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RESUMEN

Las infecciones urinarias son muy frecuentes en las madres gestantes y muchas de
las bacterias que las originan como Escherichia coli vienen presentando resistencia a los
antibidticos, ante ello la ciencia viene buscando una alternativa de control bacteriano en
base a los metabolitos secundarios de plantas medicinales y el Perl posee una
innumerable flora aun no investigada. El objetivo general fue: caracterizar metabolitos
secundarios de achiwa (Cybistax antisyphilitica) y su efecto antimicrobiano en
Escherichia coli aisladas de orinas de gestantes del Centro de Salud Vallecito Puno. El
método colorimétrico fue aplicado mediante los reactivos Wagner, cloruro férrico y
cloruro de sodio al 5% para determinar la presencia de alcaloides, fenoles y taninos
respectivamente, la concentracion de metabolitos se reportd segun la intensidad de los
colores obtenidos al adicionarse a los extractos etanolicos y aceites esenciales,
conseguidos por los métodos de maceracion y de arrastre con vapor de agua. Escherichia
coli fue aislado mediante cultivo in vitro por estrias de orinas positivas a infeccién
urinaria. La CMI de los productos vegetales fueron determinados a concentraciones de
40%, 55%, 70%, 85% y 100% mediante el método de microdilucion en caldo infusién
cerebro corazon. Los resultados fueron: los extractos etandlicos de achiwa, presentaron
abundantes concentraciones de alcaloides y taninos (++) y muy abundantes
concentraciones de fenoles (+++); los aceites esenciales exhibieron leves concentraciones
de taninos y fenoles (+) y no presentaron alcaloides (-); la CMI de los extractos etanolicos
y los aceites esenciales de achiwa sobre Escherichia coli fue a una concentracion del
100%, con inhibiciones del 85% y 100% de los aislamientos, respectivamente. Se
concluye que el extracto etandlico y el aceite esencial de achiwa procedentes de la
localidad de Sicuani poseen alcaloides, fenoles y taninos, y el aceite esencial origino la
mayor inhibicién bacteriana.

Palabras clave: Escherichia coli, infecciones urinarias, gestantes, metabolitos

secundarios, plantas medicinales.
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ABSTRACT

Urinary tract infections are very frequent in pregnant mothers and many of the
bacteria that cause them, such as Escherichia coli, have been presenting resistance to
antibiotics. In view of this, science has been looking for an alternative for bacterial control
based on the secondary metabolites of medicinal plants and the Peru has an innumerable
flora not yet investigated. In this sense, the specific objectives of the research were: to
evaluate the preliminary phytochemical composition of secondary metabolites in
ethanolic extracts of Cybistax antisyphilitica sold in the town of Sicuani and to determine
the minimum inhibitory concentration (MIC) of the ethanolic extracts and essential oils
of Cybistax antisyphilitica. in Escherichia coli isolated from the urine of pregnant women
positive for urinary tract infection from the Vallecito Health Center - Puno. The
methodology consisted of the following procedures: the colorimetric method using
Wagner reagents, ferric chloride and 5% sodium chloride was applied to determine the
presence of alkaloids, phenols and tannins respectively, where the concentration of
metabolites was reported according to the intensity of the colors obtained in the ethanolic
extract; the isolation of Escherichia coli was carried out by means of in vitro culture by
streaks, the extracts were obtained by maceration and the essential oils by the method of
stripping with steam. The MIC of the extract and the vegetable oil in concentrations of
40%, 55%, 70%, 85% and 100% were determined by the microdilution method in brain
heart infusion broth. The results were: the ethanolic extracts of achiwa, presented
abundant (++) concentrations of alkaloids, very abundant contents of phenols (+++) and
abundant (++) concentration of tannins; the MIC of the ethanolic extracts of achiwa on
Escherichia coli was mostly at a concentration of 100%, with an inhibition of 85% of the
strains; while the 100% concentration of achiwa essential oil achieved the MIC to 100%
of Escherichia coli strains. It is concluded that the achiwa that is sold in the markets of
the town of Sicuani have alkaloids, phenols and tannins, being the essential oil the one
that originated the inhibition of the highest percentage of bacterial strains.

Keywords: Escherichia coli, urinary tract infections, pregnant women, secondary

metabolites, medicinal plants.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Escherichia coli, es la principal causa etiologica de las infecciones urinarias en
gestantes y constituyen la consulta médica mas frecuente de mujeres en edad reproductiva
(Zufiiga et al., 2019). En los ultimos afios, se viene informando la resistencia
antimicrobiana de Escherichia coli frente a diversos antibidticos cominmente recetados
por los médicos, ante ello la comunidad cientifica internacional reporta investigaciones
para su control aplicando metabolitos secundarios de plantas medicinales (Alva, 2019;
Pimentel et al., 2015).

El Perd posee una innumerable flora medicinal (Brack, 1999), entre ellas se cuenta
con la achiwa (Cybistax antisyphilitica), quien posee una distribucion en la amazonia baja
y alta hasta los 2500 msnm, entre sus usos medicinales reportados se le atribuye efectos
antisifilitico y diurético, es una planta poco conocida o difundida solo por los curanderos
mediante la medicina tradicional, pero por las recomendaciones y el nombre especifico
que posee se puede afirmar que tiene propiedades antibacterianas.

El Centro de Salud Vallecito de la ciudad de Puno, atiende frecuentemente casos
de infecciones del tracto urinario en gestantes, llegando a una prevalencia del 57.5% tal
como lo informa Velasquez (2017); mientras tanto una prevalencia menor de 7.8% se
presentd en gestantes que asistieron al Hospital Regional Manuel NUfiez Butron de la
ciudad de Puno (Gavino, 2017). La infeccion urinaria es una afeccion a los rifiones,
uréteres, vejiga o uretra, sobrepasando la capacidad de defensa de la gestante, originando
repercusiones materno — fetales graves, con un riesgo de evolucion a pielonefritis en un
40%, preeclampsia, nacimiento prematuro y bajo peso del feto al nacer (Schnarr et al.,

2008). En ese sentido, la presente investigacion reporta la caracterizacion preliminar de
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metabolitos secundarios en los extractos etandlicos y aceites esenciales de la achiwa,
posteriormente se determind si posee efectos inhibitorios del crecimiento bacteriano
mediante la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).
Por estos motivos el estudio tuvo los siguientes objetivos:
1.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar metabolitos secundarios de Cybistax antisyphilitica y su efecto
antimicrobiano en Escherichia coli aisladas de orinas de gestantes del Centro de Salud
Vallecito Puno.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Evaluar la composicién fitoquimica preliminar de metabolitos secundarios en
extractos etandlicos y aceites esenciales de Cybistax antisyphilitica expendidas en
la localidad de Sicuani.
- Determinar la concentraciéon minima inhibitoria de los extractos etanolicos y
aceites esenciales de Cybistax antisyphilitica en Escherichia coli aisladas de
muestras de orina de gestantes positivas a infeccion urinaria procedentes del

centro de salud Vallecito - Puno.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Coy et al. (2014), determinaron los componentes fitoquimicos del aceite esencial
de hojas de Raputia heptaphylla (Rutaceae) obtenido por arrastre de vapor, sus
metabolitos secundarios fueron determinados mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM) y al extracto etandlico se realizaron pruebas
quimicas cualitativas de coloracion y precipitacion; determindndose la presencia de
diversos compuestos monoterpenos y flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos y
compuestos aromaticos en aceites esenciales y extractos etandlicos, respectivamente.

Garay (2015), demostro el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial del
orégano (Origanum vulgare L.), en cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). La concentracion al 100% de aceite esencial de
orégano inhibio al 100% de Escherichia coli, originando un halo de inhibicién de 30 mm,
a diferencia de las concentraciones 10% y 50%. El mismo aceite frente a Staphylococcus
aureus fue efectiva al 100% de concentracion, al originar un halo de inhibicion de 41 mm,
al comparar con las concentraciones de 10% y 50%.

Celis y Rodriguez (2017), evaluaron el efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de las hojas de albahaca (Ocimum basilicum L.) en cepas de Escherichia coli
aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario atendidos en el consultorio
externo de Urologia del Hospital Regional de Cajamarca. Los resultados fueron que el
aceite esencial de albahaca al 10% logré un promedio de halo de 7.15 mm, seguidamente

al 50% formo un halo promedio de 9.10 mm y al 100% dio origen a un halo promedio de
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13.95 mm, concluyéndose que el aceite esencial de albahaca presenta actividad
antibacteriana in vitro en Escherichia coli.

Mamani (2017), con el objetivo de evaluar el efecto de los extractos alcohdlicos
de hojas y tallos de chachacoma (Senecio spp), en el crecimiento in vitro de bacterias
aisladas a partir de muestras de pacientes con infeccion urinaria, logré aislar a las
bacterias Escherichia coli, Klebsiella sp y Staphylococcus aureus. Los extractos
etanolicos de hojas y tallos obtenidos de chachacoma tuvieron actividad inhibitoria en
Staphylococcus aureus, siendo mayor con el extracto de hojas; por otro lado, Escherichia
coli y Klebsiella sp fueron resistentes a los extractos.

Rodriguez (2018), evaluo el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Moringa
oleifera en comparacion con los antibioticos gentamicina y nitrofurantoina sobre cepas
de Escherichia coli, reportando como resultado que los tres tratamientos presentan
diferencias. El aceite esencial present6 diferencias significativas con la accion bactericida
de gentamicina y con la accion bactericida de la nitrofurantoina, finalmente observo que
el aceite esencial de las semillas de Moringa oleifera presenta menor actividad bactericida
gue la gentamicina, pero mayor actividad bactericida que la nitrofurantoina.

Olivera y Principe (2018), evaluaron el extracto etandlico de manayupa
(Desmodium molliculum Kunth DC.) y su influencia en el efecto antibacteriano en los
cultivos in vitro de Escherichia coli ATCC 25922 y demostraron que el extracto etandlico
auna concentracion de 25% y 50% no posee actividad antibacteriana, mientras que a 75%
y 100% se evidencio actividad antibacteriana significativa. Por tanto, en condiciones
experimentales realizadas demostraron que el extracto etandlico en las concentraciones
de 75% y 100% poseen efecto antibacteriano e influye en los cultivos de Escherichia coli.

Julca (2018), determind la asociacion entre algunos factores sociales y las

infecciones del tracto urinario en gestantes atendidas en el Hospital Regional Docente
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Cajamarca, obteniendo los siguientes resultados: los factores sociales identificados
fueron: las gestantes pertenecieron al grupo etario de 20-24 afios (35.1%), con secundaria
completa (28.4%), convivientes (62.2%), residentes en la zona rural (54.1%) y amas de
casa (51.4%).

