud humana.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Escherichia coli en infecciones urinariast*

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son algunas de las infecciones
bacterianas mas comunes, que afectan a 150 millones de personas cada afio
en todo el mundo. Las infecciones urinarias son una causa importante de
morbilidad en nifios pequefios, hombres mayores y mujeres de todas las
edades. Las secuelas graves incluyen recurrencias frecuentes, pielonefritis
con sepsis, dafio renal en nifios pequefios, nacimiento prematuro y
complicaciones causadas por el uso frecuente de antimicrobianos, como la
resistencia a antibidticos de alto nivel. Clinicamente, las ITU se clasifican
como simples o complicadas. Las ITU simples generalmente afectan a las
personas que por lo demas estan sanas y no tienen anomalias estructurales
o0 neuroldgicas del tracto urinario; estas infecciones se diferencian en una
infeccion urinaria inferior (cistitis) y una infeccion urinaria superior
(pielonefritis). Varios factores de riesgo estan asociados con la cistitis,
incluido el sexo femenino, una ITU previa, actividad sexual, infeccion

vaginal, diabetes, obesidad y susceptibilidad genética. Las ITU complicadas
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se definen como ITU asociadas a factores que comprometen la defensa del
tracto urinario o del huésped, incluida la obstruccion urinaria, retencion
urinaria causada por enfermedad neuroldgica, inmunosupresion,
insuficiencia renal, trasplante renal, embarazo y la presencia de cuerpos
extrafios como célculos, catéteres permanentes u otros dispositivos de
drenaje. Las ITU son causadas por bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, asi como por ciertos hongos. El agente causal mas comun para las
infecciones urinarias simples y complicadas es la Escherichia coli
uropatégena (UPEC). Para los agentes implicados en las infecciones
urinarias simples, UPEC es seguida en prevalencia por Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus del grupo B (GBS), Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida spp. Para las ITU
complicadas, el orden de prevalencia de los agentes causales, siguiendo a
UPEC como el mas comun, es Enterococcus spp., K. pneumoniae, Candida

spp., S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa.

2.2.1.1. Adherenciay colonizacion
La adherencia es un evento clave que inicia cada paso en la patogénesis
de las ITU. Una ITU generalmente comienza con contaminacion
periuretral por un patdégeno uropatdégeno que reside en el intestino,
seguido de colonizacion de la uretra y migracion posterior del patogeno
a la vejiga, un evento que requiere apendices tales como flagelos y pili.

En la vejiga, las consecuencias de las complejas interacciones huésped-
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patdgeno determinan finalmente si los patdgenos urinarios tienen éxito
en la colonizacion o si se eliminan.

Las adhesinas bacterianas multiples reconocen receptores en el epitelio
de la vejiga y median en la colonizacion. Los uropatogenos tales como
UPEC sobreviven invadiendo el epitelio de la vejiga, produciendo
toxinas y proteasas para liberar nutrientes de las células hospedadoras, y
sintetizando siderdforos para obtener hierro. Al multiplicarse y superar
la vigilancia inmune del huésped, los uropatdégenos pueden ascender
posteriormente a los rifiones, de nuevo a través de la fijacion adhesinas o
pili para colonizar el epitelio renal y luego producir toxinas que dafian
los tejidos. En consecuencia, los uropatdgenos son capaces de cruzar la
barrera epitelial tubular para acceder al torrente sanguineo, lo que inicia
la bacteriemia. Los uropatdgenos que causan infecciones urinarias no
complicadas, como Escherichia coli uropatdégena, K. pneumoniae y S.
saprophyticus, tienen la capacidad de unirse directamente al epitelio de
la vejiga, que estd compuesto por las células paraguas, células
intermedias y células basales. Escherichia coli uropatdégena y K.
pneumoniae se unen a uroplaquinas, que son los principales componentes
proteicos de la membrana apical de la célula paraguas y que forman una
matriz cristalina que protege el tejido de la vejiga del mamifero de
agentes perjudiciales en la orina. Ademas de uroplaquinas, oz PB1. Las
integrinas, que se expresan en la superficie de las celulas uroepiteliales,
también pueden servir como receptores para Escherichia coli

uropatdégena. Por el contrario, las ITU complicadas se inician cuando las
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bacterias se unen a un catéter urinario, un calculo renal o una vejiga, 0
cuando se retienen en el tracto urinario por una obstruccion fisica.
Escherichia coli uropatégena pueden causar ITU complicadas y no
complicadas. Sin embargo, otros como P. mirabilis, P. aeruginosa y
Enterococcus spp. Causan predominantemente ITU complicadas.
Posteriormente, estos uropatdégenos a menudo forman biopeliculas que

son responsables de la colonizacion y la persistencia.
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2.2.1.2.Factores de virulencia de Escherichia coli uropatogénica:
En la vejiga, la expresion uropatogénica de Escherichia coli (UPEC) de
pili tipo 1 es esencial para la colonizacion, invasion y persistencia. La
adhesina tipo pilus tipo 1, FimH, se une a las uroplaquinas y a las
integrinas manosiladas que recubren la superficie de las células. La union
de Uroplaquinas por FimH induce la reorganizacion de actina y la
internalizacion bacteriana a través de mecanismos desconocidos. FimH-
a3 B1 las interacciones de integrina inducen la transposicion de actina a
través de la activacion de GTPasas de la familia RHO (tales como las
proteinas RAC), dando como resultado la invasion bacteriana. Dentro de
la célula huésped, UPEC puede subvertir las defensas del huésped y
resistir el tratamiento con antibioticos. Sin embargo, el lipopolisacarido
(LPS) liberado por UPEC es detectado por el receptor tipo 4 (TLR4), que
induce la producciéon de AMP ciclico (AMPc) mediante la activacion de
adenil ciclasa 3 (AC3), provocando exocitosis de UPEC vesicular a
través de la membrana plasmatica apical. UPEC subvierte este
mecanismo de defensa innato escapando al citoplasma, donde luego se
multiplica para formar comunidades bacterianas intracelulares (CBI). La
maduracion de los GRG provoca la dispersion bacteriana y permite la
invasion de otras celulas hospedadoras, lo que permite a la UPEC
reingresar al ciclo de los CIB. Alternativamente, UPEC puede establecer
depdsitos intracelulares inactivos (QIR) en las células de transicion

subyacentes. Las QIR constan de 4-10 bacterias no replicantes dentro de
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compartimentos unidos a membrana encerrados en actina F y pueden
permanecer viables durante meses. Ademas, UPEC sobrevive dentro del
severo entorno de la vejiga secretando varios factores que son
importantes para la adquisicion de nutrientes. La toxina a-hemolisina
(HlyA) promueve la lisis de la célula huésped a través de la formacion de
poros, lo que facilita la liberacidn de hierro y la adquisicion de nutrientes.
Los sideroforos expresados por la UPEC permiten que la bacteria elimine
el hierro y asi promueva la supervivencia durante una infeccion del tracto
urinario (ITU). HIyA también desencadena exfoliacion epitelial para
promover la propagacion de UPEC a otros huéspedes después de la
expulsién de orina o para exponer las capas mas profundas del uroepitelio
para QIR. El factor citotdxico necrotizante 1 (CNFi) también es
importante para la remodelacion de células hospedadoras y funciona
uniéndose a la molécula de adhesion de células basales del receptor
(BCAM) en las células huésped para inducir la activacion constitutiva de
RHO GTPasas RAC1, RHOA y control de division celular 42 (CDCa2),
lo que resulta en reordenamientos del citoesqueleto de actina y
fruncimiento de la membrana. La activacion de RAC;: también induce las
vias de la célula huésped anti-apoptética y pro-supervivencia,
previniendo la apoptosis de células epiteliales colonizadas y permitiendo

