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RESUMEN

El uso de plantas para el alivio de afecciones de manera exitosa nos
lleva a investigar su actividad y hacer formulaciones aprovechando los
principios activos de estas. Es asi; que en el presente trabajo se
determiné el efecto antimicrobiano del gel elaborado con extracto
etanolico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby; planta seleccionada
en base a la etnobotédnica y etnofarmacia, se recolecté en la zona de
Chavin de Huantar, distrito de Huari, Departamento de Ancash, su
nombre comun es ‘“Llancahuasha”; con la cual se hizo un extracto
etandlico de hojas para la determinacién de metabolitos secundarios
utilizando reacciones en tubo y Cromatografia en Capa Fina para la
determinacion de Alcaloides. Con el extracto etandlico se elabord un
gel antimicrobiano a concentraciones de 12,5 y 25 mg/mL; se evalud
su efecto antimicrobiano mediante el método de difusion en agar,
utilizando para ello cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
muestra clinica hospitalaria y de la comunidad. Se encontrd
alcaloides, flavonoides y saponinas esteroidales y mediante la lectura
e interpretaciéon de zonas claras de inhibicién del crecimiento
bacteriano se comprobd el efecto antibacterial significativo del gel a
concentracion de 25 mg/mL frente a cepa de la comunidad de S.
aureus, €l halo de inhibicién formado fue de 20 mm y con la cepa
hospitalaria el halo de inhibicion formado fue de 18 mm. Se concluye
entonces que el gel elaborado con extracto etandlico de hojas de

Senecio rhizomatus Rusby tiene efecto antibacteriano in vitro.

Palabras clave: Senecio rhizomatus, gel antimicrobiano, difusion en
agar, Staphylococcus aureus, inhibicion.



ABSTRACT

The use of plants to relieve infections successfully leads us to
investigate their activities and make formulations taking advantage of
the active ingredients present. Is thus; in this study the antimicrobial
effect of the gel made from ethanol extract of leaves of Senecio
rhizomatus Rusby, selected based on ethnopharmacy and
ethnobotany. It was collected in the area of Chavin de Huantar, Huari
district, Department of Ancash, the common name of this species is
"Llancahuasha", which it was made an ethanolic extract of leaves for
determination of secondary metabolites using tube reactions and Thin
Layer Chromatography for determination of alkaloids. With ethanolic
extract, it is elaborated an antimicrobial gel at concentrations of 12,5
and 25 mg/mL ; Its antimicrobial effect was evaluated by the agar well
diffusion method, using strains of Staphylococcus aureus isolated
from hospital clinic and community samples. It was found alkaloids,
flavonoids and steroidal saponins by reading and interpretating of
clear zones of inhibition of bacterial growth, it was found significant
antibacterial effect of the gel to a concentration of 25 mg/mL versus
community strain of S. aureus, halo inhibition formed was 20 mm
and hospital strain, with the inhibition halo formed was 18 mm. It is
concluded that the gel made from ethanol extract of leaves of Senecio

rhizomatus Rusby has antibacteril effect in vitro.

Keywords: Senecio rhizomatus, antimicrobial gel, agar well diffusion,

Staphylococcus aureus, inhibition



I. INTRODUCCION

Los estudios del antiguo Peru demuestran que el poblador peruano
desde épocas muy remotas es conocedor de las cualidades
medicinales, alimenticias y tintoreas de las plantas (1), este uso es de
forma tradicional confiando exclusivamente en la experiencia
practica, la observacion de las formas de uso y las enfermedades o
dolencias en las cuales actia y es transmitido de generacion en

generacion, en forma oral o escrita (2).

Senecio rhizomatus Rusby planta maravillosa, es utilizada como
planta medicinal, sobre todo por el poblador de bajos recursos que
vive en zonas alejadas y muchas veces no puede acceder a una
farmacia. Esta planta crece en el Parque Nacional Huascardn que
ocupa la mayor parte de la Cordillera Blanca en el Departamente de
Ancash, no solo cuenta con una belleza escénica, sino que
cientificamente es representativa de los Andes en términos de medio
ambiente y elementos bidticos (1), crece también en otras zonas alto
andinas como Huancayo (3), Arequipa (4), Junin (5), Huancavelica,
Ancash, Apurimac, Cusco, La Libertad (6); siempre a grandes

altitudes.

Senecio rhizomatus Rusby tiene hermosas hojas de color verdes en el
haz y lilas en el envés, con flores amarillas. El poblador andino usa las
hojas en infusién como antitusigeno para la tos y neumonia, en
maceracion para el acné y fortinculos, en decoccion para heridas. Los
resultados obtenidos en la cura de estas afecciones son exitosos,

dandole a esta planta poderes “magicos”, todos estos usos medicinales



folkloricos sugieren un efecto antimicrobiano el cual en
investigaciones anteriores se han comprobado usando como cepa al S.
aureus, S. epidermidis, B. cereus, S. faecalis brindando la base

cientifica para su uso (1).

Con estos antecedentes, con el extracto etandlico de hojas de Senecio
rhizomatus Rusby elaboramos un gel antimicrobiano para manos,
antiséptico mas adecuadamente llamado gel sanitizante, que se podria

utilizar como alternativa al agua y jabon.

[.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de un gel elaborado con

extracto etanolico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby

1.2 Objetivos Especificos

e Obtener el extracto etandlico de las hojas de Senecio rhizomatus
Rusby.

e Realizar el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las
hojas de Senecio rhizomatus Rusby

e Elaborar un gel con extracto etandlico de las hojas de Senecio
rhizomatus Rusby

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del gel elaborado.



I. GENERALIDADES

Nuestra planta en estudio, Senecio rhizomatus Rusby pertenece a la

familia Asteraceae.

I1.1 Familia Asteraceae

La familia de las Asteraceas (Asteraceae), antiguamente
denominadas compuestas es cosmopolita con cerca de 1500 géneros y
mads de 25000 especies por lo que son las plantas Angiospermas con
mayor riqueza y diversidad bioldgica. La familia estd caracterizada
por presentar las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta
denominada capitulo, la cual se halla rodeada de una o mdis filas
de brécteas (involucro). El nombre “Asteraceae” deriva del género
tipo de la familia Aster, término que a su vez proviene
del griego dotrp que significa “estrella” y hace alusién a la forma de
la inflorescencia. Por otro lado, el nombre “compuestas”, més antiguo
pero vélido, hace referencia al tipo particular de inflorescencia
compuesta que caracteriza a la familia y que solo se halla en muy

pocas familias de Angiospermas (7).

Las especies de la familia Asteraceae presentan una considerable
importancia ecoldgica y econdmica y los miembros de esta familia se
distribuyen desde las regiones polares hasta los tropicos, conquistando
todos los habitats disponibles, desde los desiertos secos hasta los
pantanos y desde las selvas hasta los picos montafiosos. En muchas

regiones del mundo esta familia llega a integrar hasta el 10% de la
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flora vernacular. La familia contiene algunos géneros con una gran
cantidad de especies, como es el caso de Senecio (con 1250
especies), Hieracium (1000 especies) y Helichrysum (600 especies).
Son plantas herbiceas, raramente arboles, arbustos o lianas. Muchas
especies presentan latex y también aceites esenciales. Pueden o no ser
resinosas. Las hojas en general estdn bien desarrolladas, en algunos
casos se hayan bien reducidas. En general no son plantas suculentas.

Pueden ser anuales, bienales o perennes.

Su distribucion es cosmopolita, exceptuando la regiéon Antértida, y se
la encuentra en todos los ambientes. La evidencia filogenética y los
datos paleontolégicos sugieren que el ancestro de Asteraceae surgid
en el hemisferio sur, en el drea que hoy corresponde a la regién andina

de Sudamérica (8).

I1.2 Familia Asteraceae en el Peru

La flora peruana ha sido una de las mas estudiadas de Sudamérica
sobre la base de métodos pan-biogeograficos (8), es asi que la familia
Asteraceae es la segunda familia de plantas con mayor riqueza de
especies en Perd. Mayormente son hierbas anuales o perennes,
arbustos mas raramente arboles o lianas. Se encontraron 1669 taxones
de Asteraceae con algun tipo de registro en Peru, distribuidos en 255
géneros y 1590 especies, se reconocen 724 endemismos de los cuales
695 son especies y 29 variedades, los géneros con mayor nimero de
especies son Senecio, Gynoxys y Verbesina. Esta familia incluye 11
géneros endémicos del Peri: Ascidiogyne, Aynia, Bishopanthus,

Chucoa, Ellenbergia, Hughesia, Notobaccharis, Pseudonoseris,
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Schizotrichia, Syncretocarpus y Uleophytum. Los endemismos
reconocidos ocupan la mayoria de las regiones ecoldgicas,
principalmente la mesoandina, bosques pluviales, montafias y bosques
muy humedos, desde el nivel del mar hasta por encima de los 4000 m

de altitud (9), con excepcion de la Selva Baja (10).