Alva (2019), determind el efecto antibacteriano del extracto oleoso del romero
(Rosmarinus officinalis), sobre Escherichia coli ATCC 25922, comparado con
nitrofurantoina 300 pg, mediante un estudio experimental in vitro y demostro que el
extracto oleoso logré halos de inhibicidn bacteriana sobre los cultivos de Escherichia coli
desde una concentracion minima de 250 pl (9.90 mm), demostrando no ser eficaz a bajas
concentraciones, mientras que en concentraciones de 100%, se obtuvo una media de halo
de inhibicion de 19.63 mm entre los intervalos de 18 a 21 mmy al 75%, la media del halo
de inhibicion es 15.90 mm con intervalo de 14 a 18 mm demostrando la eficacia
antibacteriana del extracto oleoso, pero menor a comparacion de Nitrofurantoina.

Infantes (2019), evaluo el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas
de mufa (Minthostachys mollis) frente a Escherichia coli comparado con norfloxacino.
los halos de inhibicién promedios obtenidos de los grupos control negativo, grupo
farmacoldgico y experimentales 1 y 2 con valores de 6, 1.24, 3.38 y 1.93 mm
respectivamente diferencidndose significativamente entre ellos, concluyé indicando que
el aceite esencial de mufia tiene actividad antibacteriana sobre Escherichia coli, pero fue
inferior al estandar farmacologico.

Oliveray Gutiérrez (2021), obtuvieron gue el extracto etanolico de diente de ledn
(Taraxacum officinale), tuvo una humedad del 83.76%, un rendimiento del 7.66%,
elevadas cantidades de alcaloides, esteroides y lactonas, carece de flavonoides, saponinas
y quinonas, tiene una alta actividad antioxidante in vitro a concentraciones de 4 mg/ml

con 75.24% sin actividad antifangica y antibacteriana. El aceite esencial tuvo 75.39% de
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humedad, 0.25% de rendimiento, posee altas concentraciones de pulegona y L-mentona,
alta capacidad antioxidante (73.60%) a una concentracion de 32 mg/ml, elevada actividad
antibacteriana en Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y en Trichopytom rubrum
ATCC 28188.
2.2 MARCO TEORICO
2.2.1 Fitoquimica

Los fitoquimicos son componentes que se encuentran en especies vegetales y han
sido utilizados para tratar y prevenir enfermedades en el humano desde siglos atras (Lu
et al., 2016). De hecho, los fitoquimicos son la mayor fuente de agentes antimicrobianos
y antifingicos, la preparacion de extractos crudos con los diferentes 6rganos de estas
especies vegetales ha demostrado tener una mayor actividad antifingica que aceites
esenciales. La importancia de la fitoquimica radica en el descubrimiento de nuevos
medicamentos y su desarrollo como posibles agentes terapeuticos frente a enfermedades
o complicaciones clinicas (Egbuna et al., 2018). Los principios activos que poseen las
plantas son:
a. Alcaloides

El alcaloide pertenece al grupo mas grande de los metabolitos secundarios. Son
compuestos nitrogenados heterociclicos solubles en agua. Se sintetizan a partir de los
aminoéacidos (fenilalanina, ornitina, triptéfano, lisina y &cido antranilico), mediante una
serie interacciones. Los aminoacidos mencionados dan lugar a tipos de alcaloides; por
ejemplo, lisina da lugar a los alcaloides quinolisidinicos, presentes en el género Lupinus
spp. (Zamora et al., 2008) Los alcaloides pueden clasificarse segun su estructura final en
alcaloides verdaderos, pseudoalcaloides y protoalcaloides (Abukakar et al., 2011).

Tienen un sabor amargo y son solubles facilmente en éter, etanol, cloroformo

o hexano. Es ligeramente soluble en agua. Los alcaloides tienen una amplia
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gama de actividades bioldgicas, pero, su papel en las plantas no esta claro y, por lo
general, se encuentran en los tejidos periféricos de las semillas, frutos, hojas, raices y
corteza. EI mecanismo de accidn de los alcaloides parece ser mediante intercalacion entre
la pared celular y el DNA del microorganismo (Villacis, 2009). Kazanjian y Farifias
(2006) describen que el efecto antimicrobiano de los alcaloides puede estar relacionado
con la capacidad que presentan para inhibir la biosintesis de acidos nucleicos.

b. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos que tienen una 2-fenil cromona
como nucleo principal basico y se dividen en diversas clases, tales como flavonas,
flavonoles, flavanonas y biflavonas (Lu et al., 2016). Estos compuestos tienen una gran
variedad de efectos terapéuticos, entre estos destacan su actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena, capacidad de eliminacién de radicales
libres, y otras propiedades medicinales (Karak, 2018).

Taiz y Zeiger (2002) colocan a los flavonoides dentro del grupo de compuestos
fenolicos. Tiene una estructura quimica Gnica que consta de dos anillos aromaticos
unidos por un triple enlace de carbono. En este grupo, los autores identificaron cuatro
flavonoides relacionados con la ecologia vegetal. El primero incluye a las
antocianinas, que se encuentran relacionadas con los pigmentos de las plantas y estan
involucradas en las interacciones de polinizacion de las plantas. Otros incluyen a
las flavonas y flavonoles, que bloguean los rayos UV. Pueden absorber las longitudes de
onda de luz mas cortas que el insecto percibe como una sefial para atraer y seguir el
proceso de polinizacion.

Peralta et al. (2013) en cuanto a su uso en medicina tradicional enfatiza las
propiedades de los flavonoides como antibacteriano, estrogénico, antioxidante,

antiinflamatorio y otros; Martinez et al. (2002) demostraron los efectos antioxidantes de
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los flavonoides y su importancia nutricional. La quercetinaes el flavonoide "mas
adecuado para la actividad antioxidante™, asimismo, sefialan que la quercetina funciona
de manera sinérgicacon la vitamina C para prevenir la oxidaciony prolongar la
duracion de la actividad antioxidante.
c. Taninos

El tanino es una sustancia no nitrogenada con estructura polifendlica, solubles en
etanol, agua como acetona, presenta poca solubilidad al éter, asimismo esta sustancia
tiene un sabor astringente y posee la capacidad de curtir la piel, y se fija en su proteina
(diferente del curtiente de cromo donde se usa aluminio y cromo), por lo que es
imputrescible e impenetrable. Los taninos, hidrolizan las moléculas de hidrato de carbono
y gran nimero de moléculas de &cido galico. Son compuestos altamente oxigenados y/o
presentan azlcares en su composicion quimica, dando una caracteristica hidrofilica
(Marcano y Hasegawa, 2018). Presenta las siguientes clasificaciones:

- Taninos hidrolizables: Taninos que producen &cido galico y azlcares simples
como productos cuando se tratan con acidos o enzimas. Estos compuestos estan
asociados con propiedades antioxidantes. El acido galico es aplicado en la
agricultura debido al poder antioxidante aplicado a semillas de trigo (Costa et al.,
2019).

- Taninos condensados: Son un grupo muy diverso de los polifenoles, estan
distribuidos en diversas especies vegetales y derivados de la esterificacion de
compuestos flavonoides polifendlicos (los 3-flavanoles o catequinas). Los taninos
condensados han sido més estudiados respecto a su actividad antioxidante, pero
también se ha reportado que poseen actividad antibacteriana, bacteriostatica y
anticarcinogénica (Vazquez et al., 2012). Los taninos poseen propiedades

vasoconstrictoras, anticancerigenas (oposicion al efecto mutagénico de agentes
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cancerigenos), antidiarreicas, antibacterianas, antioxidantes. A su vez, sefiala que

estan relacionados con un aumento en el tiempo de reconstruccién de tejido en

heridas superficiale (Bruneton, 2001).

Un extracto etanolico a una solucion con olor particular, obtenida a partir de
materia vegetal deshidratada, mediante maceracion o percolacion en contacto con alcohol
etilico, seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico (Villa,
2014).

Para el cuidado permanente de la salud, las plantas medicinales han sido una pieza
fundamental y hoy en dia lo realiza méas del 80% de la poblacién mundial, presentando
una inclinacion creciente en los paises mas industrializados. Este expresivo incremento
en el uso de los vegetales, conforman parte importante de una alternativa terapéutica, no
solamente cumple con cambios culturales en muchos de los pueblos, sino principalmente
por un costo elevado de los diferentes farmacos. Actualmente las hierbas o mas conocidas
como plantas medicinales se han convertido en un estudio muy amplio para la
investigacion cientifica dando un hallazgo a recientes farmacos que luego estas son
sintetizadas, dado a esto se accede a un estudio extenso de los vegetales, que conlleva a
diferentes productos autéctonos y estas puedan ser reconocidos como medicamentos
naturales (fitofarmacos), 6sea como un componente que iguale el nivel de los farmacos.
El uso indiscriminado de los recursos naturales llevo a diferentes problemas, en particular
por el trascendente desplazamiento de la frontera agricola, también por una aceleracion
muy rapida de la pérdida de biodiversidad, cada vez mas se encuentran plantas
medicinales en zonas marginales, llevando esto a una pérdida de biodiversidad. Es decir
que las especies desaparecen y con ellas la posibilidad de su uso por sus potenciales

propiedades medicinales, entre otros (Vivot et al., 2012).
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2.2.2 Aceites esenciales de plantas medicinales
a. Definicion
Los aceites volatiles o aceites esenciales, también llamados esencias, originan las
fragancias de flores y los 6rganos vegetales. Los aceites volatiles (esencias o aceites
esenciales) son: “productos de composicion generalmente muy compleja que contienen
los principios volatiles que se encuentran en los vegetales mas o menos modificados
durante su elaboracion. Para extraer estos principios volatiles, existen distintos
procedimientos. Unicamente se utilizan dos en la preparacion de esencias oficiales:
destilacion con vapor de agua de las plantas con esencia o de algunos de sus érganos, y
por expresion”. Se le nombra como aceite por su apariencia fisica y por presentar una
consistencia muy semejante a los aceites grasos, pero estos se diferencian, ya que, al soltar
un par de gotas de esencia encima de un papel, se diseminan rapidamente dejando nada
de manchas y tampoco huellas (L6pez, 2004).
b. Obtencion

En el caso de los citricos se obtiene por suspension del pericarpio o mediante un
transporte en corriente a vapor de agua. Los aceites esenciales se encuentran entre el 0.1%
y el 1% del peso seco de toda planta. El liquido no es soluble en el agua, pero si en
alcoholes y solventes organicos. Al estar a temperatura ambiente y frescos son
descoloridos, al deteriorarse tienden a cambiar a un color amarillento (para esto se evita
depositandolos en recipientes de vidrio de color oscuro, teniendo un cerrado perfecto). La
mayoria de los aceites son menos densos que el agua (salvo excepciones como los aceites
esenciales de canela, sasafras y clavo) y comun alto indice de refraccion (Lopez, 2004).
c. Composicién quimica

Algunas esencias procedentes de heterosidos (como las almendras amargas y

mostaza) son excepciones por presentar agregados complejos con constituyentes
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variables, y de forma casi Gnica conforma el grupo de los terpenos, de menor cantidad al
grupo de los aromaticos que son originarios del fenilpropano (eugenol, aldehido, aldehido
anisico, anetol, cinamico y otros). La composicién de los terpenicos esta conformada por
isopreno (5 carbonos), también pueden ser monoterpenos (10 carbonos) y sesquiterpenos
(15 carbonos). Estos monoterpenos y sesquiterpenos pueden ser, a su vez aciclicos,
monociclicos y biciclicos, y también oxigenados y no oxigenados (Lépez, 2004).