que la poblacion de UPEC se expanda.
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La supervivencia extracelular de UPEC también requiere la evasion del
sistema inmune innato mediante la adopcion de una morfologia
filamentosa, lo que hace que la bacteria sea mas resistente a la muerte de
neutrofilos que su forma bacilar, lo que resulta en reordenamientos del
citoesqueleto de actina y fruncimiento de la membrana. La activacion de
RAC; también induce las vias de la célula huésped anti-apoptdtica y pro-
supervivencia, previniendo la apoptosis de células epiteliales colonizadas
y permitiendo que la poblacion de UPEC se expanda. La supervivencia
extracelular de UPEC también requiere la evasion del sistema inmune
innato mediante la adopcion de una morfologia filamentosa, lo que hace
que la bacteria sea mas resistente a la muerte de neutréfilos que su forma
bacilar, lo que resulta en reordenamientos del citoesqueleto de actina y
fruncimiento de la membrana. La activacion de RAC1 también induce
las vias de la célula huésped anti-apoptética y pro-supervivencia,
previniendo la apoptosis de células epiteliales colonizadas y permitiendo
que la poblacion de UPEC se expanda. La supervivencia extracelular de
UPEC tambien requiere la evasion del sistema inmune innato mediante
la adopcidn de una morfologia filamentosa, lo que hace que la bacteria
sea mas resistente a la muerte de neutréfilos que su forma bacilar. La
colonizacion por UPEC de los rifiones depende de la expresion de pili
asociado a pielonefritis, que se une a glicolipidos que contienen
globosidos que recubren el tejido renal. La adhesina P pilus, PapG,

también interactia con TLRa, reduciendo la expresion del receptor de
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inmunoglobulina polimérica (PIGR). Esto da como resultado una
alteracion del transporte de inmunoglobulina A (IgA) a través del
epitelio, modulando asi la respuesta inmune de los anticuerpos secretores

locales y evitando la opsonizacion y el aclaramiento de la UPEC.
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Figura N° 02. Factores de virulencia de Escherichia coli uropatdgena que contribuyen
a las infecciones del tracto urinario.

Fuente: Flores A, Walker J, Caparon M, Hultgren S. Urinary tract infections: epidemiology,
mechanisms of infection and treatment options. Nat Rev Microbiol. [Revista en linea]. Mayo de 2015;
13(5): 269 — 84.14
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2.2.2. Escherichia coli
Es un bacilo Gram negativo bastante tipico, que mide solo
aproximadamente 1 pum de largo por 0,35 um de ancho, aunque puede
variar considerablemente segln la cepa y sus condiciones. Incluso a gran
aumento, parece nada méas que una pequefia salchicha. Puede tener un
flagelo tipo latigo que se usa para moverse en su entorno, o pili en forma
de pelo que le permiten adherirse a las superficies o a otras células.
Fisioldgicamente, es un aerobio facultativo, lo que significa que puede
crecer facilmente con o sin oxigeno, pero no puede crecer a temperaturas
0 pH extremos ni degradar contaminantes peligrosos, sintetizar ni hacer
otras cosas que interesan a los microbidlogos. Filogenéticamente, es un

miembro de las Enterobacteriaceae.’

2.2.3. Clasificacion taxondmica de Escherichia coli3

e Reino : Bacteria
e Filo : Proteobacteria
e Clase : Gamma proteobacteria
e Orden : Enterobacteriales
e Familia : Enterobacteriaceae
e Género : Escherichia
e Especie : Escherichia coli
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2.2.4. Escherichia coli patogena

La presencia de Escherichia coli en el medio ambiente es motivo de
preocupacion porque es una causa importante de enfermedades
diarreicas, peritonitis, colitis, bacteriemia, mortalidad infantil e
infecciones del tracto urinario que en todo el mundo cuestan miles de
millones de ddlares para tratar y matar aproximadamente 2 millones de
humanos cada afio. Algunas infecciones oportunistas de E. coli son
causadas por cepas normalmente inofensivas o beneficiosas cuando se
introducen en huéspedes enfermos o en partes del cuerpo de un huésped
fuera del intestino. Sin embargo, también existen cepas patdgenas que
producen factores de virulencia y pueden causar enfermedades incluso
en el hospedador més saludable.

Estas cepas se clasifican por donde y cémo causan la enfermedad en
grupos llamados patotipos, que incluyen E. coli enteroagregativa,
enterohemorragica, enteropatdgena, enterotoxigénica, uropatdgena,

asociada a meningitis y asociada a septicemia.®
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2.2.5. Prunus serotina “capuli”30 32,43

2.2.5.1. Taxonomia:

o Reino : Plantae.

o Division : Magnoliophyta.

o Clase ; Magnoliopsida.

o Orden : Rosales.

o Familia : Rosaceae.

o Subfamilia : Amygdaloideae.
o Tribu : Amyddaleae.

. Género ; Prunus.

o Especie : P. serotina.

2.2.5.2.Descripcion:
Arbol que puede llegar a medir 15 metros de altura en Ecuador, mientras
gue en México y América Central es de tan s6lo 10 metros, también es
comun que se presente en forma arbustiva. Segun varios autores, el capuli
fue introducido en México en el siglo XV, con amplia distribucion actual
en la sierra del Peru. Crece entre 2100 — 3100 m.s.n.m., mientras que en
Junin fructifica hasta los 3400 m.s.n.m., y llega de forma arbustiva (sin
flores) hasta los 3900 m.s.n.m. conforme se asciende en altura se reduce
su tamafio y pierde capacidad de produccién de fruto, salvo en el caso de

la ribera del lago Titicaca por la influencia amortiguadora del agua.
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Las hojas son oblongas, lanceoladas y culminadas en el apice con un
tamafo entre 7 a 12 centimetros, su borde es aserrado, y se distinguen
por un color verde oscuro y brillante. Las flores nacen en racimos, son
blancas y suelen desprender una fragancia distintiva. El ovario de las
flores es libre y seésil, unilocular con dos 6vulos, el estilo es simple con
estigma peltado.

El fruto es una drupa globosa que se da en racimos delgados, cuando se
encuentra maduro suele tener un color negro, con una cascara delgada, la
pulpa es jugosa y con sabor entre dulce y amargo. La produccion de
semillas es abundante, y su dispersién por aves es amplia, el sistema
radicular es superficial.