Se caracterizan por presentar las flores agrupadas en capitulos,
inflorescencia que funcionalmente se comporta como una flor. Hojas
sin estipulas, generalmente alternas, en ocasiones en roseta basal;
pueden presentar espinas. La inflorescencia es un capitulo, que
consiste en una estructura ensanchada (recepticulo) donde se sitian
desde una a cientos de flores, rodeadas por las bracteas del involucro.
El receptaculo puede ser plano, concavo o convexo y tener escamas o
pelos entre las flores. Flores hermafroditas, unisexuales o estériles.
Sin cdliz o con este reemplazado por vilano de pelos o escamas; los
pelos pueden ser lisos, escabridos o plumosos. Corola formada por 5
pétalos soldados; puede ser tubulosa, con forma de tubo (flésculos o
flores flosculosas) o de lengiieta con 3 o 5 dientes (ligulas o flores

liguladas) (11).

Las Asteraceae se distribuyen por todo el territorio peruano, los
registros de altitud de los taxones van desde los O hasta los 6000

msnm (8).



I1.3 El Género Senecio

El género Senecio establecido originalmente por Linneo con 25
especies ahora se conocen mds de 3000, toma su nombre del verbo

latino senecere, que significa volverse viejo.

El uso medicinal de este género es muy antiguo en un reporte de la
region de Iraq (Slamidar) se encontré polen que data de la época del

hombre de Neanderthal (sesenta mil afios AC).

El género Senecio es una fuente importante de alcaloides
pirrolizidinicos o alcaloides hepatotoxicos como la fucsina y rutina (S.
memorensis), una gran cantidad de estos alcaloides manifiestan
propiedades parecidas a la atropina siendo empleadas en medicina con
el mismo fin, otros autores clasifican los alcaloides pirrolizidinicos
como delirantes y neurotdxicos, también se han aislado
furanoeremofilanos y sesquiterpenos con esqueleto de eremofilanos y

no furanicos.

El contenido de 4cido tdnico explica el efecto adyuvante como
hemostitico y como astringente en tratamientos de heridas en la

medicina india (12).

En el Peru se registraron 175 especies de Senecio (13), de los cuales
97 son endémicas del Perd, (especie endémica es aquella cuyo dmbito
de distribucion natural se encuentra restringido a una region
geografica particular) la especie en estudio no tiene como drea natural
de distribucion al Peri (11). Otros autores mencionan que existen
unas 106 especies del género en nuestro pais que representa

aproximadamente el 60% de la diversidad de Senecio en Sudamérica

(14, 15).



I1.4 Breve estudio botanico de Senecio rhizomatus Rusby

I1.4.1 Taxonomia

La clasificacion de la planta en estudio se realiz6 a través del Museo
de Historia Natural, segun el sistema de clasificacion de Cronquist

(Anexo 1) y es la siguiente:
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Senecio
Especie: Senecio rhizomatus Rusby

Nombre vulgar o comun: “Llancahuasha”, otros nombres con los que
se le conoce en la bibliografia: “caca de coa”, “hancahuasa”, “lanca-
huasha”, “llanca-huasca”, “ticlla-huasca”, “ticllaihuarmi”, nombres
dados por los pobladores de Yura-Chivay en el departamento de
Arequipa (4). También llamada “llancahuasha”, “llancahuasi”,
“yancahuasi”, “yancahuasa”, por los pobladores de las comunidades

campesinas de Quero y Masma Chicche ubicada en el departamento

de Jauja (5).



I1.4.2 Descripcion Botanica

Senecio Rhizomatus Rusby es una hierba perenne, postrada, de 35 x
100 cm; tallos simples, ascendentes o erectos, cubiertos de tricomas
glandulares, laxamente ojosos. Hojas basales pocas, arrocetadas,
largamente pecioladas, con peciolo delgado de hasta 10 cm de largo,
glanduloso pubescente, envainador en la base. Lamina ovado-
lanceolada u ovada, herbiacea, aguda en el apice y deltoide o
redondeada en la base, irregularmente dentada en el margen,
laxamente glanduloso-pubescente hasta casi glabra, de 5-12 cm de
longitud por 2-5 cm de anchura. Hojas caulinares distantes,
semejantes a las basales pero gradualmente menores; las superiores
sésiles, oblongo-lanceoladas, agudas en el &pice, ensanchadas y
semiamplexicaules en la base, dentadas en el margen, de hasta 10 cm

de longitud por 1,5 cm de ancho.

Capitulos terminales, discoideos, de 20 x 10 mm; pedunculo con
bracteolas lanceoladas, pequefias y alternas. Caliculo con 6 brécteas,
filariformes. Involucro con una serie de 15 bracteas lanceoladas de 12
x 3 mm. Flores muy numerosas amarillas isomorfas, con corolas
tubulosas, hermafroditas, actinomorfas, pentadentadas, caliz plumoso;
estambres con anteras unidas, ovario infero y estilo dividido en dos
ramas. Fruto, un aquenio; florece en otofio e invierno raras veces en

primavera o verano (4, 6).

Uno de los primeros registros de Senecio Rhizomatus Rusby se
encuentra en el New York Botanical Garden con el N° 1050 y es del

ano 1896 (Anexo 2).



I1.4.3 Habitat

Se desarrolla en suelos muy himedos y generalmente asociada a
roquedales donde se protege de la luz solar directa o muy cerca de la
laguna siempre pegada a roquedales que circundan esta. Crece
asociada a la paja de agua (poacea), llamada yacugsha a 4000-4600
msnm (4 y 5).

I1.4.4 Usos

El tnico uso que se le da a esta especie es el de ser medicinal. Se hace
una recopilaciéon de datos encontrando las siguientes formas de uso,
dependiendo la afeccion en la que es empleada y el lugar de esta en el
cuerpo. Asi tenemos que para las torceduras se utiliza toda la planta
en forma de emplastos; en afecciones cutdneas, acné y fortinculos se
utilizan las hojas en maceracion; en casos de neumonia, tos y
bronquios en infusién y para inhalaciones; en quemaduras como
macerado, lavados y bafios; en ulceras géstricas en decoccion; para
curar heridas en decoccion tibia y las hojas sancochadas son aplicadas
en forma de cataplasma. Se recomienda no tomar la infusién en forma
cronica y no ingerir la maceraciéon porque produce enfermedad al

higado (1,4 y)5).

El INEI sefiala que Senecio Rhizomatus Rusby pertenece a la flora
vulnerable en el Pert, junto a otras especies de Senecio como: Senecio
casapaltensis Ball, Senecio pflanzii (Perkins) Cuatrec, Senecio nivalis
(HBK) Cuatrec, Senecio nutans Schultz - Bip “Chachacuma”, Senecio

torrehuasensis Cuatrec, Senecio violaefolius Cabrera “Huamanrripa”.



Se define como flora vulnerable cuando la mejor evidencia disponible
acerca de un taxon indica que existe una reduccion de sus poblaciones,
su distribucién geogréifica se encuentra limitada (menos de 20,000
km?), el tamafio de la poblacion estimada es menos de 10,000
individuos y el andlisis cuantitativo muestra que la probabilidad de
extincion en estado silvestre es de por lo menos 10% dentro de 100

afios. Fuente: Ministerio de Agricultura (15).

I1.4.5 Modalidades de aprovisionamiento

La principal modalidad de obtencion de ésta planta es la recoleccion,
lo que permite asumir que esta planta crece en forma silvestre y sin
ningun tipo de manejo ya que tiene como su principal hébitat las
tierras comunales wubicadas en partes altas y estos terrenos
corresponden a areas de pastos naturales destinados a la crianza
extensiva de ovinos. Las personas refieren que cada vez requieren de
mds tiempo para encontrar las plantas medicinales, ya sea porque
crecen en lugares alejados o porque en las zonas de pastoreo son

dafiadas por los animales (5).

Ademds debemos tener en cuenta que siendo una planta que crece en
el Parque Nacional Huascardn cada vez que se recoge debe solicitar
un permiso especial otorgado por el Servicio Nacional de Areas

Naturales Protegidas (SERNANP) (16).
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I1.4.6 Distribucion mundial

Se le puede encontrar en los paises de Perd y Bolivia en este pais en
los departamentos de la Paz y Cochabamba. En suelos rocosos con
pastos, generalmente entre 3500 y 5000 msnm, aunque a veces se

halla en niveles mds bajos (6).

11.4.7 Distribucion en el Pera

En el Peru se le puede encontrar en la zona alta de los andes a altitudes
por encima de los 4000 msnm como en el valle del Huascaran, en las
localidades de Huancayo, Jauja e inclusive en la ciudad de Canta en el
valle del Chillén. Ademds en los departamentos de Arequipa, Cusco,

La Libertad, Huancavelica, Ancash 'y Apurimac (3, 4, 5, 6, 17).