El aceite esencial se obtiene de diferentes maneras. Lo més utilizado es la
extraccion por transporte a vapor o llamado también por destilacion. Otro método
aplicable en casos excepcionales es por medio de la expresion en frio del pericarpio de
los citricos, o también llamado como enflorado, dejando a temperatura ambiente y asi
realizar su extraccion de ciertas esencias florales delicados (azahar, rosa y jazmin) y la
extraccion con disolventes organicos a temperatura ambiente. Al finalizar se recolecta el
agua para un proceso de destilacion y este se le nombra de hidrolato. Esta se conserva de
una forma absolutamente natural, con una minima porcion de aceite esencial, también de
ciertos oligoelementos, metales y mucilagos. Debido a esto, algunos de estos hidrolatos
tienen propiedades terapéuticas interesantes (Lopez, 2004).

Hoy en dia se identificaron un total de cuatrocientos elementos quimicos que son
componentes de aceites esenciales. Esta compleja mezcla que conforman los aceites
esenciales pertenece casi a exclusivos grupos peculiares como: el de los compuestos
originarios del fenilpropano, grupo de terpenos, los terpenos derivados del acido aceético,
como también aquellos terpenos procedentes de acido chi quimico o Ilamado aromaticos
y entre otros diferentes compuestos originarios de la suspension de terpenos.

Los sesquiterpenos, monoterpenos son aquellos terpenos conformados de 10 a 15
atomos de carbonos. Segun con su conformacion se les organiza de acuerdo al nimero de

aciclicos, de ciclos, monociclicos, biciclicos, etc. Algunos ejemplos de monoterpenos y
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sesquiterpenos son: Monoterpenos aciclicos (linalol, nerol y geraniol), Monoterpenos
monociclicos (p-mentano, 1,4- Cineol, 1,8-Cineol, Ascaridol), Monoterpenoides
biciclicos (carano, cis-carano y trans-carano) y Sesquiterpenos (Farnesol, nerolidol)
(Gonzalez, 2004).
d. Aplicaciones

Aparte de los tres mil aceites esenciales estudiados, se descubrié que mas de
doscientos tienden a tener un alto valor en ventas, que son utilizados de manera muy
amplia en varias ramas de industrias, jabones, ambientadores, cosméticos, perfumes,
licores, farmacos, alimentos, insecticidas, etc. Mayormente son agregados como
saborizantes, aromatizantes, hasta como componentes de algunos farmacos y también son
utilizados como apoyo de productos cosméticos, fragancias finas, lociones, jabones
liquidos, pastas dentifricas, desodorantes. Algunos de los aceites esenciales contienen
propiedades insecticidas y funguicidas y se utilizan en los preparados especiales
(Gonzélez, 2004).
2.2.3 Extractos etanolicos de plantas medicinales
a. Definicion

El extracto con aroma peculiar, que se obtiene a partir de una materia prima
desecada de un derivado vegetal, se da por percolacion o por maceracion teniendo
contacto con el etanol, despues del desecho de cierto solvente por medio de un contacto
fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a diversas operaciones para excluir algunos
de sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado

(Gonzélez, 2004).
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b. Obtencion
b.1 Maceracion
Es una forma de extraccion realizada a temperatura ambiente. Consta de
humedecer material botanico triturado y en contacto con un solvente (etanol), que
penetrara y disolverd fragmentos solubles. Puede usarse recipientes con tapa
resistentes al ataque de etanol, en €l se dispondra el material vegetal y el solvente por
un tiempo de macerado entre 2 a 14 dias con agitacion ocasional. Luego se filtra el
liquido, se comprime el residuo, se recupera el solvente en un evaporador rotatorio y
se obtiene el extracto (Gonzélez, 2004).
b.2 Percolacion
Procedimiento denominado como lixiviacion, que se realiza con disolventes
organicos en frio de tal manera que se logra conservar compuestos termolabiles
presentes en la muestra botanica. Se basa en disponer del material fraccionado en un
embudo, dejando pasar el disolvente a través del mismo. Se requiere aumentar
solvente constantemente (Gonzélez, 2004).
2.2.4 Achiwa (Cybistax antisyphilitica [Mart.] Mart.)

a. Taxonomia
Reino : Plantae
Clase : Equisetopsida
Subclase : Magnoliidae
Superorden . Asteranae
Orden : Lamiales
Familia : Bignoniaceae
Género : Cybistax
Especie : Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.
Nombre comun: achiwa (Gutiérrez y Medrano, 2022)
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b. Descripcion botanica

La especie tiene hojas palmeadas e inflorescencia tirsoide terminal, con flores
tipicamente verdes (Pereira y Mansano, 2008). La caracteristica floral le da el nombre
popular mas conocido, ipé-verde. Los frutos son del tipo capsula plano-oblonga con 12
costillas longitudinales (Silva y Queiroz, 2003).
c. Habitat y distribucion

En Argentina se ubica dentro de los 600 y 1,000 msnm de altitud, crece en terrenos
superficiales, desecados, con lluvias entre 800 a 1,200 mm anuales, con alta aglomeracién
en tiempos de verano, con heladas al 100 % de los afos, a temperaturas muy bajas hasta
-6° C. Escasamente se observa a los 17°30°S a la latitud de la ciudad de Santa Cruz de la
Sierra en Bolivia. Se le Ilama tajibo blanco o tabajillo, y llega hasta los bosques humedos
de los Andes orientales, Ecuador, Paraguay, Surinam, Perd, y en el cerrado del Pais de
Brasil. Alli lo denominan ipé verde, ipé branco y caroba (Neumann, 2010).

Por la extensa division latitudinal, es sumamente posible encontrar ecotipos con
morfologia diversa o tamafios variados, diferentes con el color de flores o aclimatacion a
condiciones termohidricas distintas. Sus numerosas capas de corcho y su corteza gruesa,
indican una habituacion a condiciones de sequedad. Mientras sus hojas estdn compuestas
y terminadas en un extenso mucron con peciolulos delgados y largos, con peciolos tienden
a estar adaptados a una elevada heliofania, por esto tienen la necesidad de una acelerada
perdida de calor cuando se encuentran en situaciones tropicales. La polinizacion se lleva
a cabo por murciélagos y no por diversos insectos o aves, escasas reservas en las semillas
limitan su viabilidad, necesitan de luz para la germinacion, fructificacion y semillas
maduras al comienzo de la estacion seca y comienzo de los frios invernales, presenta alta

predacion de semillas por insectos seminivoros (Neumann, 2010).
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d. Usos

El mayor uso de la especie es en el campo medicinal (Moreira y Guarim, 2009), a
pesar de ser recomendada y ampliamente utilizada en proyectos de forestacion
(Lindenmaier y Santos, 2008) y en restauracion de areas degradadas, especialmente areas
de preservacion permanente (Lorenzi, 2002), incluyendo sitios extremadamente
antropizados como graveras (Pinheiro, 2009). Las hojas se utilizan en etnomedicina para
tratar dartrosis y Ulceras, como agente depurativo, diurético (Fenner et al., 2006) y para
combatir cefaleas (Moreira y Guarim, 2009), aunque solo se ha demostrado el efecto
analgésico (Rodrigues y Carlini, 2003). Estos efectos curativos pueden estar unidos con
varios compuestos producidos por la planta. Los analisis quimicos mostraron la presencia
de &cido oleico, acido 2-hidroxilinoleico, triterpenos y 2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)
1,4 nafitoquinona, una quinona conocida como lapacol que tiene funcién insecticida sobre
las larvas del mosquito Aedes aegypti (Rodriguez, 2005).
2.2.5 Concentracién minima inhibitoria

La CMI es la concentracion minima de antimicrobiano (ug/ml) que inhibe el
crecimiento de un microorganismo a 37°C de las 24 horas de incubacion. La CMI se ha
establecido como "gold Standard" frente a otros métodos que evalGan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas
cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado y la cuantificacion de
la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalUa habitualmente mediante algunas de
las variantes de los métodos de dilucion (Andrews, 2001).

La CMI para los patdgenos proporciona datos, que conjuntamente con los
parametros farmacocinéticos de agentes antibacteriales en el animal, permiten predecir la
eficacia “in vivo” del compuesto en el tratamiento de una enfermedad. Aunque existen

regimenes terapéuticos para muchos agentes antibacteriales utilizados en el tratamiento
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de infecciones intramamarias, la sensibilidad del germen puede variar de tal manera que
es necesario replantear el esquema terapéutico; de acuerdo al patron de sensibilidades
desarrollado, y para esto las CIM permiten a los veterinarios monitorear la sensibilidad
antimicrobial de las cepas en los hatos lecheros (Watts et al., 1995).

La eleccion del antibidtico se realiza considerando el organismo que se esta
evaluando, las distintas clases farmacologicas (por espectro) que son opcion de
tratamiento inicial y los resultados del CIM son reportados como sensible, moderado y
resistente (National Clinical Laboratory Standards Committee, 2016).

2.2.6 Escherichia coli

Es una bacteria de forma bacilar, Gram negativa, anaerobia facultativa, oxidasa
negativa, catalasa positiva, incluido en la familia Enterobacteriaceae, posee la capacidad
de vivir a bajas concentraciones de oxigeno, fermenta la lactosa, habita en el intestino de
los humanos y animales; pero cuando hay oxigeno realiza el metabolismo respiratorio,
incluyen a 53 géneros mesofilos, posee flagelos, son parte del tracto digestivo, y las
infecciones uroldgicas se originarian por la gran cantidad de pilis tipo 1 y p, con las que
se adhieren al tracto urinario debido a la cercania del tracto urinario con el digestivo, los
pilis se unen a los receptores de la vejiga, originando apoptosis ascendiendo hacia los
rifiones, llamadas también bacterias ubicuas por encontrarse en el agua, suelo, vegetacion
y causan enfermedades (Mandell et al., 2015). La bacteria incluye cepas patdgenas y
comensales, muchas veces originando enfermedades infecciosas graves. Entre los
antigenos, el O es el que caracteriza su epidemiologia y taxonomia, siendo la base para la
serotipificacion de las Gram negativas (Liu et al., 2020).
2.2.6.1 Morfologia

Escherichia coli es un bacilo corto no esporulado, se tifien de rosado a la

coloracion Gram, moviles gracias a los flagelos peritricos, fermentadora de lactosa,

28

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

sacarosa Yy glucosa, pueden poseer plasmidos o vivir sin él y posee la capacidad de reducir
nitratos a nitritos, aproximadamente tienen un tamafio de 1.5 pm de ancho y 6 um de
largo, producen vitamina B, K y nitritos, producen indol tript6fano, toxinas y algunas
presentan resistencia a los antibidticos, son fenilalanina desaminasa y ureasa negativas
(Aguinaga et al., 2018).