2.2.5.3.Usos medicinales

Las ventajas que presenta este &rbol son las siguientes: La bebida del
cocimiento de sus hojas es diurética y expectorante. La corteza, hojas y
cogollo tienen propiedades calmantes y se usa contra las diarreas,
reumatismo, parto; a manera de emplasto sobre heridas, sarpullidos,
fracturas y otros. Se debe tener en cuenta que, ademas de ser una planta
con propiedades expectorantes, alivia los accesos de tos, bronquitis, el
catarro de las vias respiratorias superiores y la tos convulsiva. El
cocimiento de las hojas hecho en chicha de jora, es antipirético, es decir
combate los accesos de fiebre con que se presenta el paludismo o malaria.
Entre otros usos se menciona que el fruto es muy apreciado como

complemento alimenticio por su agradable sabor.
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Se come crudo o en conserva (jalea 0 mermelada) y bebidas frescas.
Ademas, la semilla contiene 30 a 40 % de aceite semisecante apropiado
para la fabricacién de jabones y pinturas.
2.2.5.4.Compuestos quimicos

Probablemente el uso terapéutico del capuli se debe a la gama de
compuestos fendlicos como taninos y flavonoides, de los que se conoce
sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Dos antocianinas ya
reportadas en capuli son la cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-
rutinosido.

e Taninos: constituidos por un extenso grupo de compuestos solubles
en agua con estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas
macromoléculas como proteinas, celulosa, alcaloides y la gelatina.
Esta capacidad para precipitarlas es la base de sus dos propiedades
principales: su capacidad para curtir la piel y su poder astringente.
Los taninos se dividen en dos grandes grupos taninos hidrolizables y
taninos condensados. Los taninos hidrolizables son ésteres formados
por una molécula de azlcar (generalmente glucosa) unida un nimero
variable de moléculas de &cidos fendlicos (acido galico o su dimero
acido elagico). Las acciones farmacologicas de los taninos estan
relacionadas con sus principales propiedades. Sus principales acciones
y uso son: antidotos en intoxicaciones por metales pesados y
alcaloides, por su capacidad para formar estructuras complejas con

estas sustancias; astringentes, debido a su capacidad para precipitar

Facultad de CienciasdelaSalud 20 Bach. Infante Guevara, Rocio Vani

Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica Bach. Teran Sangay, Verdnica Esther

3

UPACU



N
Efecto antibacteriano del extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” procedentes del S

Centro Poblado de Pariamarca de la region Cajamarca. UPACU

proteinas de la piel,proteinas salivares, por sus propiedades
astringentes se usan por via externa como cicatrizantes, ya que los
taninos se intercalan entre las fibras de colageno estableciendo uniones
reversibles como interacciones hidrofobas, enlaces de hidrdgeno,
ademas de uniones irreversibles enlaces covalentes; antisépticos, ya
que tiene accion bactericida y bacteriostatica, ademas de ejercer un
efecto antifungico; protectores, los taninos aplicados en pomadas de
uso externo impermeabilizan la piel y la protegen de los agentes
externos, si  hay una cicatriz favorecen la regeneracion
“reepitelizantes” y tiene poder analgésico, aplicados sobre heridas
sangrantes presentan una accion hemostatica “antihemorragica”;
antioxidantes, son capaces de captar radicales libres e inhibir la
peroxidacion lipidica, inhiben la autooxidacién del acido ascorbico
“Vitamina C”.%*

e Flavonoides: son compuestos naturales presentes en los vegetales que
defienden al organismo del dafio producido por agentes oxidantes,
como rayos ultravioletas, contaminacion ambiental, sustancias
quimicas presentes en los alimentos, etc. Estos compuestos estan
ampliamente repartidos en plantas, frutas, verduras, café, cocoa, té
verde, té negro, cerveza y el vino rojo. En las plantas, los flavonoides
se encuentran como O 0 C-glucosidos. Los O-glucosidos tienen
sustituciones de azucares, las cuales estan unidos a los grupos hidroxilo

de las agliconas, generalmente, las posiciones C-3 o C-7, mientras que
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los C-glucosidos, los grupos de azlcar estan unidos a carbonos de la
aglicona, usualmente C-6 o C-8.
Los azlcares mas comunes son ramnosa, glucosa, galactosa y
arabinosa. El actual interés en los flavonoides se debe a su extensa
actividad farmacoldgica, ya que poseen actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas,
antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de enzimas como la
transcriptasa reversa, proteina quinasa C, tirosina quinasa C,
calmodulina, ornitina decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa,
fosfolipasa C y topoisomerasa Il. Entre todas, las propiedades
bioldgicas de mayor interés han sido sus efectos antioxidantes, los
cuales han sido objeto de un sin nimero de estudios principalmente de
corte clinico y nutricional.® 42

e Antocianinas: colorantes responsables de la gama de colores que
abarcan desde el rojo hasta el azul en hojas, flores y frutos,
almacenados en las vacuolas de la célula. Las antocianinas tienen
varias funciones en la planta como son la atraccion de polinizadores
para la siguiente dispersion de semillas y la proteccion de la planta
contra los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacion
viral y microbiana. Estos compuestos pertenecen a la familia de los
flavonoides. Son glucdsidos de antocianidinas, es decir, que estan
formados por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la
que se le une un azdcar por medio de un enlace B-glucosidico. La

estructura quimica bésica de estas agliconas es el ion flavilio, también
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Ilamado 2-fenil-benzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un
benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); ambos unidos por una cadena
de tres atomos de carbono. Variaciones estructurales del anillo B
producen las seis antocianidinas conocidas.

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacién de los
grupos hidroxilo (-OH) y metoxilo (-OCHs) de la molécula.
Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia
tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones
producen coloraciones rojas.En nuestro habitat, las antocianinas
siempre presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5

con mono, di o trisacaridos que aumentan su solubilidad.

Aglicona Substituciéon A umkum)

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura N° 03. Estructura y sustituyentes de las antocianinas.

Fuente: Zapata L. Obtencidn de extracto de antocianinas a partir de arandanos para ser utilizado como
antioxidante y colorante en la industria alimentaria. [Tesis para optar el Grado de Doctor]. Valencia-
Espafia: Universidad Politécnica de Valencia.*
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Presentan efectos terapéuticos populares que incluyen la reduccién de la
enfermedad coronaria, efectos antitumorales, antiinflamatorios y
antidiabéticos, ademéas del mejoramiento de la agudeza visual y del
comportamiento cognitivo. La actividad farmacologica de las
antocianinas esta relacionada con su actividad antioxidante. Estudios con
fracciones de antocianinas provenientes del vino evidenciaron que estas
son efectivas en captar especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir

la oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas.t> 1737
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra

3.1.2. Unidad de anélisis
e Hojas de Prunus serotina “capuli”, procedentes del centro poblado de
Pariamarca de la Region Cajamarca.

e Launidad de andlisis fue la cepa de Escherichia Coli ATTC®25922™.,

3.1.3. Universo
e Plantas de Prunus serotina “capuli”, sembradas y producidas en el
centro poblado de Pariamarca de la Region Cajamarca.

e Cepa de Escherichia coli ATTC®25922™,

3.1.4. Muestra
> Extracto seco:
De las hojas de Prunus serotina “capuli”, procedentes del centro
poblado de Pariamarca, distrito de Cajamarca, provincia de Cajamarca
y departamento de Cajamarca.
e Criterios de inclusion: Extracto seco de Prunus serotina
“capuli”, concentrado en rotavapor, de consistencia homogénea,

libre de microorganismo.
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e Criterios de exclusion: Extracto seco de Prunus serotina
“capuli”, no concentrado en rotavapor y con presencia de
macroorganismos (mohos, hongos y bacterias) y particulas

suspendidas (restos triturados de la droga vegetal).

> Cepa de experimentacion:
Cepas de Escherichia coli procedentes del Laboratorio GenLab de la
Ciudad de Lima.

e Criterios de inclusion: Cepa de Escherichia coli atenuada, en
frasco sellado, libre de contaminacién y que no haya sido
utilizada en otras investigaciones.

e Criterios de exclusion: Cepa de Escherichia coli en frasco

abierto y que ha sido utilizada en otras investigaciones.