I1.4.8 Actividad biolégica y farmacologica de la especie

Senecio rhizomatus Rusby, nuestra especie en estudio, en cuanto a la
actividad bioldgica y farmacoldgica que produce en el organismo
humano ya describimos los usos medicinales. Asi también a otras
especies de Senecio como Senecio matewsii Wed, se le da uso
medicinal como antirreumatico, Senecio nutans Sch. Bip., nombre
vulgar “‘chachacona”, uso medicinal en infusién para dolores
estomacales y mal de altura, Senecio spinosus DC, nombre vulgar
“china calli”, se utiliza como forraje en época de escasez de pastos, y

asi sucesivamente (4).
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Cabe mencionar la toxicidad de las plantas del género Senecio que se
debe a compuestos que fueron identificados por primera vez en el afio
1885 en Senecio vulgaris; dicha toxicidad es atribuida a un alcaloide
pirrolizidinico que es metabolizado en el higado por procesos de
hidrolisis, N-oxidacion y demetilacion. Los derivados de procesos de
oxidacién son compuestos que afectan principalmente al higado al
producir intensos cambios hepatocelulares; identificados como
megalocitos, también afectan los pulmones, rifiones, el intestino y
sistema nervioso central. En la mayoria de las especies de Senecio
este alcaloide se encuentra en mayor proporcion en las hojas asi como

en rizomas en la minoria de estas.

Los primeros hallazgos de intoxicacion en animales se realizaron en el
afio 1902, cuando se relacionaron afecciones hepéticas en bovinos con
el consumo de Senecio en Africa, luego se detectaron casos en
Inglaterra, Canadd, EEUU, Uruguay, Australia, Chile y Argentina
(18).

A los alcaloides por ser bases nitrogenadas se le confiere una accién
fisiol6gica méas o menos intensa sobre los animales incluido el hombre
lo cual explicaria porque este alcaloide pirrolizidinico tendria este

efecto severo en los animales que lo consumen (19).

La especie Senecio formosus (4arnica colombiana) oriunda de
Colombia que también se encuentra en Venezuela y el Ecuador, es
usada en medicina tradicional en infusiones, tintura y cataplasma para
el tratamiento de hemorragias y externamente para contusiones. Esta
planta principalmente en sus hojas tiene en su composicion dos

alcaloides pirrolizidinicos llamados retrorsina e integerrimina. En los
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animales que consumen esta especie se presentan lesiones en el higado
caracterizada por la megalocitosis de las células del parénquima
hepatico y cambios en las venas centrolobulares similares a las
observadas en la enfermedad veno oclusiva, también cambios

hematicos asi como lesiones renales y de pulmoén (20).

En la especie Senecio fistulosus nombre comun hualtata, que crece en
forma silvestre en las regiones central y sur de Chile, su uso popular
estd difundido por sus efectos en el corazén como antifibrilante.
Utilizando los rizomas se realizaron ensayos en auriculas aisladas de
cobayo comprobando efectos en la fuerza de contraccion y frecuencia
cardiaca por la presencia de senecionina alcaloide pirrolizidinico este
es caracteriza por ser un potente toxico por lo cual se debe evitar el

uso indiscriminado (21).

En el estudio realizado por Téamariz en Senecio rhizomatus
recomienda no tomar la infusién en forma crénica y no ingerir la
maceracion porque produce trastornos al higado, esta misma

recomendacion es dada por Arellano (1, 22).

I1.4.9 Composicion quimica

La bibliografia refiere para Senecio rhizomatus Rusby, los siguientes

resultados en cuanto a su composicion quimica y marcha fitoquimica.
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Tabla 1: Componentes Quimicos de Senecio rhizomatus Rusby segin
bibliografia consultada (1 y 5)

METABOLITO SECUNDARIO METODO DE ENSAYO
Taninos Tricloruro férrico
aminodcidos Ninhidrina
Flavonoides Shinoda
Esteroides-Triterpenos Liebermann-Burchard
Alcaloides Dragendorff
Cardendlidos Kadde

I1.5 Plantas medicinales

Muchas plantas han sido utilizadas desde la antigiiedad como
tratamientos no convencionales seguros. En la actualidad, la OMS
estima que un 80% de la poblacion en paises desarrollados utilizan la
medicina tradicional como tratamiento contra enfermedades o como
suplemento al tratamiento convencional. Un porcentaje importante, de
plantas utilizadas en la medicina tradicional, son plantas aromaticas.
La efectividad de los productos herbolarios depende del tipo y la
cantidad de sus componentes quimicos, del método de extraccion
utilizado, de las condiciones ambientales de la localizacién de la
planta y de la época de colecta. Los compuestos activos son aislados
como extractos crudos o aceites esenciales de plantas, una vez
extraidos y purificados, pueden usarse como tal, o con la ayuda de la

quimica sintética, utilizarlos como precursores de farmacos (23).
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I1.5.1 Efecto antimicrobiano en las plantas medicinales

Es comin el empleo de partes vegetales con la finalidad de obtener
efectos terapéuticos, entre las variadas aplicaciones terapéuticas de los
vegetales se incluye la accion antibacteriana. Estos efectos en muchos
casos han sido respaldados por estudios cientificos, los hallazgos
obtenidos del estudio de vegetales con potencial terapéutico podrin
servir de apoyo médico-social para un mayor grupo poblacional,
principalmente el mds carente, estando también la industria
farmacéutica mds interesada en los conocimientos de esta drea.
Nuevas fuentes de productos antimicrobianos, especialmente
vegetales, estdn siendo investigadas, de otra parte el publico hoy en
dia tiene més problemas con la auto prescripcion y mal uso de
antibidticos tradicionales lo cual genera una alta resistencia
bacteriana; ademds se tiene mds interés en tener autonomia sobre el
cuidado médico, es por ello que una multitud de componentes
vegetales se encuentra facilmente disponible a través de los
comercializadores de plantas y productos naturales, tiendas naturistas,
con lo que la automedicacion con estas sustancias se hace cada vez
mas comun. El uso de extractos de plantas, como también de otras
formas alternativas de tratamientos médicos, tomé gran popularidad a
finales de la década de 1990 (24). Los compuestos fitoquimicos

antimicrobianos son:

Flavonas, flavonoides y flavonoles: Son estructuras fendlicas que
contienen un solo grupo carbonilo; estos compuestos son sintetizados
por las plantas en respuesta a la infeccion microbiana y su actividad
sobre las bacterias probablemente se deba a su capacidad de generar

complejos con proteinas extracelulares y proteinas solubles, asi como
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una actividad sobre la pared celular, muy similar a la de las quinonas.
Los flavonoides lipofilicos pueden perturbar la integridad estructural

de la membrana celular.

Terpenoides y aceites esenciales: Los terpenos o terpenoides son
activos contra bacterias, virus, hongos y protozoarios. Se ha reportado
que los terpenoides actuan contra Listeria monocytogenes. Se cree que
esta actividad antimicrobiana se debe a una perturbacion de la

estructura de la membrana celular por su naturaleza lipofilica (24).

Alcaloides: Reciben esta denominacién los compuestos nitrogenados
heterociclicos, pertenecen a este grupo sustancias como la morfina, la
heroina y la cocaina. El mecanismo de accion de los alcaloides parece
ser mediante intercalacion entre la pared celular y el DNA del

microorganismo

Isoflavonoides: Actian como efectivas fitoalexinas, las cuales pueden
ser definidas como compuestos antimicrobianos de pequefio peso
molecular o metabolitos de estrés bioldgico, ellos pueden ser
constitutivos o también ser inducidos por ataque bioldgico o heridas.
Los constituyentes varian entre especies y también varian
dependiendo la edad y el ambiente en el que se encuentra la planta.
Estos flavonoides inhiben la germinacion de esporas de hongos y
causan dafio en los sistemas de membranas. El recubrimiento de
algunas semillas y algunas resinas de arboles son particularmente ricas

en flavonoides antimicrobianos.

Esteroides y triterpenoides: Los compuestos esteroidales pueden
interferir determinados procesos de sintesis vitales en la célula

bacteriana y los triterpenos; por su parte, pueden actuar siguiendo
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diversos mecanismos en dependencia de su naturaleza quimica; los de
naturaleza hidrocarburica, por ejemplo; tienen generalmente accion
depresora sobre la tension superficial lo cual, cuando tiene lugar en el
entorno de la célula bacteriana, altera la selectividad de la membrana
citoplasmdtica para el intercambio de sustancias. Los triterpenos de
naturaleza alcohdlica pueden alterar la naturaleza coloidal del

protoplasma de la célula provocando su muerte (25).