2.2.6.2 Susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli

La sensibilidad antimicrobiana de la bacteria ha presentado una constante
evolucion a nivel mundial, variando segin la nacion y su economia al lograr un
diagnostico veraz mediante un antibiograma, de tal manera que se brinde seguridad y su
eficacia. El tratamiento de las infecciones del tracto urinario originado por Escherichia
coli posee como antibidticos a las quinolonas, las cefalosporinas y de modo secundario el
acido clavulanico, amoxicilina entre otros, en raz6n de que poseen resistencia a
novobiocinas, macrolidos, rifamicinas y 4&cido fusidico siendo antimicrobianos
hidrofébicos (Antistio et al., 2018).

Reportes en un hospital de Cartagena (Colombia) indican elevados porcentajes de
resistencia en un 67% a ampicilina en cepas de Escherichia coli, esto debido a que poseen
mecanismos de inactivacién enzimatica, alteraciones en las células diana y bajas
acumulaciones intracelulares descritos por una serie de betalactamicos (Miranda et al.,
2017).

La Escherichia coli uropatdégena (UPEC) es la etiologia causal de las infecciones
del tracto urinario (ITU), que gracias a la virulencia de los genes que poseen originan
pielonefritis, uroseptis y cistitis, debido a que colonizan debido a procesos invasivos y
adhesivos sobre los tejidos, originando la infeccion bacteriana en la vejiga pudiendo llegar

al dafio renal (Terlizzi et al., 2017).
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- Patogénesis

Las UPEC colonizan la vejiga hacia la uretra, observandose células en la orina y
una comunidad microbiana, presentes en el urotelio ocasionando en el huésped, dafios a
los rifiones y tejidos contiguos tejidos (Alvargonzales et al., 2018).
- Factores de virulencia

La UPEC origina las ITU debido a que colonizan la vejiga gracias a sus factores
de virulencia, ubicados en sus estructuras de superficie, como los lipopolisacéridos, la
capsula de polisacaridos, las vesiculas de membrana externa, los flagelos, el curli, el pili,
las adhesinas no pilis, las toxinas secretadas, las proteinas de membrana externa, los
sistemas de secrecion y los receptores de absorcion de hierro que son dependientes de
TonB (receptor dependiente) (Alvargonzales et al., 2018).
2.2.7 Infecciones urinarias en la gestacion

La infeccion del aparato urinario se representa mediante la presencia de
microorganismos patdgenos, con o sin sintomatologia, es causado en su mayor porcentaje
por bacterias (80% - 90%), entre el 2% al 10% de las gestantes sin antecedentes,
desarrollan una bacteriuria asintomética (Dezell y Lefevre, 2000), y entre el 30% y 50%
de las mujeres gestantes desarrollan bacteriuria sintomatica, debido a su cambio
fisiologico en el embarazo, y en el transcurrir los dias se presentaran las sintomatologias
(Pavén, 2013), el tratamiento de las infecciones debe ser prescrito por el médico
especialista, en razdn de que podria presentarse de complicaciones tales como parto
prematuro, muertes neonatales y alteraciones neuroldgicas (Calderdn et al., 2013). Las
ITU se clasifican de la siguiente forma:

- Segun los o6rganos afectados se clasifica en ITU alta, que involucra la uretra o el

parénquima renal, llegando a la pielonefritis, con presencia de sintomatologia
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sistémica, o bien ITU baja que alteraria la uretra originando uretritis o la vejiga

causando la cistitis, con un tiempo de evolucion agudo o crénico.

- Segun otros factores se clasifica en complicadas mediada por alteraciones
anatomicas, farmacos o funcionales o la no complicada que se da en el tracto
urinario normal, sin uso de sondas o procedimientos (Calderén et al., 2013).

La ITU es asintomatica al carecer de sintomas, pero la orina posee un recuento de
colonias mayor a 100 mil UFC de un germen. Puede ser también sintomatica con disuria,
urgencia miccional, polaquiuria, orina de mal olor, dolor supra pubico y en ocasiones
hematuria macroscépica o microscépica en la orina, algunas veces se presenta una
alteracion hemodinadmica y compromiso del estado general del paciente y entre el 2% al
3% los pacientes desarrollaran shock séptico (Echevarria et al., 2006).

Segun donde se adquirié la ITU puede ser nueva, recurrente con mas de 3
infecciones con cultivo positivo durante un afo, asimismo comunitaria 0 nosocomial al
aparecer una infeccion luego de 48 horas de ingresar a un hospital, sin antes tener
evidencia de infeccion anterior, 0 hayan utilizado catéteres. Las etiologias microbianas
son similares en las infecciones urinarias, de todas ellas Escherichia coli involucra del
70% al 95%, Staphylococcus saprofiticus del 5% al 10% y ocasionalmente las demas
bacterias, entre ellas muchas enterobacterias como Proteus mirabilis y Klebsiella sp
(Pigrau, 2013), pero es Escherichia coli el germen relacionado con mayor frecuencia
como etiologia de las ITU durante el embarazo (Naber et al., 2008).

La orina es estéril, pero posee generalmente recuentos bacterianos inferiores a 10°
UFC/ml, ellos proceden de los tercios inferiores de la uretra, que fueron arrastrados al
miccionar, que es conocido como "Bacteriuria de contaminacion” (Vazquez y Villa,
2007). Las bacterias causan més infecciones de vias urinarias que los hongos y los virus,

entre los gérmenes mas prevalentes se citan a Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella,
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Enterococos, Pseudomonas, Proteus y Staphylococus saprophyticus (Dezell y Lefvre,
2000). La ITU se inicia cuando las bacterias proceden de otros lugares como la vagina o
el intestino o de manera exdgena debido a la manipulacién y las alteraciones anatémicas,
que conllevarian a colonizar la mucosa periuretral, ascendiendo en direccion a la uretra,
Ilegando a la vejiga o el rifion (Pigrau, 2013).

Las mujeres presentan el proceso infeccioso frecuentemente en el embarazo
debido a la progesterona que interviene en la musculatura lisa disminuyendo la peristalsis
dificultando el variado de la vejiga al momento de la miccion, al iniciar su actividad
sexual, donde la predisposicion varia segun la configuracién y la relacion anatémica que
presenta como la longitud de uretra y la proximidad de la uretra, el ano y la vagina. En
las gestantes se suman mas cambios anatomicos, predisponiendo como la hidronefrosis,
la compresion del uréter por los érganos vecinos, la estasis urinaria a causa de la

progesterona, la alcalinizacion de la orina, entre otros (Calderdn et al., 2013).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

El Centro de Salud Vallecito 1-3 de las Redes Puno — DISA Puno, del cual
proceden las muestras de orinas de gestantes, esta ubicado en el distrito, provincia y
region de Puno, ubicada sobre los 3809 msnm de altitud, conforma la Microred
Metropolitano, atiende a la poblacion ubicada en el sector noreste de la ciudad de Puno,
las comunidades de Chulluni y de Viscachuni. Las hojas y tallos de achiwa (Cybistax
antisyphilitica) fueron adquiridas de personas vendedoras de la localidad de Sicuani —
Cusco (Per0), donde la medicina tradicional es usada y aplicada por la poblacion para el
tratamiento de sus dolencias (GRP, 2012).

La evaluacion de la composicion fitoquimica y la experimentacion del efecto de
los extractos etanolicos y los aceites esenciales de la achiwa sobre los aislamientos de
Escherichia coli, se llevo a cabo en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano, en la ciudad
de Puno.

3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

Se realizd un disefio de investigacion observacional en la caracterizacion
preliminar de metabolitos secundarios de la achiwa (primer objetivo especifico) y para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (segundo objetivo especifico) se
aplicé un disefio de investigacion experimental (Hernandez et al., 2014), en razon de que
se determino el efecto inhibitorio de las concentraciones del extracto etandlico y el aceite
esencial en el crecimiento bacteriano determindndose la concentracion minima inhibitoria

(CMI).
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Segun la temporalidad el estudio tuvo una secuencia temporal transversal, ya que
se realiz6 durante los meses de Marzo a Junio del afio 2022. El estudio en su primer
objetivo especifico, estuvo enmarcado en un tipo descriptivo, en razon que se describid
los virajes de color segln intensidad, para registrar la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios en los extractos etandlicos de achiwa; por otro lado, en el segundo objetivo
especifico, la investigacion fue de tipo explicativo, debido a que se interpretaron los
efectos de las concentraciones tanto de los extractos etandlicos y los aceites esenciales de
la achiwa sobre el crecimiento bacteriano (Hernandez et al., 2014).

3.3 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion vegetal de hojas y tallos de achiwa (Cybistax antisyphilitica) fue
infinita, en los mercados de la localidad de Sicuani lo expenden de manera ambulatoria
en ciertos dias de venta donde llegaban en grandes cantidades desde la selva.

Por tal razon se realiz6 un muestreo no probabilistico intensional, tratando en lo
posible de homogenizar la muestra vegetal, para lograrlo se adquirié y homogenizé 1.50
Kg de achiwa a un total de 4 comerciantes, luego de 15 y 30 dias de adquirié la misma
cantidad de muestra a 4 comerciantes diferentes de los anteriores. Haciendo un total de
12 muestras colectadas y homogenizadas.

Entre las hojas y tallos que ingresaron a la investigacion, fueron seleccionadas
aquellas que mantenian su morfologia folial normal, desechando las hojas mas dafadas,
todas las hojas elegidas fueron mezcladas, y al azar fueron utilizadas para obtener tantos

los extractos etanolicos y el aceite esencial de la planta.
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3.4 EVALUACION DE LA COMPOSICION FITOQUIMICA PRELIMINAR DE
EXTRACTOS ETANOLICOS DE Cybistax antisyphilitica

La determinacion de los metabolitos secundarios mayoritarios (composicion
fitoguimica preliminar) se realizaron en los extractos etanolicos y en aceite esencial de
achiwa. Todos los anélisis de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Botéanica y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno.

Los extractos etandlicos de achiwa donde se analizaron los metabolitos
secundarios se obtuvieron triturando en un mortero y transfiriéndolo a un matraz 2.5 g de
la planta deshidratada y molida, a continuacion, se agregé 100 ml de alcohol al 70%
dejandose macerar por un lapso de 48 horas en un ambiente oscuro y seco Yy el matraz fue
cubierto por papel aluminio para no tener efecto de los rayos UV de la luz solar, a
temperatura ambiente (13 a 18 °C). Seguidamente el macerado etandlico de achiwa se
filtré con papel filtro Whatman exento de cenizas, para luego realizar la determinacion
de alcaloides, fenoles y taninos, tal como se indica a continuacion.