3.2. Métodos de investigacién

3.2.1. De acuerdo al fin que se persigue
Bésica: puesto que la investigacion buscé ampliar el conocimiento ya
existente, asi como generar conocimientos nuevos que beneficien a la
sociedad en el futuro.®®

3.2.2. De acuerdo a la técnica de contrastacion
Experimental: porque se realizd la manipulacion de variables,
buscando observar los efectos de dicha manipulacion, para controlar el

aumento o disminucion de esas variables y su efecto antibaceriano.*’
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3.3. Técnicas de investigacion
3.3.1. Recoleccion de muestra vegetal®®

a) Recoleccion de las hojas de Prunus serotina “capuli”
Las hojas de Prunus serotina “capuli” fueron recolectadas en el
centro poblado de Pariamarca, distrito de Cajamarca, provincia y
region de Cajamarca. Después de la recoleccion se seleccionaron las
hojas frescas, libres de plagas y parasitos, adecuadas para la
investigacion. Esta etapa se realizo en el Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo.*

b) Lavado y secado de las Hojas de Prunus serotina “capuli”
e Lavado: se procedi6 al lavado de las hojas de Prunus serotina

99
1

“capuli” a chorro de agua, para retirar residuos impregnados en
las hojas.

e Secado: una vez lavadas las hojas se coloc en papel kraft, y se
secO a temperatura ambiente en un lugar ventilado libre de
humedad y sin exposicion directa al sol.

c) Triturado de las hojas de Prunus serotina “capuli”
Se procedié a moler las hojas con la ayuda de un molino de mano

hasta obtener el polvo y luego se pasé a través de un tamiz

N° 100 para homogenizar el tamafio de particula.
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d) Preparacion del extracto seco de las hojas de Prunus serotina
“capuli”
A partir de las hojas secas y trituradas, se preparé un extracto
hidroalcoholico de Prunus serotina “capuli”, para ello se pesaron
250 g de las hojas secas vy trituradas de Prunus serotina “capuli”
respectivamente, las cuales fueron adicionadas en dos matraces
Erlenmeyer de una capacidad de 1000 mL, con 125 g de muestra a
cada uno, posteriormente se adicionaron 1000 mL de alcohol de 96°
a cada matraz, se dejo en agitacién constante durante 72 horas con
ayuda de agitadores magnéticos a temperatura ambiente.
Transcurridas las 72 horas se procedié a filtrar la solucién con la
finalidad de eliminar impurezas (fibra). El filtrado obtenido fue
concentrado por evaporacion de solvente en rotavapor a 45°C, el
extracto concentrado fue depositado en capsulas de porcelana y
llevado a sequedad en estufa a 45°C por 7 dias.*

e) Preparacién de los extractos en concentraciones de 10%, 50% y
5%
Se tom6 1 mL del extracto hidroalcohdlico en una luna de reloj, la
cual fue previamente tarada, se evaporo en la estufaa 120 °C por dos
horas. Posteriormente se procedio a pesar la luna de reloj con el
extracto y por diferencia de pesos se obtuvo el peso del extracto seco,
finalmente se realizaron los calculos correspondientes para la

preparacion de soluciones al 10%, 50% y 100%.
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Concentracién 10%: se tomo 1 g del extracto seco de las hojas
de Prunus serotina “capuli” y se agregd agua c.s.p 10 mL.

Concentracién 50%: se tomaron 5 g del extracto seco de las
hojas de Prunus serotina “capuli” y se agregé agua c.s.p 10 mL.
Concentracién 75%: se tomaron 7,5 g del extracto seco de las

hojas de Prunus serotina “capuli” y se agregd agua c.s.p 10 mL.

3.3.2. Valoracién de taninos segin el método volumétrico de Jean3®
Fundamento: fijacion de del iodo metalico en medio alcalino
(HNaCOg) por parte del &cido tanico y acido galico.

Primera parte: titulacion de solucion tipo.

Se enras6 una bureta con solucién de yodo 2,5 por mil.

- Enun matraz Erlenmeyer se colocaron 10 mL de la solucién tipo
de &cido tanico al 1 por mil con 2 mL de solucion saturada de
bicarbonato de sodio.

- Se agreg6 agua destilada c.s.p., 50 mL de solucidn.

- Seinicio la titulacién utilizando como indicador un papel de filtro

impregnado con engrudo de almidon.

Se procedio a anotar el gasto.

Segunda parte: titulacion de la solucion problema.

- Se enraso6 una bureta con solucién de yodo 2,5 por mil.

- En un matraz Erlenmeyer se afiadi6 0,1 g de droga vegetal
pulverizaday se la llevé a ebullicion varias veces con c.s., de agua
(30 mL de agua destilada), para agotar la droga hasta completar

100 mL de solucién.
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- Para titular esta solucion se midieron exactamente 10 mL de la
solucion anteriormente preparada y se la colocé en un matraz
Erlenmeyer, se afiadieron 2 mL de solucion saturada de
bicarbonato de sodio.

- Se agreg6 agua destilada c.s.p. 50 mL de solucién.

- La titulacién inici6 utilizando como indicador un papel de filtro
impregnado de engrudo de almidon.

- Se procedi6 a anotar el gasto.

Tercera parte: titulacién de la prueba blanco.

- Seenras6 una bureta con solucion de yodo 2,5 por mil.

- Se midieron 2 mL de soluci6n saturada de bicarbonato de sodio y
se completé con agua destilada hasta obtener un volumen de
50mL de solucion.

- Se inicio la titulacién con la solucion de la bureta enrasada con

solucién de yodo 2,5 por mil. Se anoté el gasto.

3.3.3. Determinacion de la actividad antibacteriana mediante el método
de Kirby Bauer*
a) Preparacion del estandar (0,5 Mc. Farland) para el inoculo:
Para estandarizar la densidad del indculo se utiliz6 una suspension

de sulfato de bario (0,5 de la escala de Mc. Farland), como estandar.
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Para prepararlo, se agregaron 0,5 mL de una solucion de BaCl>
0,048 M (BaCl..2H20 al 1, 1175 % p/v) a 99,5 mL de una solucion
de H2SO4 0,18 M (0,36 N) (1% v/v) en constante movimiento para
mantener la suspension. Se verifico la densidad correcta del estandar
usando un espectrofotometro, cuya absorbancia es de 0,008 a 0,10
para el estdndar de Mc. Farland. Se distribuyeron de 4 a 6 mL en
tubos con tapa rosca o tapén de jebe. Se ajustaron bien las tapas o
tapones y se agitd vigorosamente, luego se compar6 con la turbidez
de las cepas inoculadas en el caldo de tripticasa de soya y se verificd
eeeque la turbidez sea parecida.
b) Preparacién del caldo tripticasa de soya
Se pesaron 3 g de caldo de tripticasa de soya, el cual fue disuelto en
100 mL de agua destilada, se colocé el caldo en tubos con tapa rosca
y se los llevo al autoclave a 121 ° C, entre 15 a 20 minutos.
c) Preparacion del agar Mueller Hinton

Se pesaron 5,1 g de agar Mueller Hinton, este sera mezclado con
150 mL de agua destilada. Posteriormente se procedi6 a autoclavar,
se dejd enfriar en bafio de agua hasta que alcance los 45 °C — 50 °C.
Una vez esterilizado y solidificado, se midio el pH del agar a
temperatura ambiente éste estuvo entre 7,2 y 7,4. Esta medicion se
realizd con el electrodo de un potenciometro. Se repartio el medio
en placas Petri (60 a 70 mL para placas de 150 mm de diametro

interno), de manera que el grosor del agar en la placa fue de 4mm.
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Se realizaron pruebas de esterilidad, incubando dos placas a 37°C
durante 24 horas. Posteriormente se comparo la turbidez de las cepas
en el Caldo tripticasa de soya, ademas de la esterilidad del medio de

cultivo. Se procedio a realizar la siembra.