I1.6 Staphylococcus aureus

El S. aureus es un coco Gram positivo cuyas células miden
aproximadamente 0,5 a 1 micrometro de didmetro, se agrupan en
racimos que son indicativos de que tienen la capacidad de dividirse en
mas de un plano. Su respiracion es aerébica y anaerdbica y la mayoria
de cepas pueden fermentar el manitol de manera anaerdbica. Sobre el
agar forman colonias doradas (latin aureum) o blancas. Producen
catalasa, coagulasa y un factor de agrupamiento extracelular, algunas
cepas producen cépsulas. Los estafilococos son organismos
oportunistas y patégenos adaptables que tienen la capacidad de
infectar, invadir, persistir y replicarse en cualquier tejido humano
incluyendo la piel, los huesos, 6rganos internos o tejido vascular. El S.
aureus es uno de los principales patégenos en humanos y animales,
capaz de causar una amplia gama de infecciones de diferente
severidad, ha desarrollado de forma gradual una resistencia a todas las
clases de antibidticos y su virulencia es variable entre cepas. Los S.
aureus  resistentes a la meticilina (SARM), han surgido por la

adquisicion de un elemento genético moévil llamado casete
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cromosOmico estafilocdcico, que transporta el gen mecA, del cual se

han descrito cinco tipos diferentes en tamafo y estructura.

El surgimiento de varias cepas resistentes se ha presentado en varios
grupos bacterianos, especialmente en los estafilococos, su capacidad
de producir enfermedad esta fuertemente relacionada con el amplio
uso de los antibidticos, ademds de su enorme potencial para
desarrollar resistencia multiple. Las infecciones estafilococicas maés

serias permanecen asociadas con una alta mortalidad (26).

S. aureus es; probablemente, el més versatil de los microorganismos
patégenos. Puede producir enfermedad por toxinas o super antigenos,
invadir cualquier 6rgano o tejido y originar supuracidn, necrosis
tisular, trombosis vascular y bacteriemia. Es el microorganismo con
mayor capacidad de originar metastasis por via hematdgena. Puede
crecer en el citoplasma celular, formar biopeliculas y originar
bacteriemia persistente o infeccidn cronica o permanecer quiescente y
reactivarse meses o afios mas tarde. Coloniza determinadas areas de la
piel y las mucosas, desde donde causa reinfecciones, contamina el
entorno y se extiende a otros pacientes. Por otro lado, si la densidad de
poblacién bacteriana en el foco infeccioso es elevada, S. aureus puede
hacerse resistente a la mayoria de antibidticos empleados en

monoterapia (27).
I1.6.1 Staphylococcus aureus como microbiota normal

La piel posee el llamado manto &4cido en el cual se produce
colonizacién bacteriana desde el momento del nacimiento, lo que
constituye la flora bacteriana normal o residente de la piel, pudiendo

encontrarse una gran variedad de microorganismos que en algunas
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condiciones se transforman en patogenos. Las bacterias mds
habituales son: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.
El transporte nasal de S. aureus en los humanos es el mayor factor de
riesgo en las infecciones estafilocdcicas, debido a que la colonizacion
es relativamente comun tanto en pacientes como en personas sanas
que no han manifestado sintomas de enfermedad. Existen dos patrones
de transporte nasal: transporte persistente y transporte intermitente. La
densidad de las poblaciones de S. aureus en las fosas nasales es alta en
transportadores persistentes, lo cual explica un incremento en el riesgo
de infeccion. El tamafio de las poblaciones bacterianas es variable en
los transportadores intermitentes. Estas personas pueden permanecer
colonizados por afos sin que la bacteria les cause enfermedad o dafio,
cuando incrementan su presion de colonizacidn, pueden traspasar las
bacterias a otros pacientes que tambi€én comienzan a transportar

bacterias resistentes o que pueden adquirir una infeccidn resistente

(26).

I1.6.2 Infecciones hospitalarias causadas por S. aureus

S. aureus en los hospitales, son responsables de un millon de
infecciones serias al afio, es transportado en superficies mucosas,
dentro de este contexto los estafilococos tiene una relacion de
simbiosis benigna con sus hospedantes, sin embargo, la apertura de la
barrera cutdnea por un trauma por agujas de inoculacién o por la
implantaciéon directa de instrumentos quirdrgicos permite a los

estafilococos entrar al hospedante y adquirir el rol de patégeno.
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El S. aureus permanece entre los patdogenos hospitalarios mas
importantes debido a la diversidad y severidad de las infecciones que
causa. Algunos estudios han demostrado que estas infecciones son
causadas comunmente por la propia flora comensal de los pacientes, el
reservorio original del cual los pacientes adquieren estas bacterias no
se ha aclarado, mientras que algunos pacientes infectados son
colonizados por S. aureus al tiempo de la hospitalizacién otros
probablemente se colonizan con aislamientos altamente resistentes a
los antibidticos durante sus estancias en los hospitales, el personal
hospitalario estd implicado entre las posibles fuentes de estos
patégenos potencialmente mdas resistente a los antibidticos, la
transmision de estas cepas a los paciente es probable que ocurra
durante la rutina de cuidado del paciente, exposicion de los cuidados
de la salud en hospitales, estancias en areas hospitalarias de largos
periodos, procedimientos invasivos o de cirugias y hdbitos de

inyecciones de drogas (26).

I1.7 Formulaciones magistrales
I1.7.1 Geles

Gel (del latin gelu-frio, helado o gelatus-congelado, inmdvil) al
referirse a los geles, se hace necesario hablar primeramente de lo que
son las dispersiones coloidales, ya que los geles se encuentran dentro
de esta categoria. Puede o no tener principios activos y aditivos,
sOlidos en un liquido que puede ser agua, alcohol o aceite de tal
manera que se forma una red de particulas atrapadas en la fase liquida.

Su modo de administracion puede ser oral y externo (uso topico). Los
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geles pueden ser usados como lubricantes, analgésicos, antisépticos,
para electrocardiografias, geles dentales de fluoruros, geles nasales,
como excipientes para tratamiento dental, dérmico entre otros.
Acrecientan la adhesividad y asi mantienen durante més tiempo en
contacto el principio activo o aditivo en la piel o las mucosas. Tienen
gran poder de humectacion, por lo tanto su evaporacién y absorciéon
puede ser controlada. Un gel es una estructura polimérica
entrecruzada, que por accién de un liquido experimenta hinchamiento

permaneciendo insoluble sin perder su forma original (28).

Los Geles son semisolidos que consisten en suspensiones de particulas
inorgdnicas pequefias o de moléculas orgdnicas interpenetradas por un
liquido. Los geles de una sola fase constan de macromoléculas
organicas distribuidas uniformemente en todo el liquido de tal manera
que no existe ningin limite evidente entre las macromoléculas
dispersas y el liquido, los geles de una sola fase se pueden fabricar a
partir ~ de macromoléculas naturales o sintéticas por ejemplo
carbOmero, hipromelosa o almidén, o con gomas naturales por
ejemplo tragacanto, a estos ultimos también se les conoce como
mucilagos, aunque estos geles cominmente son acuosos también se

pueden emplear alcoholes y aceites como fase continua (29).

I1.7.2 Gel desinfectante

En el mercado nacional, los productos con fines antibacteriales o
desinfectantes se comercializan en diferentes presentaciones, como
jabones, geles, soluciones, spray o toallitas, y todas cumplen el mismo

proposito: librarte de agentes dafiinos. Lo que los consumidores
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solemos pasar por alto es que los desinfectantes o antibacteriales son,
por lo general, productos preparados que pueden contener uno o
varios ingredientes activos. Geles con base de alcohol en este caso
alcohol etilico que es el compuesto de uso toépico mas conocido y
aplicado universalmente, a raiz de su eficacia frente a ciertos virus y
bacterias. En los antibacteriales comerciales se encuentra en diferentes
concentraciones, desde 60 hasta 90%. Una condicion particular del
etanol es que si se usa en una solucion pura al 100%, carece casi por
completo de accion germicida. Si, el alcohol debe estar diluido para
tener efecto. Se ha demostrado que la solucion mas efectiva es al 70%
de alcohol. Muchos de los geles antibacteriales que se comercializan
en el mercado usan el alcohol como ingrediente activo en los
porcentajes recomendados. También se fabrican algunos geles
antibacteriales que contienen alcohol del tipo isopropilico, el cual es
utilizado de igual forma para uso topico (en piel), en concentraciones
del 70%, con una efectividad equivalente a la del etanol. De igual
forma, encontramos en el mercado productos como toallitas o sprays
que utilizan al alcohol como ingrediente activo. Las bacterias son
altamente susceptibles al alcohol, pues afecta a sus proteinas,
rompiendo su membrana celular o dafiando su estructura, con lo que
tiende a producir su muerte. Los virus también son sensibles al

alcohol, pero en ellos los efectos son mas variables.

La forma de uso de los geles para manos es ponerse una porcion en la
palma de la mano y frotarse ambas manos para distribuir el producto
en dorso, palmas, y dedos, dejar secar libremente, ya que sus

componentes son muy volatiles (30).
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El gel por ser aplicado en la piel hay que tener en consideracion su pH
ya que todo disturbio duradero del valor de pH acido de la superficie
de la piel restringe la multiplicacion de la microbiota normal,
favoreciendo la produccion de infecciones por agentes patégenos. Un
factor importante en este manto 4cido, como su nombre ya lo indica,
es el pH, valor que también influye en variadas patologias de nuestra

piel. El pH cutdneo varia entre 4,5 y 5,9 en la superficie (31).