3.4.1 Identificacion de alcaloides

Método. Colorimetria

Fundamento. Los alcaloides se disuelven en solventes organicos como lo son el
cloroformo y éter, no se disuelven en agua; sus sales, si se disuelven bien en agua e
insolubles en solventes organicos. Su extraccion se podra hacer, por lo tanto, ya sea
tratando la droga por un solvente organico, después de haber puesto en libertad la base
sus combinaciones por un alcali (amoniaco, soda), o bien haciendo actuar un acido (acido
clorhidrico o sulfurico diluido) por pasajes sucesivos del alcaloide de la fase acuosa a la

organica, después de acidificacion (Ninay Romero, 2014).
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Procedimientos:
- Enun tubo de ensayo se transfirié 5 ml del extracto alcohdlico (EA) a investigar.
- Luego se agreg6 2 ml de reactivo de Wagner, se homogenizé y se procedio a la
observacion (viraje de color).
- Se considerd positivo la formacion de un precipitado de color naranja obscuro
(Medina, 1997).
3.4.2 ldentificacién de fenoles
Método. Colorimetria
Fundamento. EIl cloruro férrico se usa en la determinacion de ausencia o presencia de
fenoles en una muestra. A la muestra disuelta en agua o mezclada con agua y etanol, se
le agrega gotas de la solucidon diluida de cloruro de hierro (111). Al visualizarse una intesna
coloracion roja, azul, verde, o purpura confirmara la presencia de fenoles, al unirse al
complejo con Fe (I11). EIl cloruro férrico al reaccionar con los fenoles, origina como
producto una coloracion verde oscura (Evans, 1991).
Procedimientos:
- La presencia de fenoles en una muestra de EA se determind utilizando la prueba
del cloruro férrico. En un tubo de ensayo se adiciono 2 ml de cloruro férrico al
5% y 5 ml del EA a investigar, luego se homogenizé y se procedio a la
observacion. Para ello se tomO en cuenta el precipitado verde oscuro como
resultado positivo (Medina, 1997).
3.4.3 Identificacion de taninos
Método. Colorimetria
Fundamento. Los taninos estan unidos a los fenoles, reaccionan con las sales de cloruros.
Para cuantificarlos los extractos conteniendo taninos debe ser sometido al calor, luego se

colorean, finalmente titularlo la solucion alcalina de permanganato de potasio ante la
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presencia del indicador indigo de carmin. El cloruro de sodio en contacto con los taninos
origina una coloracion crema (Evans, 1991).
Procedimientos:

- Se agreg6 una solucion de NaCl al 5% a una cantidad de 2 ml del EA, se
homogenizo6 y se dio lectura. Se observo un precipitado crema para indicar un
resultado positivo (Medina, 1997). Segun la intensidad de coloracion que
presentaron las soluciones luego de agregar a los extractos etanélicos es que se
asigno el nivel del contenido del metabolito tal como se muestra el Tabla 1.

Tabla 1. Lecturas de las coloraciones para reportar el contenido de metabolitos en el

extracto etanolico (Medina, 1997).

Lectura Nivel = contenido del metabolito
Color intenso +++ = muy abundante
Color regular ++ = abundante

Color débil + = leve

3.4.4 Variables analizadas en la investigacion
- Variable independiente: Muestras de hojas y tallos de achiwa (Cybistax
antisyphilitica).
- Variable dependiente: Abundancia del contenido de metabolitos secundarios de
achiwa (Cybistax antisyphilitica).
3.4.5 Andlisis bioestadistico de datos
Los resultados de la caracterizacién fitoquimica de los metabolitos secundarios en
extractos etanolicos y aceites esenciales de achiwa, se representaron en porcentajes,
asimismo se compararon las concentraciones de alcaloides, fenoles y taninos mediante
pruebas de chi cuadrado (X?) con un nivel de confianza del 95%. Los anélisis

bioestadisticos se realizaron en el software libre Infostat version estudiantil.
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3.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y ACEITES ESENCIALES DE
Cybistax antisyphilitica SOBRE Escherichia coli

3.5.1 Aislamiento de E. coli

Meétodo: Cultivo in vitro en agar Eosin Metil Blue (EMB).

Fundamento: El agar EMB, es un medio utilizado para el aislamiento selectivo de

enterobacterias y otros bacilos Gram negativos. Las bacterias se diferencian en la

capacidad de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y los incapaces de hacerlo, se pueden
determinar mediante los indicadores azul de metileno y eosina, ejerciendo un efecto
inhibitorio en Gram positivas. En ella E. coli presenta un caracteristico brillo metalico

(Evans, 1991).

Procedimientos:

- Las muestras de orinas positivas a la infeccion urinaria de pacientes gestantes del
Centro de Salud de Vallecito, fueron cultivadas en el medio de cultivo agar EMB,
mediante estrias en los cuatro cuadrantes.

- Para la identificacion preliminar mediante las caracteristicas de las colonias en el
medio de cultivo, se identificaron como Escherichia coli aquellas que presentaron
colonias oscuras con brillo verde metalico y centro negro azulado.

- Asimismo, se realizaron la tincion Gram y pruebas bioquimicas correspondientes
para su identificacion bacteriana. La pureza de la Escherichia coli aislada fue
determinada segun los resultados siguientes:

Tabla 2. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Escherichia coli.

Bacteria TSI LIA CS Urea Gas H2S Movilidad Indol
E.coli A/A K/ - - + - + +
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3.5.2 Obtencion de extractos etandlicos de achiwa

- Se procedio a triturar en un matraz 100 g de la planta deshidratada.

- Acontinuacion, se traspasé a un matraz Erlenmeyer de 250 ml.

- Luego se agreg6 500 ml de alcohol al 70% (Gutiérrez y Medrano, 2022) y se dej6
macerar por un lapso de 48 horas en un ambiente oscuro y seco, a temperatura
ambiente (13 a 18 °C).

- Se procedio a filtrar el estado liquido del organico para preparar concentraciones
de 40%, 55%, 70%, 85% y 100%, para ello se aplicé la siguiente formula
C1V1=C,V> (Ochoa et al., 2012).

3.5.3 Obtencion de aceite esencial de achiwa

- Se procedio a pesar 400 g de la planta.

- A continuacion, se colocd en una vaporera metalica en el interior de una olla
presion de 5 litros conteniendo agua mineral en su interior.

- Seguidamente se dispuso sobre una cocinilla eléctrica para que inicie el arrastre
de los componentes fitoquimicos mediante el vapor de agua.

- Este vapor conteniendo los aceites esenciales traspasaron a un refrigerante de
vidrio por el cual circulé el agua fria de cafio.

- Finalmente, el vapor de agua y los aceites esenciales fueron recibidos en un
matraz, para posteriormente extraerlos con una pipeta automatica el contenido de
aceite esencial que se encontro en la superficie acuosa.

- El aceite esencial de la planta fue separado en un frasquito de vidrio de penicilina
y cubierto externamente con papel aluminio para evitar dafios por la radiacion
solar.

- El aceite esencial se diluy6 a concentraciones de 40%, 55%, 70%, 85% y 100%,

para ello se aplico la siguiente formula C1V1=C,V> (Ochoa et al., 2012).
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3.5.4 Proceso de evaluacion del efecto antibacteriano

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos
etanolicos y aceites esenciales de Cybistax antisyphilitica, se realizaron los
procedimientos recomendados por Ali et al. (2009). EI método aplicado fue la dilucion
en caldo, mediante la preparacion de diluciones seriadas en caldo infusiéon cerebro
corazén (CICC). Se empled un control negativo a base de alcohol al 96% (caldo CICC
sin extracto / aceite y sin suspension bacteriana). Se experimentaron las siguientes
diluciones tanto de los extractos etandlicos y aceites esenciales en las concentraciones
siguientes: 40%, 55%, 70%, 85% y 100%. La CMI se interpret6 como la concentracién
del extracto o aceite contenida en el tubo de la serie que logré inhibir el crecimiento
visible de la bacteria, el cual se demostré mediante la carencia de turbidez de los tubos,

para lo cual se compar6 con el control negativo (Horna et al., 2005), tal como se presenta

40% 55% 70% 85% 100% C-

ﬂ,

-
e’

en la Figura 1.

+ + + - C-

CMI
Figura 1. Procedimiento realizado para determinar la CMI de los extractos etanolicos y
aceites esenciales de achiwa (Cybistax antisyphilitica) sobre aislamientos de

Escherichia coli.
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3.5.,5 Variables analizadas en la investigacion
- Variable independiente: Concentracion del extracto etandlico / aceite esencial
de achiwa (Cybistax antisyphilitica).
- Variable dependiente: CMI del extracto etanolico / aceite esencial de achiwa
(Cybistax antisyphilitica) sobre Escherichia coli.
3.5.6 Andlisis bioestadistico de datos
Los resultados de las CMI determinadas para los extractos etanélicos y aceites
esenciales de achiwa sobre los aislamientos de Escherichia coli, se representaron en
porcentajes, asimismo se compararon las CMI mediante pruebas de analisis de varianza
y de Tukey, con un nivel de confianza del 95%. Los analisis bioestadisticos se realizaron

en el software libre Infostat versién estudiantil.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 COMPOSICION FITOQUIMICA PRELIMINAR DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EN EXTRACTOS ETANOLICOS Y ACEITE ESENCIAL DE
Cybistax antisyphilitica

Tabla 3. Metabolitos secundarios de extractos etandlicos de hojas y tallos de achiwa

(Cybistax antisyphilitica).

. Reaccion Repeticiones % de
Metabolito - Prueba positiva 1 2 3 4 5 fitoquimicos
Precipitado
. 20% +++y
Alcaloides Mayer blanc_o ++ 4+ 80% ++
amarillento
Cloruro Precipitado
Fenoles férrico P +++ +++ +++ +++ +++ 100% +++
verde oscuro
al 5%
Cloruro
. de Precipitado de 20% +; 60%
Taninos sodio al color crema o ++; 20% +++
5%

Donde: -=negativo; +=leve; ++=abundante; +++=muy abundante.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de los andlisis fitoquimicos de la
presencia de metabolitos secundarios en extractos etandlicos de hojas y tallos de achiwa
(Cybistax antisyphilitica). Luego de 5 repeticiones, los extractos etanélicos presentaron
en abundante (80%) y muy abundante (20%) nivel los contenidos de alcaloides; con
respecto a los fenoles el contenido fue muy abundante (100%); mientras tanto que la
concentracion de taninos fue entre leve (20%), abundante 60% y muy abundante (20%),
existiendo diferencia estadistica significativa entre las concentraciones de metabolitos
secundarios (X?=10.29; P=0.0359; Tabla 7 de anexos), tal como se visualiza en la Figura

2.
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Figura 2. Composicion fitoquimica mayoritaria de metabolitos secundarios presentes en
los extractos etandlicos de achiwa (Cybistax antisyphilitica).