3.3.4 Disefio experimental

Para evaluar la actividad antibacteriana del extracto seco de las hojas

de Prunus serotina “capuli” frente a Escherichia coli, se trabaj6 con

50 placas con medio agar Mueller Hinton, de la siguiente manera:

» Grupo Control: Constituido por 10 placas con medio agar
Mueller Hinton, en las que se sembrd la cepa de Escherichia coli,
posteriormente fueron incubadas a 37°C por un tiempo de 24
horas.

» Grupo Patron: Constituido por 10 placas con medio agar
Mueller Hinton, se sembrd la cepa de Escherichia coli,
posteriormente fueron incubadas a 37°C por un tiempo de 24
horas. Cumplido el tiempo se colocaron discos de sensibilidad
con 20 pL de alcohol de 96°, se procedi6 a incubar a 37 °C por 24
horas. Al final de este tiempo, se retiraron las placas para su lectura
y analisis correspondiente.

» Grupo Problema 1: Constituido por 10 placas con medio agar
Mueller Hinton, se sembrd la cepa de Escherichia coli,
posteriormente fueron incubadas a 37 °C por un tiempo de 24

horas. Cumplido el tiempo se colocaron discos de sensibilidad
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con 20 pL del extracto seco de Prunus serotina “capuli” al 10%,
se procedié a incubar a 37 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo
requerido, se retiraron las placas para su lectura y analisis
correspondiente.

» Grupo Problema 2: Constituido por 10 placas con medio agar
Mueller Hinton, se sembré la cepa de Escherichia coli,
posteriormente fueron incubadas a 37°C por un tiempo de 24
horas. Cumplido el tiempo se colocaron discos de sensibilidad
con 20 pL del extracto seco de Prunus serotina “capuli” al 50%,
se procedi6 a incubar a 37 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo
requerido, se retiraron las placas para su lectura y andlisis
correspondiente.

» Grupo Problema 3: Constituido por 10 placas con medio agar
Mueller Hinton, se sembrd la cepa de Escherichia coli,
posteriormente fueron incubadas a 37°C por un tiempo de 24
horas. Cumplido el tiempo se colocaron discos de sensibilidad
con 20 pL del extracto seco de Prunus serotina “capuli” al 75%,
se procedié a incubar a 37 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo
requerido, se retiraron las placas para su lectura y analisis
correspondiente.

d) Evaluacién de los resultados* 2

La evaluacion del efecto antibacteriano se realizd mediante la

medicion numérica de los halos de inhibicion siguiendo las pautas

por Duraffourd, escala utilizada para determinar cualitativamente el

efecto inhibitorio in vitro, segin diametro de inhibicion.®
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Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.

e Sensibilidad limite (sensible +): para un didmetro
comprendido entre 8 a 14 mm.

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

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

20 mm.

3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos
3.4.1. Instrumentos
e Microsoft Excel.

e |MB statistics SPSS. v 24.

3.4.2. Equipos de laboratorio
e Balanza analitica Adventurer OAUS.
e Balanza Eléctrica H.W. Kassel S.A.C.
e Rotavapor R-210. BUCHI Switzerland.
e Estufa Memmert.

e Refrigeradora Coldex.
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3.4.3. Materiales
Materiales de vidrio y otros de uso comun en el Laboratorio de

Microbiologia y Tecnologia Farmacéutica.

3.4.4. Reactivos
e Solucion reactiva de cloruro férrico.
e Solucion saturada de bicarbonato de sodio.
e Solucién de &cido tanico al 1 por mil.
e Solucion de yodo 2,5 por mil.
¢ Solucién de hidréxido de potasio 1%.
e Acido sulfurico g. p. Laboratorio: EMSURE®.

e Agua destilada.

3.5. Técnicas de analisis de datos:
El andlisis de los datos se realizd0 mediante ANOVA. Con este analisis se
establecieron diferencias entre los grupos experimentales. Un nivel de
significancia menor a 0,05 (p < 0,05) se consider6 como diferencia
significativa, con una confiabilidad del 95%. El analisis estadistico fue
utilizado para la comparacion de datos obtenidos en la medicion de halos de

inhibicion, de los grupos problema 1, 2, 3 y el grupo patrén.
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IV. RESULTADOS
Tabla N° 01. Valoracion de taninos segun el método volumétrico de Jean.

Gasto solucidn patrén: 13,1 mL de sol. de yodo.

Gasto solucion problema: 2,3 mL de sol. de yodo.
Gasto solucidn blanco: 0,7 mL de sol. de yodo.

Gasto de sol. patrén o tipo — Gasto sol. blanco = A mL
Gasto de sol. problema — Gasto sol. blanco = B mL
131mL-0,7mL=124mL (AmL)
2,3mL-0,7mL =1,6 mL (B mL)
Si:
124 ML (AML)..ocniieiniieiiieiniieeeneenenenecnenes 0,01g de &c. tanico
1,6 ML (BML)euiuiniiiiiiiiiieieininienieenecececacnns X g ac. tanico
X=0,0013 g &c., tanico
0,0013 g &C. tANICO +evvuvrernrinenrnrnrnrnrnenececncncnnnnns 10 mL solucién problema
Y g acC. tANico...ceiiiiieieieinrnennnnnns 100 mL solucion problema (Concentracion de la

sol. %g &c. tanico en 100 mL de sol.)
Y= 0,013 g 4c. Ténico en 100 mL de solucion
0,013 g C. tANICO cueuvrnrnrnrnrnieeieneenencncnsnnnennnns 0,1 g de droga tanica
Z JAC. tANICO veevenennenennrnennenecnrneencneencasannns 100 g de droga tanica (% de Ac.
tanico en la muestra a tratar).
Z=13%

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N° 02. Didmetro de los halos de inhibicion del grupo patrén evaluados

mediante el método de Kirby Bauer.

Grupo patrén ., ,
pop Evaluacion segun

N° de placa . quq (.1? pauta de
inhibicion
Duraffourd
(mm)

1 11,8 Sensible (+)
2 12,0 Sensible (+)
3 11,5 Sensible (+)
4 11,3 Sensible (+)
5 11,7 Sensible (+)
6 12,1 Sensible (+)
7 12,0 Sensible (+)
8 11,4 Sensible (+)
9 11,5 Sensible (+)
10 12,3 Sensible (+)

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion: Como se observa en la tabla N° 02, en el grupo patron se
obtuvieron diferentes halos de inhibicion, con una media de 12 mm y evaluadas
segun la pauta de Duraffourd, todas son sensibles (+), lo que nos muestra que el
alcohol es el mejor antibacteriano en comparacion con extracto seco de Prunus

serotina “capuli”.
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Tabla N° 03. Diametro de los halos de inhibicion del tratamiento con extracto de

Prunus serotina al 10% mediante el método de Kirby Bauer.