La naturaleza también desinfecta, los productos naturales pueden
contener propiedades desinfectantes. Investigaciones recientes han
revelado el poder desinfectante de los aceites esenciales purificados a
partir de hierbas de uso tradicional, como el tomillo y el orégano. El
tomillo es una planta nativa de la Europa mediterrdnea ampliamente
cultivada como hierba culinaria, aunque también ha sido utilizada
como planta medicinal por cientos de afios; principalmente como
antiséptico, para enfermedades respiratorias y desOrdenes digestivos.
El principal componente del aceite esencial de tomillo es el timol, que
ha sido extensamente documentado por su accién antibacterial,
antiviral y fungicida. Por su parte, el aceite de orégano se conoce
como carvacrol y resulta ser un antiséptico potente; elimina bacterias,
hongos, parésitos y virus. Los aceites esenciales de estas dos plantas,
ricos en timol y carvacrol, han demostrado eficacia antibacteriana

(30).
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III PARTE EXPERIMENTAL
II1.1 Materiales, cepas bacterianas, equipos y reactivos
I11.1.1 Material de laboratorio
Probeta
Matraz Erlenmeyer
Beakers
Baguetas
Embudo de vidrio
Tubos de ensayo
Micropipetas
Frascos de vidrio color ambar
Secadora de mano
Pinza de madera
Papel silicagel G
Papel Whatman # 1
Papel Kraft
Papel de aluminio
Cocinilla eléctrica
Olla pequeiia

Soporte metélico
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Tapones de algodon

Hisopos

Tira indicadora de esterilizacion

Placas Petri descartables de 90x15 mm
Sacabocado

Asa de Kolle

Mechero de Bunsen

Tazones de vidrio de diferentes tamafos
Colador de malla fina

Envase de plastico con tapa de boton a presion de 100 ml

I11.1.2 Equipos

Estufa marca Ovens

Molino de cuchillas Grindomix malla 120
Autoclave marca Shenan LDZX-50KBS

Balanza semianalitica Denver Instrument XP-300
Incubadora MIM LP-104

Viscosimeto Brookfield DV-E

Microscopio Beltec modelo OOE128

25



IT1.1.3 Reactivos

Alcohol etilico al 96% y 70%
Agua destilada

Acido sulfirico concentrado

Acido clorhidrico concentrado y 1 N
Hidroxido de sodio diluido
Anhidrido acético Q.P.

Magnesio metélico en virutas
Hidréxido de Amonio concentrado
Cloroformo

Metanol

Reactivo de Mayer

Reactivo de Popoff

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Liebermann-Burchard
Reactivo de Shinoda

Reactivo de Borntragér

Cloruro de sodio QP

Caldo Cerebro Corazén (BHI)

Agar Mueller Hinton (MH)

26



Dimetilsulféxido (DMSO)

Manitol salado

Carbopol

Glicerina pura

Trietanolamina (TEA)

BD Braird Parker Agar

BD Plasma de Conejo con EDTA

BD Test Agar DNAsa

Peroxido de Hidrégeno al 30%

Violeta de genciana

Alcohol etilico 95%-acetona

Safranina

Lugol

I11.1.4 Cepas bacterianas

Cepa de Staphylococcus aureus aislada de fosas nasales
Cepa de Staphylococcus aureus clinicas

Cepa de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923
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II1.1.5 Material Botanico

Se utilizé la planta Senecio rhizomatus Rusby denominada
“Llancahuasha”, adquirida en Chavin de Huéntar del distrito de Huari

departamento de Ancash.

Figura 1: Planta completa de “Llancahuasha” Senecio rhizomatus Rusby

I11.2 Disefio Experimental
I11.2.1 Recoleccion de la especie y determinacion taxonémica

La planta completa conocida por los pobladores de la zona como
“Llancahuasha” se recolecté en el Parque Nacional Huascaran, en el

distrito de Chavin de Hudntar, provincia de Huari, departamento de
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Ancash, en el mes de Abril del afio 2015. La metodologia para la
seleccion de la planta fue sobre la base de la etnobotdnica y

etnofarmacologia (23).

La determinacion taxonomica se hizo en el Museo de Historia Natural
de la UNMSM en donde utilizando el sistema de clasificacion de
Cronquist; se determiné como: “Senecio rhizomatus” Rusby.

“Llancahuasha”.

I11.2.2 Estabilizacion de las hojas

Se utiliz6 las hojas de S. rhizomatus (figura 2), ya que en ellas se
concentra la mayor cantidad de principios activos (1,16). Se lavé las
hojas con agua corriente de cafio, se desecé al medio ambiente luego

se prosigui6 con el desecado en estufa marca Ovens, por un espacio de

48 horas a 40 °C (16).

Figura 2: Hojas secas de “Llancahuasha” Senecio rhizomatus Rusby
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I11.2.3 Molienda

Se obtuvo 120 g de hojas desecadas con las cuales se realizé la
molienda; en molino de cuchillas Grindomix malla 120, hasta
obtencion de polvo fino. La cantidad obtenida fue de 100 g de color

verde con olor caracteristico.

I11.2.4 Preparacion del extracto

La maceracion se inicio con 100 g de polvo fino de hojas de Senecio
rhizomatus, se coloco en frasco de 2L de capacidad color &mbar con
850 mL de alcohol etilico al 96%. Se dejo bajo condiciones de
oscuridad y temperatura ambiental por 7 dias. Cumplido este tiempo
se procedio a realizar el filtrado en embudo con papel whatman # 1.
El volumen obtenido fue de 800 mL, este se trasvaso en frasco de

vidrio color ambar de 1 L de capacidad.

Con el filtrado se procedi6 a realizar la marcha fitoquimica y la
determinacion de metabolitos secundarios luego del cual el extracto

restante fue llevado a estufa para el desecado.

El desecado del extracto etandlico se realizd en un recipiente limpio
de pléstico en estufa a 40 °C de temperatura hasta peso constante

procediendo a realizar las pruebas microbioldgicas (32).
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I11.2.5 Marcha Fitoquimica y determinacion de metabolitos

secundarios

Para la marcha fitoquimica preliminar se realizaron pruebas de color
y/o precipitaciéon y Cromatografia en Capa Fina (CCF) para la
determinacion de alcaloides, utilizando técnicas propuestas por

Dominguez y Lock (19 y 32).

Para evaluar antraquinonas se utiliz6 Rvo. de Borntragér; para
evaluar saponinas se utiliz6 indice afrosimétrico o prueba de la
espuma; para evaluar flavonoides se utilizé reactivo de Shinoda; para
la determinacion de alcaloides se realiz6 pruebas en tubo con reactivos
de Mayer, Popoff, Dragendoff y cromatografia en capa fina (CCF)
usando Rvo. Dragendorff como revelador, todo lo cual se indica en la

figura 3.
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DETERMINACI(')NIDE METABOLITOS SECUNDARIOS EN EL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Senecio rhizomatus

RUSBY
Rvo. de Reaccidn de
Borntragiier shinoda
ANTRAQUINONAS FLAVONOIDES
f l Rl?o. De
Indice ,
afrosimétrico Libermann
: l : Bulchard
SAPONINAS ESTEROIDES /
TRITERPENOIDES
Rvo. Mayer Rvo. Popoff Rvo. De Dragendoff

CCF y Rx. En tubo

l l l

ALCALOIDES ALCALOIDES ALCALOIDES

Figura 3: Diagrama de Flujo para la Determinacion de Metabolitos
Secundarios
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Para llevar a cabo la determinacién de metabolitos secundarios que
presentamos en el diagrama anterior; a continuacién detallamos los

reactivos reveladores utilizados.

Reactivo de Borntrager: Reactivo que detecta  grupos
antraquindnicos y puede practicarse directamente sobre una porcion
del vegetal molido y seco. Consiste en agregar una solucion alcalina
en nuestro caso a 5 g de hojas secas se le agregé 8 gotas de Na(OH)
diluido, la aparicién de coloracion roja indica la presencia de estos

grupos.

Indice afrosimétrico o prueba de la espuma: Este ensayo permite
detectar la presencia de saponinas sustancias con propiedades tenso
activas, a través de la formaciéon de espuma persistente (durante 15
min). Para la determinacion de saponinas se evapordé 10 mL del
extracto etandlico a sequedad luego se agregd 2 mL de agua destilada,
se agitd vigorosamente por 30 segundos. El resultado positivo se
evidencia por presencia de espuma de 1 cm de alto que debe durar

minimo 20 min.