Tabla 4. Metabolitos secundarios de los aceites esenciales en hojas y tallos de achiwa
(Cybistax antisyphilitica).

. Reaccién Repeticiones % de
Metabolito  Prueba positiva 1 2 3 4 5 fitoquimicos
Precipitado
Alcaloides  Mayer blanco - - - - nc;r(;?i?/sos
amarillento g
Cloruro Precipitado
- 0
Fenoles férrico verde oscuro + + + + 100% +
al 5%
Cloruro .
Taninos de sodio Precipitado - de + + + + 100% +
color crema
al 5%

En la Tabla 4, se presenta los resultados de la fitoquimica de metabolitos secundarios en
aceites esenciales de hojas y tallos de achiwa (Cybistax antisyphilitica). Luego de 5
repeticiones, los aceites esenciales fueron negativos a la presencia de alcaloides y una

leve concentracion de fenoles y taninos (+), no existiendo diferencia estadistica
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significativa entre las concentraciones de los metabolitos (X?=0.00; P>0.9999; Tabla 8

de anexos) tal como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Composicion fitoquimica de metabolitos secundarios presentes en los aceites

esenciales de achiwa (Cybistax antisyphilitica).

En la investigacion se determind que los extractos etandlicos de achiwa (Cybistax
antisyphilitica) contenia alcaloides, fenoles y taninos, estos resultados fueron similares a
los obtenidos por Gutiérrez y Medrano (2022) quienes evaluaron los extractos
hidroalcohdlicos de Cybistax antisyphilitica procedentes del centro poblado Sargento
Lores del distrito y provincia de Jaén en la region Cajamarca (Per(), y reportaron la
presencia de fenoles, flavonoides y alcaloides, pero fueron diferentes ante la carencia de
taninos.

La diferencia encontrada entre los resultados del presente estudio y los hallazgos
de Gutiérrez y Medrano (2022) se deberia a las hojas elegidas en su recoleccidn, ya que
las hojas jovenes de una planta presentarian mayor cantidad de metabolitos, a
continuacidn, le siguen los tallos y las hojas maduras poseerian menor cantidad de

metabolitos secundarios (Valares, 2011). Este autor también manifiesta que la mayor
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cantidad de compuestos fitoquimicos se obtienen durante la estacion de verano y menor
cantidad en invierno y en primavera — otofio las cantidades son intermedias, e inclusive
podria variar entre afios.

Las hojas de las plantas evaluadas poseen un alto contenido de metabolitos
secundarios, y probablemente se hayan colectado de zonas o regiones peruanas con alta
irradiacion ultravioleta y bajos contenidos de humedad, en razon de que son factores que
influyen en la produccién de metabolitos secundarios (Valares, 2011). Los diferentes
compuestos derivados del metabolismo secundario poseen muchas funciones entre las
principales se mencionan: inhiben el desarrollo de insectos, nematodos, hongos y
bacterias (Grayer y Harborne, 1994), favorece la atraccion de polinizadores (Beker et al.,
1989), actian como agentes alelopaticos (Valares, 2011), cumplen funcién protectora
frente a las radiaciones UV (Zobel y Lynch, 1997), incrementando tanto en las células y
en la superficie de las plantas (Zobel et al., 1999), también posee la funcién de reducir el
efecto de los metales pesados en las plantas (Delgado, 2008), actividad microbioldgica
del suelo (Vokou y Margaris, 1984) y en la adaptacién climatica vegetal (Seufert et al.,
1995).

Las diferencias de la composicion fitoquimica entre plantas inclusive en aquellas
de la misma especie, tendrian su origen en las diferentes condiciones de disturbio
ecologico y debido a las variaciones ambientales que se llevan a cabo durante las
estaciones del afio (Hernandez, 2009). Al respecto Hernandez (2014) encontrd que
plantas de una misma especie colectadas en época de lluvias present6 actividad
antibacteriana frente a 4 cepas bacterianas, y aquellas colectadas en época de sequia
inhibieron 9 cepas. La presencia de alcaloides, fenoles y taninos en los extractos de

achiwa, atribuye propiedades como la actividad antibacteriana, antioxidante, antifingica,
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fotoprotectora, antiinflamatoria e hipoglucemiante, tal como lo afirma Hernandez et al.
(2015).

En la indagacidn, se determino que los aceites esenciales de achiwa no presentaron
alcaloides, pero si taninos y fenoles, estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Jibaja y Maldonado (2018), quienes en el aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo),
lograron identificar taninos, fenoles, azlcares reductores, saponinas y flavonoides y con
el mismo método utilizado en la presente investigacion (hidrodestilacion o arrastre de
vapor).

Los aceites esenciales a diferencia de los extractos etandlicos se caracterizan por
poseer metabolitos mucho mas especificos, tal como lo afirma Coy et al. (2014) quien
determind la composicion quimica del aceite esencial de hojas de Raputia heptaphylla
(Rutaceae) y que mediante procedimientos de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) reportaron monoterpeno; mientras que en un analisis
fitoquimico preliminarse encontraron flavonoides, alcaloides, terpenoides, compuestos
aromaticos y taninos, muchos de los Gltimos compuestos fueron reportados en la presente
investigacion. Por otro lado, Olivera y Gutiérrez (2021) en Taraxacum officinale (diente
de ledn) los extractos etandlicos presentaron abundante cantidad de alcaloides, lactonas
y esteroides, ausencia de flavonoides, quinonas y saponinas, sin poseer actividad
antibacteriana, mientras que el aceite esencial tuvo pulegona y L-mentona, las que
originaron actividad antibacteriana en Pseudomona aeruginosa y antifingica en
Trichopytom rubrum.

La achiwa es una planta que se expenden en los mercados de la localidad de
Sicuani, los comerciantes recomiendan su consumo para el tratamiento de infecciones
urinarias y afecciones renales. Cada region y/o pueblo posee su propia medicina

tradicional basada en plantas medicinales que son saberes tradicionales y populares; pero
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desde hace varios afios atrds la comunidad cientifica de todo el mundo investiga la
fitogquimica vegetal para revelar posibles principios activos con potencial farmacoldgico
(Evans 2010). El potencial curativo de las plantas parte de la interaccion de los
compuestos presentes, muchas veces se usan mezclas que armonizan varias especies y
compuestos y en una planta los fitoquimicos no poseen una distribucion uniforme en las
plantas medicinales (Maldonado et al. 2017), sino que puede variar entre 6rganos como
son las hojas, raices, flores o semillas, la cantidad de los metabolitos tampoco es siempre
similar, ya que puede variar segun el habitat, la época de recoleccidn, asi como el modo
de preparacion.

Es probable que las plantas que llegan en diferentes tiempos a los centros de
expendio puedan varias sus efectos farmacol6gicos, esto es debido a que esta relacionado
con los diferentes factores como el estrés, el suelo, época del afio, la edad, la tecnologia,
el tipo, el 6rgano y la enfermedad que padecié la planta, es por eso que Martinez et al.
(2012) recomiendan la realizacion del examen fitoquimico como la primera etapa
experimental en la determinacion de propiedades fitobidticas, y que en pequefias
concentraciones presentaron efectos fitoestrégenico, hipolipemiante, antioxidante y
estimuladores de la inmunidad humoral e innata en animales menores. Slanis et al. (2005)
al respecto manifiesta que los metabolitos secundarios pueden ser analizados mediante
métodos de ensayos cualitativos, tal como lo realizé en Hedeoma mandonianum, donde
de forma descendente en proporcion determinaron flavonoides, taninos, fenoles, aztcares
reductores, antocianinas, esteroides, lactonas y alcaloides, abundantes en diversas plantas
y frutos, que posteriormente la industria quimica y farmacéutica llegé a comercializarlo
como fungicidas, bactericidas, desinfectantes y antisépticos.

A todas las plantas se les atribuye propiedades farmacoldgicas en seres humanos,

tal es el caso de la pacha-mufia (Hedeoma mandoniana Wedd), que es muy utilizada por
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la poblacion, y consumida en infusién lo recomienda para problemas digestivos (acidez
estomacal, diarreas, indigestion, halitosis y colicos) y enfermedades respiratorias (asma,
gripes y bronquitis), esas propiedades se darian gracias a que contienen flavonoides,
fenoles, taninos y pulegone (Niceforo et al., 2021). Muchos de estos metabolitos poseen
actividad antioxidante para proteger a las células del dafio oxidativo a causa del
envejecimiento, enfermedades degenerativas y procesos inflamatorios, llegando prevenir
el cancer y los desordenes cardiovasculares, como los flavonoides encontradas también
en ciruelas, bayas, manzanas, naranjas, espinaca, fresas y hierbas aromaticas; por otro
lado, los fenoles también presentes en la achiwa, poseen un sabor aspero y amargo, pero
tienen actividad antimicrobiana, astringentes y antiinflamatorias (Soto, 2015), siendo
utilizadas para problemas gastrointestinales entre ellas las diarreas, aunque algunos
poseen contraindicaciones por tener propiedades antinutricionales, ya que secuestran
micronutrientes y coagulan albuminas y metales pesados (Ruiz et al., 2018).

Se acepta la hipdtesis alterna (Ha) del proyecto de investigacion en referencia a
los extractos etandlicos de achiwa, el cual afirmaba que la concentracion de metabolitos
secundarios (alcaloides, fenoles y taninos) se presentaron en diferentes concentraciones;
mientras que, en los aceites esenciales de la achiwa, la composicion fitoquimica de los
metabolitos secundarios fue similar.