N° de Extracto al 10% Evaluacion segun pauta
placa Halo de inhibicion (mm) de Duraffourd

Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
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Fuente: Elaboracion propia.

Tabla N° 04. Didmetros de los halos de inhibicion del tratamiento con extracto de

Prunus serotina al 50% mediante el método de Kirby Bauer.

N° de Extracto al 50% Evaluacion segun pauta
placa  Halo de inhibicién (mm) de Duraffourd
1 6 Nula
6 Nula
3 6 Nula
4 6 Nula
5 6 Nula
6 6 Nula
7 6 Nula
8 6 Nula
9 6 Nula
10 6 Nula

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla N° 05. Diametros de los halos de inhibicion del tratamiento con extracto de

Prunus serotina al 75% mediante el método de Kirby Bauer.

N° de Extracto al 75% Evaluacion segun pauta de
placa Halo de inhibicion (mm) Duraffourd
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
Nula
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Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion: En las tablas 03, 04 y 05 se puede observar que las tres fracciones
del extracto seco de las hojas de Prunus serotina evaluadas no presentaron halos de

inhibicidn (las colonias de Escherichia coli crecieron con normalidad).
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Tabla N° 06. Comparacion de la actividad bacteriana a diferentes concentraciones.

95% del intervalo de confianza para la

iacio media
Tratamientos N° Media Desylauon Error estandar
estandar
Limite inferior Limite superior

Control 10 11,8 0,33 0,11 115 12,0
Extracto al

10% 10 0,0 0,00 0,00 0,0 0,0
Extracto al

50% 10 0,0 0,00 0,00 0,0 0,0
Extracto al

7506 10 0,0 0,00 0,00 0,0 0,0

Total 40 2.9 5,16 0,82 1,3 4.6

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En la tabla N° 06 se muestran el andlisis estadistico descriptivo del halo de inhibicién de cada tratamiento. Se observd

actividad antibacteriana en el grupo patrén, donde la media del halo de inhibicion fue de 11,8 mm (D. E = 0,33), que segin pauta de

Duraffourd, ésta se considera sensible (+). En los demas tratamientos la actividad antibacteriana fue nula, segun la misma pauta.
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Media de halos de inhibicion

12

Media de los halos de inhibicion

0 0 0

Grupo patron Ext. al 10% Ext. al 50% Ext. al 75%
Tratamientos

Fuente: Elaboracion propia.

Grafico N° 01. Media de los halos de inhibicidon de cada tratamiento.
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Tabla N° 07. Analisis de Varianza para la evaluacion de la actividad antibacteriana
de los extractos de Prunus serotina “capuli”.

Fuente de Suma de Media
o ] F Valor p
variacion cuadrados cuadratica
Entre grupos 1037,23 3 345,74  12397,20 0,000
Dentro de
1,00 36 0,03
grupos
Total 1038,24 39

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion: En la tabla N° 07 se observo que el valor p es menor a 0,05

considerando el alcohol frente a las concentraciones evaluadas por lo que se acepta la

hipétesis nula.
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V. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano del
extracto seco de las hojas de Prunus serotina a concentraciones del 10, 50 y 75%
mediante el método de Kirby Bauer.

En los resultados obtenidos después de la determinacion de la actividad antibacteriana,
se evidencié un mayor efecto antibacteriano en el grupo patron, el cual uso alcohol de
96° como agente antibacteriano frente a las cepas de E. coli en comparacion con la
nula actividad antibacteriana presentada por las tres fracciones de extracto probadas.
Asi lo demuestra el anélisis estadistico ANOVA de los diametros de los halos de
inhibicién de todos los grupos experimentales, reportdndose una diferencia
estadisticamente significativa donde P = 0,0000 (p < 0,05). Estos resultados
demostraron que el extracto de las hojas de Prunus serotina “capuli” no presenta
actividad antibacteriana, puesto que las colonias de Escherichia coli crecieron sin
dificultad.

Escobar M (2001)*? report6 que el efecto antibacteriano de extractos de plantas se ve
afectado por la susceptibilidad del microorganismo tratado, establecié ademas que las
bacterias Gram positivas son mas susceptibles a los extractos de plantas medicinales
en comparacion con las Gram negativas.

El hecho de que los microorganismos Gram negativos sean menos susceptibles a la
accion de antibacterianos, se debe a que estos poseen una membrana externa que
rodean la pared celular que restringe la difusion de compuestos hidrofébicos a través

de los lipopolisacaridos que la cubren.
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Esta pared externa contiene proteinas, tales como porinas, formadoras de canales que
permiten el paso de moléculas hidrofilicas no mayores de 1000 daltons (Da). En esta
membrana también se localizan los fosfolipidos y el lipopolisacarido (LPS), cuya
region mas interna, conocida como lipido A, es una endotoxina formada por acidos
grasos insaturados. Dicha region es la principal responsable de la menor fluidez de la
membrana externa y de la poca permeabilidad a muchas moléculas hidrofilicas, asi lo
reportaron Rincon C et al (2015)**; Romero S, Iregui C (2010)* y Ocares M (2012)%°.
Como se puede observar en el ANEXO N° 01 en las bacterias Gram positivas de los
géneros Staphylococus, Streptococus, Bacillus y Lactobacillus, la pared se encuentra
inmediatamente accesible y constituye un blanco ideal; sin embargo, en bacterias
Gram negativas (Enterobacterias, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, etc.), el grosor
de la pared es mucho menor y se encuentra entre dos membranas, lo que dificulta e
impide el acceso directo de la sustancia antimicrobiana hacia el interior de la célula.

Los mecanismos por los cuales los principios activos de las plantas pueden causar la
destruccidon o inhibicion de los microorganismos se han atribuido a los metabolitos
antimicrobianos que actuarian en los siguientes puntos: degradacion de la pared
celular, dafio a la membrana citoplasmatica, dafio a las proteinas de membrana,
filtracion del contenido celular, coagulacion del citoplasma y el agotamiento de la

fuerza motriz de protones. (Ver ANEXO N° 02).
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Los taninos precipitan las proteinas, fendmeno que, al ocurrir en la membrana
citoplasmatica bacteriana, altera la permeabilidad de la misma provocando, el
intercambio de sustancias nutritivas y de desecho llevando finalmente a la muerte
celular. Los compuestos esteroidales pueden interferir en determinados procesos de
sintesis vitales en la célula bacteriana y los triterpenos, por su parte, pueden actuar
siguiendo diversos mecanismos, dependiendo de su naturaleza quimica, los de
naturaleza hidrocarburica, por ejemplo, tienen generalmente accion depresora sobre la
tension superficial lo cual, cuando tiene lugar en el entorno de la célula bacteriana,
altera la selectividad de la membrana citoplasmatica para el intercambio de sustancias.
Los triterpenos de naturaleza alcohdlica alterarian la naturaleza coloidal del
protoplasma de la célula provocando su muerte. La informacion disponible
actualmente respecto al mecanismo de accidn de los aceites esenciales es escasa, sin
embargo, en lo reportado se coincide que el carécter hidrofébico de los aceites
esenciales les permite incorporarse en los lipidos de las membranas bacterianas
perturbando su estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando lugar a las
fugas de iones y otros contenidos celulares vitales, conduciendo finalmente a la muerte
de la célula. Los aceites esenciales también podrian actuar sobre las proteinas de la
membrana citoplasmatica alterando la interaccion lipido-proteina y afectando la
actividad de enzimas como la ATPasa, disminuyendo la produccion de energia
requerida para el funcionamiento celular, otra posible accion seria la interaccion
directa de los componentes lipofilicos con las partes hidrofobicas de la molécula de

proteina.?®
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En respuesta a los mecanismos antes descritos, las células bacterianas hacen todo lo
posible para contrarrestar los efectos de los agentes antibacterianos, empleando
estrategias para aumentar su capacidad de adaptacion a ambientes hostiles. Entre los
fendmenos adaptativos de las bacterias se destaca la resistencia a los antibioticos y
compuestos toxicos.*°