Reaccion de Shinoda: se colocé 20 gotas del extracto etandlico en un
tubo de ensayo, se agreg6 2 a 3 virutas de Magnesio metédlico y unas
gotas de 4cido clorhidrico concentrado. Se observo el cambio de

coloracion que varia del amarillo a pardo.

Reactivo de Mayer: Se emplea para la caracterizacion no especifica
de alcaloides, la mayoria de los alcaloides reaccionan dando un
precipitado blanco o amarillo claro, amorfo o cristalino que es una sal

compleja puede disolverse posteriormente en algun solvente menos
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polar para su identificacion. Estd compuesto por Cloruro de mercurico

y yoduro de potasio.

Reactivo de Popoff: Solucién saturada de dcido picrico, se observa

precipitado amarillo lo cual indica resultado positivo.

Reactivo de Dragendorff; Constituido por yoduro doble de bismuto y
potasio que reacciona con compuestos que tengan pares de electrones
no compartidos como el nitrégeno, como es el caso de los alcaloides,
formando sales dobles que se visualizan por la aparicion de un

precipitado anaranjado marrén (33).

Se utilizé CCF para la determinacién de alcaloides, como adsorbente
papel Silicagel G, solvente cloroformo metanol (9:1) y revelador Rvo.
Dragendorff; la observacion de mancha color naranja evidencia

presencia de alcaloides (32).

Reactivo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un
extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides. Mezcla en partes
iguales de anhidrido acético y 4cido sulftirico que sirve para revelar la
presencia de compuestos orgdnicos como saponinas triterpenoidales
dan color rosado o purpura, mientras que las esteroidales dan

coloracion azul verdoso (34).

I11.2.6 Determinacion fenotipica de las cepas S. aureus ATCC,

hospitalaria y de la comunidad

Para la determinacion fenotipica de la cepa de S. aureus ATCC 25923,
cepa de S. aureus comunitaria y cepa S. aureus hospitalaria se les

realiz6 el método de coloracion de Gram, aquellas colonias que
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presentaron morfologia microscOpica de cocos Gram positivos se les
realiz6 pruebas de coagulasa en tubo, catalasa, siembra en Agar

Manitol Salado, prueba de DNAsa y siembra en Agar Baird Parker.

La coagulasa detectada con este método forma un codgulo visible

considerandosele como prueba positiva.

La catalasa, descompone el per6xido de hidrogeno en agua y oxigeno,
el desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno, indica que la

prueba es positiva.

En la siembra de colonias en Agar Manitol Salado los estafilococos
positivos a la coagulasa por ejemplo S. aureus, producen colonias de
color amarillo y un medio circundante de color amarillo mientras que
los estafilococos negativos a la coagulasa producen colonias de color

rojo y no producen cambio en el indicador rojo fenol.

En la prueba de DNAsa después de la aplicaciéon y penetracion del
acido clorhidrico en el medio, los organismos positivos a la DNAsa,
tal como el S. aureus, estardn rodeadas de zonas transparentes de
ADN despolimerizado y las colonias de organismos con resultados
negativos a la DNAsa no presentardn zonas transparentes alrededor de

las colonias.

En la siembra en Agar Baird Parker, en la prueba positiva se producen
colonias de color gris oscuro a negro debido a la reduccién del
telurito, producen lecitinasa descomponiendo la yema de huevo y
crean zonas transparentes alrededor de las colonias correspondientes y
es posible que se forme una zona de precipitado debido a la actividad

de la lipasa (35).
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I11.2.7 Determinacion del efecto antimicrobiano in vitro
I11.2.7.1 Aislamiento e identificacion de las cepas de S. aureus

Se trabajo con cepa clinica hospitalaria. La obtencion de esta cepa fue
de hemocultivo de paciente hospitalizado en el servicio de Medicina
Interna del Hospital Nacional Arzobispo Loayza. La muestra fue

procesada dentro de las 24 h.

La obtenciéon de la cepa comunitaria fue de muestras nasales de
individuos provenientes de la comunidad; alumnos de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica y sin contacto hospitalario previo utilizando
para ello hisopos de algodon estériles. El hisopo se rot6 dentro de las
fosas nasales tres veces en sentido de las agujas del reloj y tres veces
en sentido contrario; se colocé en medio liquido BHI con 3% de
cloruro de sodio, se incub6 a 35°C por 24 h. Ambas muestras se
sembraron en placas de agar manitol salado y se incubaron a 35°C por
24 a 48 h, posteriormente a la incubacion las colonias manitol sal
positivas se cultivaron en agar nutritivo a 35°C por 24 a 48 h, al
término de las cuales se realizaron extendidos que fueron coloreados
con Gram, aquellas colonias que presentaron morfologia microscépica
de cocos Gram positivos, se les realizo prueba de catalasa, coagulasa y
DNAsa, siembra de colonias en Agar Baird Parker; se utiliz6 una cepa
de S. aureus ATCC N° 25923 para la identificacion como cepa
control. (Anexos 3, 4, 5y 6) (36).
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3.2.7.2 Formulacion del Gel antibacterial

Se prepar6 2 formulaciones de gel antibacterial con extracto etandlico
de hojas de Senecio rhizomatus Rusby, las concentraciones fueron de
12,5 y 25 mg/mL respectivamente. Adicionalmente se prepard una
formulacion de gel base es decir; sin extracto etandlico ni alcohol que

sirvi6 como control negativo.

Composicidon

Con 1,25 ¢ de muestra

e Alcohol etilicode 70°..........ccoeiiiiiiiiiiinnn... 90 mL
e Desecado de hojas de S. rhizomatus Rusby...........1,25 g
e Carbopol .....cooviii 0,8 g
LI € ) 1TeT< 5 )1 - 1,2 mL
e Trietanolamina (TEA).........cccooeviiiiiii.L. 8 gotas
e Alcohol etilico 70°..........ccoiiiiiiiiiinnn c.s.p. 100 mL

Con 2.5 g de muestra

o Carbopol.....ccoiiiiiii 0,8¢g
o Glcerina .......ooviiiiiiiii 1,2 mL
e Trietanolamina (TEA)..........iiiiiiiiiin. 8 gotas
e Alcohol etilicode 70°...........cccvvviiinnnn. .. c.s.p. 100 mL
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Procedimiento

1. Sobre un beaker, se colocd un colador de malla fina, se vertid
el carbopol (es el que le dard la consistencia gelatinosa a
nuestro producto), sobre el colador se trituraron los grumos
homogenizdndolos a particulas finas con ayuda de una
cucharita.

2. Se coloc6 90 mL de alcohol etilico 70° + 1,25 g de desecado de
hojas de Senecio rhizomatus en un beaker. Por otro lado 90 mL
de alcohol etilico 70° + 2,5 g de desecado de hojas de Senecio
rhizomatus en otro beaker; se disolvido por completo estas
sustancias, luego agitando fuertemente con una bagueta, se
agregd poco a poco a cada uno de los beakers, el carbopol
previamente pulverizado y colado.

3. Para darle un aspecto y sensacién mds agradable al gel al ser
utilizado en las manos, se agregé glicerina (agente humectante)
a cada formulacion mientras agitamos suavemente.

4. Se agregé la trietanolamina (regulador de pH) gota a gota a
cada formulacion agitando suavemente.

5. Se trasvasaron los geles en probetas; cada una de las
formulaciones se completé a 100 mL de volumen con alcohol
etilico de 70°, se homogeniz6 y trasvasé a frascos de plastico

con tapa hermética.
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I11.2.7.3 Evaluacion del efecto antimicrobiano

Se utilizé el método de difusién en pozo de agar, esta prueba se basa
en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la difusion de
sustancias activas en un medio sélido, y posteriormente se evidencia
por la formacion de halos claros de inhibicion. Para ello se utilizd
placas Petri estériles descartables de 90x15 mm, las cuales fueron
preparadas con agar Mueller Hinton (MH) (Merck) y sembradas por el
método de incorporacion con cepa hospitalaria y de la comunidad de
S. aureus. Se agregé 1 mL de suspensién del inéculo (3 x 10°
UFC/mL) por cada 100 mL de medio de cultivo, se mezclo
asépticamente, luego se repartié en las placas a razén de 20 mL por
placa y se dejo solidificar. Una vez que el agar solidificé se hicieron
pozos con la ayuda de un sacabocado de 11 mm de didmetro externo,
se agregaron 100 uL de los geles formulados; luego de 15 minutos de
reposo las placas fueron incubadas a 35 °C por 24 a 48 h. Se utilizé
gel base (sin alcohol) como control negativo y gel comercial como
control positivo “puro clean” (Alcohol gel natural) de laboratorios
Portugal S.R.L. cuya composicion es: agua, alcohol, propilenglicol,
trietanolamina y carbopol. Los ensayos se llevaron a cabo por
triplicado. La lectura e interpretacion de los resultados se realizé por
la observacion de zonas claras de inhibicion del crecimiento, mediante
el registro de los didmetros en mm. Se considerd tener efecto
antimicrobiano in vitro significativo a un halo de inhibicién (HI)
mayor o igual a 18 mm a concentracion de 25 mg/mL (37), método

adaptado ya que en la referencia se usan extractos puros.
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IV Resultados

Se encontraron los siguientes resultados cualitativos en la

determinacién de metabolitos secundarios que se muestran en la tabla

2.