Después de realizar el analisis y la interpretacion de los resultados obtenidos, se
afirma que el etanol se constituye en un disolvente de fitoquimicos ideal para obtener
metabolitos secundarios como los fenoles y taninos en los extractos etanélicos, mientras
tanto que los aceites esenciales presentaron bajos contenidos de metabolitos secundarios,
probablemente a que la muestra de hojas de achiwa estuvieran secas. Es razonable que el
contenido de metabolitos secundarios variara entre muestras de la misma planta ya que

estaria influyendo diversos factores como el medio ambiente y el tiempo de recoleccion.
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4.2 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y ACEITES ESENCIALES DE Cybistax antisyphilitica EN
Escherichia coli

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos etanolicos de achiwa

(Cybisax antisyphilitica) en el crecimiento de diluciones en tubo de Escherichia

coli.
Aislamientos  Control Concentraciones de extracto etandlico de achiwa
bacterianos  negativo 40% 55% 70% 85% 100%
1 - + + - - -
2 - + + + + +
3 - + + + - -
4 - + + - - -
5 - + + - - -
6 - + + - - -
7 - + + + + +
8 - + + + + +
9 - + + - - -
10 - + + - - -
11 - + + + - -
12 - + + - - -
13 - + + - - -
14 - + + - - -
15 - + + - - -
16 - + + + - -
17 - + + + + -
18 - + + - - -
19 - + + - - -
20 - + + + + -
Crecimiento  100% C- 100% C+ 100% C+ 40% C+ 25% C+ 15% C+
en y60% C- y75%C- y85% C-
porcentajes

Donde: C-=crecimiento negativo y C+=Crecimiento positivo.
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En la Tabla 5 se presentan los valores de la CMI de los extractos etandlicos de
achiwa (Cybistax antisyphilitica) sobre 20 aislamientos de Escherichia coli obtenidos por
el método de la microdilucion en tubo. En ella se puede apreciar que los aislamientos 2,
7 y 8 presentaron crecimiento bacteriano a concentraciones de 100% del extracto
etanolico; los aislamientos 17 y 20 lograron su crecimiento a una concentracion del 85%,
este valor fue la CMI para el 75% de aislamientos; mientras que a una concentracion de
70%, los aislamientos 3, 11 y 16 presentaron crecimiento, en ese sentido fue la CMI en
el 60% de aislamientos. El resto de los aislamientos fueron inhibidos en contacto con una
concentracion de extracto etandlico del 70%.

Ante estos resultados, se puede afirmar que no se logré determinar la CMI del
extracto etanolico de achiwa en contraste con el control negativo donde se obtuvo que el
100% de los aislamientos no crecieron. Al respecto, la concentracion del extracto
etanolico de achiwa que ofrecié el mayor porcentaje de inhibicion fue al 100%,
obteniéndose una inhibicién del 85% y un crecimiento del 15% de los aislamientos de

Escherichia coli, tal como se observa en la Figura 4.
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0
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0
0
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75
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25
15
40% 55% 70% 85%
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0o
o

PORCENTAJES DE CRECIMIENTO DE Escherichia coli
@

)
=3

CONCENTRACIONES DE EXTRACTO ETANOLICO DE ACHIWA

m Negativo m Positivo

Figura 4. Crecimiento positivo y negativo in vitro de Escherichia coli (%) frente a

concentraciones de extractos etandlicos de achiwa (Cybistax antisyphilitica).
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de achiwa

(Cybisax antisyphilitica) en el crecimiento de diluciones en tubo de Escherichia

coli.
Aislamientos  Control Concentraciones de aceite esencial de achiwa
bacterianos  negativo 40% 55% 70% 85% 100%

1 - + + + - -
2 - + + + + -
3 - + + + + -
4 - + + + - -
5 - + + + - -
6 - + + + - -
7 - + + + + -
8 - + + + + -
9 - + + + - -
10 - + + + - -
11 - + + + + -
12 - + + + - -
13 - + + + - -
14 - + + + - -
15 - + + + - -
16 - + + + + -
17 - + + + + -
18 - + + + - -
19 - + + + - -
20 - + + + + -

Crecimiento  100% C- 100% C+ 100% C+ 100% C+ 40% C+ 100% C-
en y 60% C-

porcentajes

Donde: C-=crecimiento negativo y C+=Crecimiento positivo.

En la Tabla 6 se presentan los valores de la CMI de los aceites esenciales de
achiwa (Cybistax antisyphilitica) sobre 20 aislamientos de Escherichia coli obtenidos por

el método de la microdilucion en tubo. En ella se puede apreciar que los aislamientos 2,
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3,7,8,11, 16, 17 y 20 son las que presentaron crecimiento bacteriano a concentraciones
de 85% del del aceite esencial, por tanto, la CMI de 85% de concentracion fue en el 60%
de los aislamientos. Al 100% de concentracion, ningin aislamiento tuvo crecimiento, de
tal modo que, se le consideraria como la CMI para el 100% de los aislamientos.

Luego de realizar la prueba de analisis de varianza, se determind que existio
diferencia estadistica significativa entre las CMI de los extractos etanélicos y los aceites
esenciales de achiwa sobre los aislamientos de Escherichia coli (Fc=24.32; P<0.0001)
(Tabla 9 — anexos); a continuacién, la prueba de Tukey (Figura 6 — anexos) resultd que la
menor CMI se obtuvo con extractos etandlicos (76.18%) en comparacion con los aceites
esenciales (91.00%).

De los resultados determinados, se afirma que la CMI del aceite esencial de
achiwa fue al 100% de concentracion para los 20 aislamientos bacterianos de Escherichia
coli. Con respecto a la concentracion de aceite esencial de achiwa al 85%, seria la CMI
en 12 aislamientos bacterianos. A concentraciones de 40%, 55% y 70%, los aislamientos
bacterianos no presentaron inhibicion, tal como se observa en la Figura 5.

En el registro se determind que los 20 aislamientos bacterianos presentaron una
CMI con el 100% de concentracion del aceite esencial, estos resultados fueron similares
a los obtenidos por Garay (2015) quien evalud el aceite esencial de Origanum vulgare L.
“orégano” al 100% de concentracion, logrd inhibir cepas de Escherichia coli (ATCC
25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y menores a concentraciones de 10% y
50%. De igual manera, Celis y Rodriguez (2017) determinaron que el aceite esencial de
hojas de Ocimum basilicum L. “albahaca” a una concentracion del 100% lograron los
mayores halos de inhibicion en aislamientos de Escherichia coli aisladas de pacientes con
infecciones del tracto urinario. En otro estudio similar, concuerda con los mencionado

por Alva (2019) quien reporta que el extracto oleoso del Rosmarinus officinalis "Romero”
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a concentraciones de 100%, logro originar halos de inhibicién de 19.63 mm, demostrando

eficacia antibacteriana en comparacion con la Nitrofurantoina 300 ug.
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Figura 5. Crecimiento positivo y negativo in vitro de Escherichia coli (%) frente a
concentraciones de aceite esencial de achiwa (Cybistax antisyphilitica).

En el estudio también se presentaron aislamientos de Escherichia coli que fueron
resistentes al efecto inhibitorio de la concentracion de extracto etanolico al 100% de
achiwa, esos resultados fueron parecidos a los reportados por Mamani (2017) quien
evalud los extractos alcoholicos de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) sobre
bacterias que originan infecciones urinarias, donde Escherichia coli y Klebsiella sp
resultaron resistentes a dichos extractos. En la investigacion el aceite esencial al 100% de
concentracion inhibio a los 20 aislamientos bacterianos, estos resultados fueron diferentes
a los manifestados por Rodriguez (2018) quien reporta que el aceite esencial de Moringa
oleifera presentdé menor actividad bactericida que la Gentamicina sobre Escherichia coli.

Ademas, Infantes (2019) registrd que el aceite esencial de las hojas de

Minthostachys mollis (mufia) frente a Escherichia coli lograron halos de inhibicion
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promedios de 3.38 y 1.93 mm siendo inferiores significativamente por el estandar
farmacolégico (Norfloxacino). Igualmente, Olivera y Gutiérrez (2021) reportan que el
extracto etandlico de Taraxacum officinale (diente de ledn) al poseen alcaloides, lactonas
y esteroides, presentd ausencia de actividad antibacteriana; mientras tanto el aceite
esencial presentd pulegona y L-mentona, que presentaron actividad antibacteriana sobre
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, ratificando que el aceite esencial posee mejores
atributos antibacterianos que los extractos etanolicos, tal como se obtuvo en el presente
estudio.

Asimismo, se observd los aceites esenciales y los extractos etandlicos, en
concentraciones mayores e iguales al 85% y 70%, respectivamente, lograron inhibir al
100% de los aislamientos bacterianos. Estos resultados se obtuvieron probablemente
debido a la procedencia que tuvo la planta, sus condiciones de conservacion, las
condiciones climaticas, la composicion quimica actual de los suelos, la altitud, la
presencia de radiacion UV entre otros, los cuales hicieron variar el contenido de 30
compuestos fitoquimicos recolectadas en Mérida, 24 fitoquimicos en Barinas y 14
fitoquimicos en Portuguesa, tal como lo reporta Aboukhalid (2017) en Venezuela en
planas de Mangifera indica L. A pesar de ser la misma especie vegetal, Mangifera indica
L. presentd sileneno en especies de Mérida, mientras que las especies de Barinas y
Portuguesa presentaron a-humuleno y B-cariofileno (Dewick, 2009), esta diferencia se
atribuye a los factores relacionados con la produccion de metabolitos secundarios y los
cambios de las condiciones como clima, agua, temperatura, afios, radiacion UV,
variaciones fisiologicas, depredadores, nutrientes, factores genéticos, evolucion,
composicion atmosférica, altitud, entre otros factores (Figueiredo et al., 2008).

No se puede negar que tanto los extractos etandlicos y el aceite esencial de achiwa

presentaron actividad antibacteriana, pero de ambos el que logré inhibir completamente
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a los 20 aislamientos aislados fue el aceite esencial, la causa de ellos seria que posee un
gran nimero de componentes quimicos, pero se desconoce su mecanismo especifico. Al
respecto Argote et al. (2017) afirman que en bacterias Gram positivas el mecanismo de
accion antibacteriana podria inhibir la sintesis del peptidoglicano, impidiendo la
formacion de la pared celular bacteriana, en razon que las bacterias presentan extremos
lipofilicos en la membrana celular que pueden proporcionar el ingreso libre de los
compuestos hidréfobos.

En el estudio, varios aislamientos resultaron ser resistentes a concentraciones altas
de extractos etanolicos de achiwa, y muchas fueron sensibles. La resistencia bacteriana a
los extractos se deberia a que serian resistentes a los antibiéticos, asi como a la posible
presencia de genes blaTEM-20 y blaSHV-2 en cepas BLEE presentes en el plasmido
(Mejia, 2019), estos genes estan implicados en la produccion de B-lactamasas en
Escherichia coli uropatdgenas, los cuales podrian movilizarse y transferirse de manera
horizontalmente (Blanco et al., 2016). La presencia de bacterias resistentes a los aceites
esenciales se deberia a que anteriormente presentaron multirresistencia a diversos
antibioticos y sustancias antimicrobiales, tal como se encontr6 en bacterias Pseudomonas
aeruginosa y las demas cepas (Escherichia coli, Enterobacter faecalis y Serratia
marcescens) fueron sensibles al aceite esencial de Lippia alba (Santos, 2016; Cuellar et
al., 2014).