Esta capacidad de resistencia es mediada por factores estructurales y fisiologicos de
las bacterias que actlan a diferentes niveles tanto extracelular como intracelular. A
niveles extracelulares se destaca la capacidad de las poblaciones bacterianas en la
formacion de biopeliculas y la regulacion de sefiales celulares quorum sensing (QS),
permitiendo la evasion de la accion antibidtica. A nivel de envoltura celular se destaca
el funcionamiento y comportamiento de la pared celular y de la membrana celular,
principalmente por medio de la regulacién de la expresion de canales de entrada o
porinas y/o bombas de expulsion que impiden el acceso o inducen la salida de
antibioticos; otros mecanismos integran la modificacion de la actividad de compuesto
o0 drogas por medio de la hidrdlisis o0 modificacién del sitio activo. A nivel intracelular,
las bacterias pueden cambiar los procesos de Oxido/reduccion, modificar los sitios
objetivos del compuesto antibiotico e inactivar los grupos transfer, y modificar las
subunidades ribosomales afectando la accion de las sustancias que inhiben la sintesis
de proteinas. A esto se afiaden las modificaciones en la expresion genica y del codigo
genético, que regula todos los anteriores, y es capaz de generar cambios adaptativos,

resistencia a farmacos y compuestos desinfectantes, entre otros.® 4°
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A continuacion, se describen las principales caracteristicas de los mecanismos de
resistencia usados por las cepas de E. coli que podrian haber influido en el resultado
experimental obtenido, la descripcion se hard a nivel morfologico y funcional,
empezando por los cambios que ocurren a nivel extracelular, luego las modificaciones
de la pared celular y membranas.

Dentro de los fendmenos que ocurren extracelularmente se encuentra formacién de
biopeliculas, las cuales son agregaciones estructuradas de células bacterianas,
encerradas en una matriz extracelular auto sintetizada conformada por diferentes
macromoléculas. Esta propiedad favorece el desarrollo de comunidades sésiles de
microorganismos que se unen irreversiblemente a un sustrato o co-agregado. El
desarrollo de la biopelicula es un proceso complejo, que se inicia con la adherencia de
bacterias planctonicas a una superficie con la consiguiente formaciéon de
microcolonias, la unién inicial es impulsada por las fuerzas débiles de Van der Waals
y puede involucrar a los flagelos bacterianos. La expresion de las estructuras de
adhesion celular, incluyendo el pili, esta sobre regulada para permitir una interaccion
permanente mas fuerte. Una vez unidas, las bacterias comienzan a proliferar y secretar
una matriz extracelular compuesta de polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas
quedando protegidas de factores nocivos del ambiente. La matriz extracelular que
encapsula a la biopelicula crea una barrera de difusion fisica, que protege a la
comunidad bacteriana de la respuesta inmune del hospedador, dificulta o impide la
accion de sustancias antibioticas y otorga alta adherencia del microorganismo a una

determinada superficie.
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La viscosidad de la capa pegajosa exterior impide la difusion de los compuestos
antibacterianos a las capas més profundas de la biopelicula. Los componentes cargados
negativamente de la matriz extracelular repelen a los compuestos cargados
positivamente. La matriz extracelular también alberga enzimas, que actlan
destruyendo la integridad estructural de los de los compuestos antibidticos. La
biopelicula ofrece proteccion de las agresiones fisicoquimicas, luz ultravioleta,
metales pesados, acidez del medio, cambios de hidratacién y salinidad, fagocitosis y
capacidad de evadir la agresion de los compuestos antibacterianos. La baja capacidad
de penetracion de estos compuestos en la biopelicula es el principal obstaculo para el
tratamiento antibidtico de las infecciones, generando un fenotipo con capacidad de
resistencia a altas concentraciones de antibacterianos y modulacién de los mecanismos
de defensa del hospedador, incluso cuando son totalmente susceptibles a tales agentes
en condiciones plancténicas. Por otro lado, tenemos al Sistema quorum sensing (QS),
el cual es un mecanismo adoptado por comunidades bacterianas relacionado con la
densidad de poblacién, o por sefiales simples producidas por bacterias. El primero se
reconoce como quorum sensing sefial, el otro corresponde a un sistema autoinductor y
es utilizado en comunicaciones célula-célula o por sefiales producidas por bacterias en
distintos estados de crecimiento que les permite regular la expresion génica
independiente de la densidad celular. Un ejemplo es el Indol producido por E. coli en
la fase estacionaria de crecimiento, el cual actia como una sefial, capaz de modificar
funciones celulares, tales como patogenicidad, movilidad, atenuar adherencia y

cambios de la expresion génica.*
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Es importante mencionar a su vez la impermeabilidad de las membranas celulares de
E. coli, que constituyen una eficiente barrera selectiva, cumpliendo funciones
reguladoras del ingreso de sustancias desde el medio externo al interior de la célula 'y
viceversa, por este motivo las bacterias alteran estas vias de ingreso de compuestos
antibacterianos por medio de cambios conformacionales de sus membranas celulares,
impidiendo el ingreso de sustancias antibidticas. La restriccion del acceso de los
compuestos antibioticos mediado por porinas de membrana es uno de los mecanismos
de resistencia de la envoltura celular mas comunes; actian evitando el ingreso del
antimicrobiano, por ende, reduciendo su accidn a nivel citoplasmatico o de la envoltura
celular. Las porinas son estructuras proteicas que determinan la permeabilidad de la
membrana externa por medio de canales abiertos al transito de agua, facilitando el
transporte pasivo de moléculas hidrofilicas. Por medio de canales hidrofilicos se
selecciona el ingreso de particulas segin carga y tamafio de éstas, permitiendo la
difusion de un elevado nimero de moléculas incluyendo antibio6ticos. Se encuentran
presentes en la membrana externa de bacterias Gram negativas, siendo su estructura
diferente a las proteinas de membrana. Estan conformadas de dos hojas b antiparalelas
con secuencia polar, siendo la proteina extremadamente resistente a detergente. Se
clasifican de acuerdo a su actividad (en canales especificos o inespecificos y poro
selectivo), segun su estructura funcional (monomérica o trimérica) y su segun
regulacion y expresion. En el caso de E. coli se destacan tres porinas, PhoeE, OmpF-
OmpC. La primera (PhoE) selecciona moléculas anidnicas como fosfatos y es regulada

por la necesidad de fosfatos en la célula.
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Las proteinas OmpF (homologa OmpK35) y OmpC (homologa OmpK36), son mas
abundantes en enterobacterias, con mayor selectividad para moléculas cationicas y
regulacion menos especifica influyendo en la osmolaridad, pH, temperatura y los
nutrientes.® 40