Tabla 2: Metabolitos Secundarios y Reacciones de

coloracion en el extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby

. Metabolito [ Ny
Reactivo . Caracteristicas | Calificacion
Secundario
Rvo. Borntragér Antraquinonas Coloracion rojiza - -
Reaccion de Shinoda Flavonoides | Coloracion rojo pardo ++
Formacion de espuma
Prueba de Espuma Saponinas +++
mas de 1 cm de alto
yqueduralh
Rvo. Liebermann- . Coloracién azul
Esteroides +
Burchard verdoso
Precipitado
. . ++
anaranjado marrén
Rvo. Dragendorff
CCF Mancha naranja ++
Alcaloides —
Rvo. Mayer Prec1p1ta. © ++
blanquecino
Rvo. Popoff Precipitado amarillo ++

Resultado positivo: +++, regular++, minimo+, negativo —

CCF: Cromatografia en capa fina
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CN

PA

Solvente: Cloroformo:Metanol (9:1)

Revelador: Rvo. Dragendoff
Fase estacionaria: Silicagel G
CN = Coloracién Naranja que indica presencia de alcaloides
PA = Punto de Aplicacién

Figura 4: Cromatograma ascendente en Salicagel G, para la deteccion de

alcaloides
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Las pruebas fenotipicas se realizan en las cepas de S. aureus aisladas

de fosas nasales, de la comunidad, cepa clinica y cepa ATCC 25923

que servird como control. Los certificados de los reactivos para las

pruebas catalasa,

encuentra en Anexos 4, 5, 6.

coagulasa y siembra en Agar Baird Parker se

Los resultados del aislamiento e identificacion de cepas de S. aureus

se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Pruebas fenotipicas de cepas ATCC, hospitalaria y la
comunidad de S.aureus

Pruebas
Fenotipicas

Cepa Hospitalaria

Cepa Comunitaria

Cepa ATCC 25923

Tincion Gram

Cocos Gram
positivos

Cocos Gram
positivos

Cocos Gram
positivos

Crecimiento en
agar

Manitol Salado

Colonias amarillas
rodeadas de halo
amarillo

Colonias amarillas
rodeadas de halo
amarillo

Colonias amarillas
rodeadas de halo
amarillo

Crecimiento en

Colonias de color
gris oscuro a negro

Colonias de color
gris oscuro a negro

Colonias de color
gris oscuro a negro

. con zona con zona con zona
agar Baird
Parker transparente transparente transparente
alrededor de estas y | alrededor de estas y | alrededor de estas y
zona de precipitado | zona de precipitado | zona de precipitado
Enzima DNAsa + + +
Prueba de N N 4
Catalasa
Prueba de
+ + +
Coagulasa

+ = Prueba positiva
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SA

Figura 5: Prueba de Identificacion Fenotipica
Colonias de S. aureus de la comunidad sembradas en Agar Baird
Parker (También llamado Agar huevo-telurito-glicina-piruvato
ETGPA)

Agar Baird Parker, medio utilizado para el aislamiento de S.
aureus (SA); utiliza la capacidad de las bacterias S. aureus de
reducir el telurito a telurio y detectar la lecitinasa a partir de la

lecitina del huevo.
SA = Las bacterias S. aureus producen colonias de color gris

oscuro a negro y se crean zonas transparentes alrededor de estas

con zona de precipitado
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PSB

GPH

Figura 6: Prueba e identificacion fenotipica
Prueba Catalasa positiva frente a cepa comunitaria de S. aureus y

Prueba control negativa

PSB: Produccién Sostenida de Burbujas de gas o efervescencia,
indica una prueba de enzima catalasa positiva.
GPH: Gotas de Peroxido de Hidrogeno al 30%, prueba control

negativa.
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L LD

LM

Figura 7 Prueba coagulasa en tubo frente a cepa comunitaria y

hospitalaria de S. aureus y control negativo.

LI: Lado Izquierdo; cepa de S. aureus aislada de la comunidad
sometida a prueba coagulasa en tubo, muestra codgulo que
indica resultado positivo
LM: Lado Medio; cepa de S. aureus hospitalaria, sometida a
prueba coagulasa en tubo, muestra codgulo que indica resultado
positivo
LD: Lado Derecho; no hay formacion de codgulo, la suspension

permanece homogénea, control negativo
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Los resultados de las caracteristicas organolépticas, viscosidad

y pH del gel antibacterial, preparado con extracto etandlico de

hojas

muestran en la tabla 4.

de Senecio rhizomatus Rusby “Llancahuasha” se

Tabla 4: Caracteristicas de los geles antibacteriales y gel base

Caracteristicas Gel base + 12,5 Gel base + 25
. Gel base mg/mL de extracto mg/mL de
Organolépticas, etandélico extracto etanélico
viscosidad y pH
Aspecto Gelatinoso Gelatinoso Gelatinoso
Color Trasparente Marron Marron oscuro
. Hojas secas y Hojas secas y
Olor Sin olor alcohol alcohol
Viscosidad 10.000 cps 10360 cps 11000 cps
pH 5,5 6 6

Especificaciones para la preparacion de los geles (30).

Color: Gel incoloro y transparente

pH:5,5a6,5

Viscosidad: 10000-20000 cps

Los resultados de la actividad antimicrobiana del gel elaborado con

extracto de hojas de Senecio rhizomatus Rusby se muestran en la

tabla 5 y las imdagenes correspondientes.
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Tabla 5: Halos de inhibicion de los geles elaborados frente a cepas
de S. aureus hospitalaria y comunitaria

Halo de inhibicion en

(mm) frente a cepa

Halo de inhibicion en

(mm) frente a cepa

Geles hospitalaria de S. aureus | comunitaria de S. aureus
Gel base -- --
Gel Comercial 12 mm 13 mm
Gel base + 12,5 mg/mL
extracto etandlico 13 mm 15 mm
Gel base + 25 mg/mL
del extracto etandlico 18 mm 20 mm

El gel base mas extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus a
concentraciéon de 25 mg/mL, mostré actividad significativa frente a
cepa de S. aureus aislada de la comunidad con halo de inhibicién de
20 mm; figura 8. Esta misma concentracion mostr6 actividad
significativa frente a cepa hospitalaria de S. aureus con halo de

inhibicion de 18 mm. Se define actividad significativa a la zona de

inhibicién mayor o igual a 18 mm a concentracion de 25 mg/mL (37).

El gel base mas el extracto etandlico de hojas de S. rhizomatus a
concentracion de 12,5 mg/mL mostré actividad frente a cepa de S.
aureus aislada de la comunidad con halo de inhibicién de 15 mm y
con cepa de S. aureus hospitalaria mostré halo de inhibicién de 13
mm. Figura 9. Para el gel comercial utilizado como control positivo
frente a cepa de S. aureus aislada de la comunidad mostro halo de
inhibicion de 13 mm; figura 10. En la tabla 5 podemos ver que los

halos de inhibicion del gel base mas extracto etanolico de hojas de S.
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rhizomatus son mayores que el que mostro el gel comercial. El gel

base sin extracto ni alcohol no muestra actividad; figura 11.

HI

Figura 8

HI : Halo de Inhibicion de 20 mm del gel base + 25 mg/mL de extracto
etandlico frente a cepa comunitaria de S. aureus

HI

Figura 9

HI: Halo de Inhibicién de 15 mm del gel base + 12,5 mg/mL de extracto
etanolico frente a cepa comunitaria de S. aureus
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Figura 10
HI: Halo de Inhibicion de 13 mm de gel comercial
frente a cepa comunitaria de S. aureus

HI

Figura 11
HI: Gel base sin alcohol ni extracto. No presenta halo de inhibicion frente a
cepa comunitaria de S. aureus
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V Discusion

En nuestro estudio evaluamos el efecto antimicrobiano de un gel
elaborado con extracto etandlico de hojas de S. rhizomatus Rusby,
frente a cepas de S. aureus, se mostré actividad significativa. En
estudio realizado en la UNALM por Tamariz y colaboradores se
observd que el extracto hidroalcohdlico mostré6 actividad
antimicrobiana frente a cepas de S. aureus, S. epidermidis, S.
faecalis, y Bacillus cereus, todas son Gram-positivas, no presentan
actividad frente a las bacterias Gram negativas en estos ensayos
ademds de S. rhizomatus Rusby se utiliz otras especies de Senecio
como S. calvus, S. comosus, S. klattii, S. chilensis, S. otites y S.

tephrosioides (1).