Contra ello, los aceites esenciales podrian originar efectos negativos en las
bacterias como la fuga de iones y de su contenido citoplasmatico culminando en la muerte
celular, tal como originé el cinamaldehido que dafia la membrana citoplasmatica,
induciendo al estrés oxidativo (Ara'y Nur, 2009), rompen la membrana externa en Gram
negativas ocasionando la liberacion de liposacaridos incrementando la permeabilidad al

ATP (Majolo et al., 2017). Los aceites esenciales son tdxicos para las bacterias en razén
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de que poseen un caracter lipofilo y el bajo peso molecular que poseen sus componentes,
atraviesan las membranas celulares, cambiando la estructura y sus funciones de
permeabilidad (Machado et al., 2014; Majolo et al., 2017). Asimismo, dependera de los
componentes quimicos que posea el aceite esencial, tal como lo menciona Olivero et al.
(2014) al evaluar el aceite de Lippia alba al poseer mayor concentracion de geranial y
neral origin6 la mayor inhibicion de Chromobacterium violaceum.

Los efectos antibacterianos de los extractos etanolicos y aceites esenciales fueron
realizados con hojas secas de achiwa, pero es posible que las hojas frescas de la planta
posean mejores efectos, tal como confirma Machado et al. (2014), al experimentar aceites
esenciales de Lippia alba de hojas secas y hojas frescas contra Escherichia coli y a pesar
de que todas las concentraciones mostraron actividad antimicrobiana, la méas sensible
frente aceite esencial de hojas secas fue Staphylococcus aureus, pero el aceite de hojas
frescas presentaron mayor eficiencia que por hojas secas.

Se acepta la hipétesis nula (Ho) del proyecto de investigacion, en referencia a los
valores de CMI obtenidos, el cual afirmaba que los extractos etanolicos y los aceites
esenciales de achiwa presentaron la misma concentracion de la CMI sobre los
aislamientos de Escherichia coli.

Después de realizar el analisis y la explicacion de los resultados obtenidos, se
afirma que los valores de la CMI de los extractos etanolicos y los aceites esenciales fueron
similares, pero no en todos los aislamientos bacterianos, en razon de que tres de ellas
resultaron ser resistentes frente al 100% de concentracion de los extractos etandlicos. Por
lo tanto, se puede afirmar que las bacterias no todas presentan el mismo comportamiento
frente a los extractos etanolicos y los aceites esenciales, en razén de que probablemente
posean mecanismos de resistencia a los antibioticos, aspecto no analizado en la presente

investigacion.
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V. CONCLUSIONES

- La composicién fitoquimica preliminar de metabolitos secundarios en extractos
etanolicos de achiwa (Cybistax antisyphilitica) expendidas en la localidad de Sicuani,
presentd abundantes (++) concentraciones de alcaloides, taninos y muy abundantes
contenidos de fenoles (+++), lo cual le atribuye propiedades farmacoldgicas en los
consumidores y el aceite esencial presentd leves concentraciones de taninos y fenoles
(+).

- La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de los extractos etanolicos de achiwa
(Cybistax antisyphilitica) sobre Escherichia coli se obtuvo a una concentracién del
100% que origino inhibicion en el 85% de los aislamientos y un 15% resultaron
resistentes al extracto etandlico; sin embargo, la concentracion del 100% de aceite

esencial de achiwa logr6 inhibir al 100% de los aislamientos de Escherichia coli.
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VI. RECOMENDACIONES

- Alos investigadores, realizar tamizajes de la composicién fitoquimica de tallos y
hojas frescas de achiwa para realizar el comparativo con los resultados obtenidos
en la presente investigacion y colectar las muestras por separado, asi como por
vendedor y realizar la comparacion de metabolitos secundarios.

- los investigadores corroborar si la resistencia de los aislamientos de Escherichia
coli a los extractos etandlicos y aceites esenciales, estd relacionada con la

resistencia a los antibioticos.
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ANEXOS

Tabla 7. Calculo de chi cuadrado (X?) para la comparacion de concentracion de

metabolitos secundarios en extractos etandlicos de achiwa.

Metabolitos Abundante  Leve Muy abundante Total
Alcaloides 4 0 1 5
Fenoles 0 0 5 5
Taninos 3 1 1 5
Total 7 1 7 15
Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 10.29 4 0.0359
Coef.Conting.Pearson 0.64

Tabla 8. Calculo de chi cuadrado (X?) para la comparacion de concentracion de
metabolitos secundarios en aceites esenciales de achiwa.
Metabolitos Leve Porcentaje

Fenoles 5 50.00
Taninos 5 50.00
Total 10 100.00

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0.00 1 >0.9999
Coef.Conting.Pearson 0.00
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Tabla 9. Analisis de varianza de la CMI de extractos etanolicos y aceites esenciales sobre
aislamientos de Escherichia coli.
Variable N R2 R2A] CV

CMI 37 041 039 10,82
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 2019.21 1 2019.21 24.32 <0.0001
COMP_FIT 2019.21 1 2019.21 24.32 <0.0001
Error 2906.47 35 83.04
Total 4925.68 36

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=6.10280
Error: 83.0420 gl: 35

COMPLEJO FITOQUIMICO Medias n E.E.
Extracto_etandlico 76.18 17 221 A
Aceite esencial 91.00 20 2.04 B

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

93,889

Chl
@

A

Extracto_etanalico Aceite_esencial
COMPLEJO_FITOQUIMICO

Figura 6. Prueba de Tukey para la comparacion de la CMI de los extractos etanolicos y

aceites esenciales de achiwa, sobre aislamientos de Escherichia coli.
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Galeria fotografica

Figura 7. Muestra de achiwa (Cybistax antisyphilitica), adquirida tal como lo exponen
los vendedores de la localidad de Sicuani.

Figura 8. Muestra de achiwa (Cybistax antisyphilitica) dispuesta en la olla presion para

la obtencién de aceites esenciales.

Figura 9. Muestra de Escherichia coli obtenido de muestras de orina.
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Figura 11. Prueba Bioquimica de TSI, LIA, CS, Urea e Indol para la identificaciéon de
Escherichia coli.

Figura 12. Aceite esencial de Cybistax antisyphilitica.
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Figura 13. Preparacion de la estandar 0.5 de la escala de McFarland.

Figura 15. Resultado del antibiograma de Escherichia coli frente a diferentes
concentraciones de aceite esencial (izquierda) y extractos etanolicos de

Cybistax antisyphilitica.
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Figura 16. Evaluaciones de la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
(izquierda) y extractos etanolicos (derecha) de Cybistax antisyphilitica sobre

Escherichia coli.

Figura 17. Anélisis fitoquimico para la deteccion de fenoles (+++, izquierda) y de taninos
(++, derecha) en extracto etanolico de Cybistax antisyphilitica.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN 224

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g @ \
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA % \iﬁ %i
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA %@E*/A"“

CONSTANCIA N°37-2022-HUSA
El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biolégica presentada por Betsabé Melissa Mamani Huaman,
Bachiller de la Escuela Profesional de Biologia, Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, para la realizacion de su tesis:
“CARACTERIZACION PRELIMINAR DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
Cybistax antisyphilitica Y EFECTO ANTIMICROBIANO EN Escherichia coli
AISLADAS DE ORINA DE PACIENTES GESTANTES DEL CENTRO DE
SALUD VALLECITO PUNO”. La muestra fue enviada al laboratorio de Botanica
al estado fenoldgico seco, para su determinacion en el Herbarium Areqvipense

(HUSA) y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Bignoniaceae
Genero Cybistax
Especie Cybistax antisyphilitica (Mart) Mart

Se le expide la p .és’énte a solicitud del interesado

v /,/{' Arequipa, 16 de diciembre del 2022
—
Mg. Leoncio Marifio Herrera
DIRECTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA)
Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045

Constancia de identificacion taxondémica de achiwa (Cybistax antisyphilitica).
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P _
2 per(y | Ministerio MINISTERIO DE BALUD
de Salud RED DE SALUD PUNO - M.R, METROPOLITANO
CENTRO DE BALUD VALLECITO |- 1Il

PUNO - PERU

CONSTANCIA

El que suscribe, JEFE DEL LABORATORIO DEL CENTRO DE SALUD
VALLECITO 1-3 - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller BETSABE MELISSA MAMANI HUAMAN, egresada de la
Escuela Profesional de Biologla de la Universidad Nacional del Altiplano de
Puno, ha recolectado las muestras de orina de pacientes gestantes para su
trabajo de investigacion que lleva titulado: Caracterizaciéon preliminar de
metabolitos secundarios de Cybistax antisyphilitica y efecto
antimicrobiano en Escherichia coli aislados de orinas de pacientes
gestantes del Centro del Centro de Salud Vallecito Puno, habiendo
recolectado entre los meses de Marzo a Junio del 2022.

Se le expide la presente Constancia a solicitud de la interesada para los fines

que se estime por conveniente.

Puno, 06 de Setiembre del 2022

Constancia de recoleccion de muestras en el Centro de Salud Vallecito - Puno.
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Uncoensidad Hacional del sHtiplans de Puno
Facultad de Ciencias Biolégicas
Escuela Profesional de Biologia
Programa Académice de Microbiologia y Laboratorio Clinico
Laboratorio de Botinica y Biotecnologia

Registro: 009-2022
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
BOTANICA Y BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO — PERU.

HACE CONSTAR:

Que el (la) Bachiller BETSABE MELISSA MAMANI HUAMAN , egresado (a) de la
Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ha
realizado la parte experimental de su trabajo de investigacion (Tesis) titulado:
CARACTERIZACION PRELIMINAR DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
Cybistax antisyphilitica Y EFECTO ANTIMICROBIANO EN Escherichia coli
AISLADAS DE ORINAS DE PACIENTES GESTANTES DEL CENTRO DE SALUD
VALLECITO PUNO, en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia, del Programa
Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico de la Escuela Profesional de Biologia,

entre los meses de marzo a junio del afio 2022.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para los fines que se

estime por conveniente.

Puno, 04 de julio del 2022.

Constancia de ejecucion de tesis en el Laboratorio de Botanica y Biotecnologia.
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AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo_R €Ts0BG NeUsSSA  nonAn  HOATAN
identificado con DNI_3D¥3XS§ 02 en mi condicion de egresado de:

[N Escuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, OJ Programa de Maestria o Doctorado

Ne Arlegia

informo que he elaborado el/la & Tesis o ) Trabajo de Investigacion denominada:

¢ Cayacdoijaden prliminor die melabdilel Sremlsvies de  Cylnstox
anfigyoilibicn 3 epecds anbiovertbions ga Eodhaddia wl  adlades
do cdner de qvu\m\\ea de\ cunbee da Salud Udlledhs Vune #

para la obtencién de OJGrado, [® Titulo Profesional o [ Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tnico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasenia,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Repiiblica del Pera
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial<Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https:/creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En senal de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno__ 2.0 de Sakiambra del 2023

)

FIRMA (obligatoria) Huella
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DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo (deTsp@e  (ELAISH DonAn  RUb AL
identificado con DNI_T2%3 S22 en mi condicion de egresado de:

& Escuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestria o Doctorado

T) « L,\(;r.].:\

informo que he elaborado el/la (3 Tesis o ] Trabajo de Investigacién denominada:
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Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno__ %< de Satiamd del 2023

FIRMA (obligatoria) Huella
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