El resultado obtenido después de evaluar el poder inhibitorio de las tres fracciones del
extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” se debid principalmente a la
ausencia de sustancias antibacterianas capaces de impedir el crecimiento de las cepas
de E. coli, y de contrarrestar los fendmenos adaptativos del microorganismo, por
ejemplo no se encontraron saponinas, metabolitos secundarios que acttan sobre los
lipidos de la membrana ocasionando alteraciones y provocando muerte celular, por
otro lado, se obtuvieron porcentajes muy bajos en la determinacion del contenido de
taninos en las hojas secas de Prunus serotina “capuli” segin el método volumétrico
de Jean, el cual report6 un valor de 13% de taninos por cada 100 g de droga vegetal,
Lai Y, Lim Y, Kim H (2011)® reportan que una droga que presenta efecto
antibacteriano debe contener entre un 20 y 40% de taninos medidos como equivalentes
g de &cido tanico por cada 100 g de droga vegetal, de esta manera se justifica el nulo
efecto antibacteriano obtenido.> %

Otro aspecto que pudo influir en la actividad antibacteriana del extracto Prunus
serotina fue la técnica para recuperar los metabolitos secundarios de las hojas de
capuli. Si bien es cierto existen muchas técnicas para recuperar compuestos fendlicos
de las plantas, como la extraccion Soxhlet, la extraccion con disolventes, la extraccion
de fluido supercritico, la extraccion de agua subcritica y la extraccion asistida por

ultrasonido.
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Para esta investigacion la extraccion con solvente fue elegida por ser la mas
frecuentemente utilizada para extraer compuestos fenolicos de fuentes vegetales, por
su facilidad de uso, eficiencia y amplia aplicabilidad. A pesar de las ventajas ofrecidas
por el meétodo, el rendimiento del extracto depende directamente del disolvente
utilizado para dicha extraccion y pese a que el etanol es considerado como un buen
disolvente para la extraccion de polifenoles y es seguro para el consumo humano,
Bricefio Y, Rios J (2012)® informaron que los solventes mas adecuados para la
extraccion de polifenoles o sustancias con actividad antibacteriana son las mezclas
acuosas que contienen etanol, metanol, acetona o acetato de etilo. La baja solubilidad
de los polifenoles en disolventes organicos absolutos se debe al fortalecimiento de los
enlaces de hidrogeno entre polifenoles y proteinas. EI aumento de la solubilidad con
la adicién de agua a los solventes organicos se debe al debilitamiento de los enlaces
de hidrégeno en soluciones acuosas; es importante también considerar que la
extraccion en dos pasos secuenciales con acetona al 70% es considerada como
suficiente para la extraccion de taninos y que el tiempo éptimo de extraccion de
polifenoles es de 50 — 60 minutos. Para la extraccion de taninos hidrolizables
generalmente se utilizan como disolventes agua (temperatura ambiente o hasta 90°),
50% metanol, 50 y 70% acetona o etanol/agua en diferentes proporciones. Los
resultados se veran afectados por la polaridad de los solventes empleados, pues el agua
es una molécula muy polar, mientras que la mezcla de etanol-agua es moderadamente
polar, esto permite que la energia electromagnética se convierta en energia cinética

que posteriormente se pierde en calor por friccion de las moléculas.
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Lo anterior permite una mayor liberacion de los compuestos fenolicos. El etanol como
solvente de polaridad intermedia, extrae los fitoconstituyentes afines; su labor se ve
facilitada por la secuencia del procedimiento: el cual rompe las interacciones que
mantienen atraidos (no unidos) a los principios activos, hacia los sistemas hidrofilicos.
Finalmente, el agua extrae los principios activos mas hidrosolubles, debido a su
elevada polaridad, esta es capaz de extraerlos en sus formas ionizadas. Por su caracter
polar, los taninos se han extraido generalmente con mezclas de alcoholes en agua en
diversas proporciones ya que el etanol promueve la disgregacion de las membranas
vacuolares y de las paredes de las células de los frutos. Se considera que la extraccion
de taninos y compuestos aromaticos es mejor cuando la concentracion de etanol es
baja.

Otro factor que influyd en el rendimiento del extracto preparado fue el tiempo de
extraccion, Do Q et al (2014)!! comunican que tiempos optimos de extraccion van
desde 1 min a 24 horas, resaltaron asi mismo que largos periodos de extraccion pueden
producir la oxidacién de los metabolitos secundarios, en esta investigacion el periodo
de extracciéon fue de 72 horas lo que podria haber generado la oxidacion de los

metabolitos secundarios presentes en las hojas del capuli.
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V1. CONCLUSIONES

e EIl extracto seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” presenta nula
actividad antibacteriana frente a las cepas de Escherichia coli, mediante el

método de Kirby Bauer.

e El grupo control (alcohol 96°) presenté mayor didmetro de halo de inhibicion
promedio 12 mm, comparado por las diluciones (10%, 50%, 75%) del extracto
seco de las hojas de Prunus serotina “capuli” cuyo promedio fue 6 mm en las
tres concentraciones evaluadas, lo que demuestra que esta droga vegetal en las
condiciones del estudio no presenta efecto antibacteriano frente a Escherichia

coli.

e Sedetermind el porcentaje de taninos presentes en las hojas de Prunus serotina
“capuli”, obteniendo un 13 % de taninos por cada 100 g de droga vegetal,

medidos como equivalentes g de acido tanico/100 g de droga vegetal.
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VII. RECOMENDACIONES

> Realizar un analisis fitoquimico cualitativo y cuantitativo que permita
determinar, aislar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en las

hojas de Prunus serotina “capuli”.

> Realizar la extraccion de metabolitos secundarios de las hojas de Prunus
serotina “capuli”, con diferentes solventes organicos, para asi determinar el

solvente que brinda mayor rendimiento de extraccion.

> Realizar la determinacion de grado etanolico éptimo para la extraccion de

polifenoles presentes en las hojas de Prunus serotina “capuli”.

> Evaluar la actividad antibacteriana de los frutos de Prunus serotina “capuli”,
ya que investigaciones han demostrado un alto contenido de compuestos

fenolicos, los cuales podrian presentar un claro efecto antibacteriano.

> Obtener extractos de diferentes partes de Prunus serotina “capuli” para realizar
la evaluacion de la actividad antibacteriana, puesto que el contenido de

metabolitos secundarios varia de una parte a otra.
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ANEXO N° 01

Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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Fuente: Ocares M. Accidn antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas nativas sobre
Escherichia coli y Salmonella spp. [Tesis para optar el Titulo de Ingeniero en Alimentos]. Valdivia —
Chile: Universidad Austral de Chile. [Tesis en linea]. 2012.%°
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ANEXO N° 02

Mecanismos de accion antimicrobiana de extractos vegetales en la célula.
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Fuente: Ocares M. Accién antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas nativas sobre
Escherichia coli y Salmonella spp. [Tesis para optar el Titulo de Ingeniero en Alimentos]. Valdivia —
Chile: Universidad Austral de Chile. [Tesis en linea]. 2012.%
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ANEXO N° 03:

Galeria de fotos

Recoleccion de muestra:

Secado de muestra:
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Seleccion de muestra:
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Concentracion de extracto hidroalcohdlico en rotavapor:
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Preparacion de extractos:

Incubacidn de placas después de la aplicacion de los discos de sensibilidad:
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