En el presente trabajo el solvente empleado para la extraccion de
metabolitos activos de las hojas de Senecio rhizomatus Rusby fue el
etanol. Con el extracto etandlico se formularon geles antimicrobianos
a concentraciones de 12,5 y 25 mg/mL que tiene actividad frente a
cepas hospitalarias y de la comunidad de S. aureus. Este resultado
podria comprobar la aplicaciéon de la decoccion de las hojas, el
cataplasma de las mismas para curar heridas y el uso de la tintura

para controlar los fortinculos y el acné (4,5).

Existe una tendencia a recuperar los productos naturales para varios
tipos de industrias, la tendencia “verde” se ha expandido y la industria
farmacéutica no es ajena a inclinarse por ella. Por tal motivo se viene

trabajando en encontrar la evidencia cientifica que avale el uso
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folklorico que se le da con éxito a plantas medicinales, como en este

caso la formulacion de un gel antibacterial (14).

Senecio rhizomatus Rusby, es conocida y reconocida por su uso
folklérico como medicinal. Mediante este estudio se comprobd su
accion antibacteriana con la formulacién del gel antibacterial
elaborado con extracto etandlico de hojas de S. rhizomatus frente a
cepas de S. aureus aisladas de la comunidad y hospitalarias. De igual
forma en investigacion realizada por Vega y Lopez con la especie
Senecio sublutescens obtenida del Parque Nacional Huascaran que no
tiene reportes en la literatura sobre los usos medicinales pero si es una
especie endémica del Perd, se determind su accidén antimicrobiana
utilizando para ello tallos y hojas de la planta. Se observé actividad
frente a S. aureus (ATCC 25923) con los tallos de la planta y al
utilizar las hojas ademds se observd que presenta accion frente a B.
subtilis (ATCC 11774). Una posible razén de esta mayor inhibicion
se podria atribuir a que las hojas acumulan mayores concentraciones
de metabolitos secundarios por lo cual permite inhibir o reducir el

crecimiento de mayor nimero de microorganismos (16).

La actividad antibacteriana que se evalu6 en el presente trabajo, podria
deberse a los efectos separados o sinérgicos de  flavonoides,
alcaloides, esteroides, terpenoides, etc. reportados para el Género
Senecio, por ejemplo; los terpenoides tienen actividad sobre los
microorganismos por que alteran su estructura y funcion de la
membrana citoplasmatica y los flavonoides actian como
bacteriostéticos por que inhiben la sintesis del 4cido nucleico, dafian la

membrana bacteriana e inhiben su metabolismo energético (16).
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En el extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby se
determinaron mediante reacciones de coloracion y/o precipitacion y
cromatografia en capa fina (CCF) flavonoides, saponinas esteroidales
y alcaloides, estos resultados concuerdan con el extracto en éter de
petréleo en aparato soxhlet, de polvo de rizomas de Senecio fistulosus
elaborado por Gonzdlez en el que se encontré los mismos metabolitos

secundarios ademéas de cumarinas (21).

La resistencia a los antibidticos se ha convertido en un gran problema
de salud publica, ante lo cual, los extractos vegetales con accién
antibacteriana pueden ser capaces de burlar los mecanismos de
resistencia actuales, representan una importante alternativa para su uso
clinico en el tratamiento de enfermedades infecciosas. El uso de
extractos vegetales a nivel hospitalario es limitado, las bacterias no
han desarrollado mecanismos de resistencia en su contra, entonces es
posible que los extractos vegetales y aceites esenciales puedan inhibir

el crecimiento de cepas resistentes y multi resistentes (33).

En el presente trabajo se comprueba la actividad antibacteriana
significativa del gel elaborado con extracto etandlico de hojas de S.
rhizomatus Rusby, de igual forma con el extracto etandlico de las
hojas de Piper lineatum (luto) e Illex guayusa mostrd actividad

significativa frente a Staphylococcus aureus (37).
En el presente trabajo se aprovecha la actividad antimicrobiana

presentada por la especie en estudio para la formulacién de un gel

antimicrobiano ya que la utilizaciéon de productos naturales es cada
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vez mas extendido y el tratamiento de enfermedades bucales no es la
excepcion y va en aumento, puede ser aprovechada para el uso casero
principalmente en poblaciones de bajos recursos, es asi que se elabora
un gel conteniendo extracto de aruera al 10% para el tratamiento de la

gingivitis (38).

En los hallazgos en la marcha fitoquimica preliminar del extracto
etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby se determinaron
alcaloides, flavonoides y saponinas esteroidales asi como ausencia de
antraquinonas, de la misma manera Baldoceda en el afio1996, analiz6
S. rhizomatus colectado en tres regiones del pais, reportd que entre sus
hallazgos la presencia de alcaloides y flavonoides y ausencia de
quinonas, siguiendo un esquema fitoquimico segin Lock lo cual

coincide con nuestro estudio (39).

Con respecto a la formulacion de los geles a las diferentes
concentraciones se utilizé carbopol, trietanolamina, glicerina, extracto
etanolico de hojas de S. rhizomatus a la concentracion de 25 mg/mL
con la cual presenta actividad significativa frente a cepa hospitalaria
de S. aureus con halo de inhibiciéon de 18 mm, a esta misma
concentracion presenta actividad significativa frente a cepa
comunitaria de S. aureus con halo de inhibicion de 20 mm. De igual
forma aprovechando su accién antimicrobiana se formul6 un gel para
el uso en heridas abiertas con extracto acuoso de la especie Tinospora
cordifolia, utilizando para ello carbopol, tween 80, trietanolamina, e
hidréxido de sodio para llevar a pH bésico, el cual muestra mdxima

actividad frente a B. subtilis y P. aeruginosa (40).
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Las plantas medicinales son conocidas por contener enorme potencial
terapéutico y potenciales efectos antimicrobianos novedosos es asi que
en el gel base mas12,5 mg/mL de extracto etandlico de S. rhizomatus
muestra actividad frente a cepa hospitalaria de S. aureus con halo de
inhibicion de 13 mm, mientras que con cepa comunitaria de S. aureus
muestra actividad con halos de inhibicion de 15 mm. Aprovechando
estos efectos antimicrobianos se extrae los aceites esenciales de
Cinnamomum  zeylanicum, Rosmarinus officinalis, Melaleuca
alternifolia, Berberis aristate, Azardirachta indica oriundas de la
India, utilizando los aceites esenciales se elaboran geles

antimicrobianos contra el acné mostrando actividad frente a P. acnés y

S. epidermidis (41).
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VI Conclusiones

Como resultado de esta investigacion,

e Se obtuvo el extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus
Rusby

e Se realiz6 el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las
hojas de Senecio rhizomatus Rusby, siendo los hallazgos
flavonoides, saponinas esteroidales, y alcaloides no
encontrando antraquinonas.

e Se elabor6 un gel antibacteriano, que cumplié con
caracteristicas fisicas y organolépticas aceptables con extracto
etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby a
concentraciones de 12,5 y 25 mg/mL

e Se determind el efecto antibacteriano in vitro del gel

formulado.
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VII Recomendaciones

Teniendo esta planta efecto antimicrobiano se recomienda hacer
estudios de concentracién minima inhibitoria con cepas aisladas
de la comunidad y cepas hospitalarias.

En vista de que se elabor6 un gel antimicrobiano con extracto
etanolico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby, se recomienda
continden las formulaciones como cremas y ungiientos para
aprovechar su efecto antimicrobiano para la aplicacion en
heridas, quemaduras e infecciones de la piel en general.

Se sabe que las género Senecio, en algunas especies es tOxico
por la presencia de alcaloides pirrolizidinicos, los cuales causan
danos hepaticos, renales, pulmonares, e intestinales en humanos
que lo ingieren en infusiones 0 macerados, estos efectos toxicos
se ven en animales que lo consumen en el acto del pastoreo; por
lo cual se recomienda hacer la separacion de alcaloides,
cuantificarlos e identificar presencia de alcaloides

pirrolizidinicos que ponen en peligro la salud al ser ingeridos.

Utilizar la especie Semnecio rhizomatus para evaluar
componentes voldtiles como el indol, b-mirceno y otros, por
arrastre con vapor de agua ya que son ampliamente utilizados
en la industria de alimentos como aromatizante y en la
fabricacion de cosméticos dandole un wuso diferente al

medicinal.

Hacer las pruebas de estabilidad para los geles formulados.
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ANEXOS

. Clasificacién Taxonémica de Senecio rhizomatus Rusby por el
Herbario San Marcos (UNMSM) del Museo de Historia
Natural.

. Imagen de Senecio rhizomatus Rusby que se encuentra en el
New York Botanical Garden.

. Certificado de la cepa ATCC Staphylococcus aureus sub sp
aureus

. Certificado del reactivo para prueba de catalasa. Peroxido de
Hidrogeno al 30%

. Certificado del reactivo para prueba de coagulasa. Plasma de
conejo con EDTA.

. Certificado de reactivo para preparacion de Agar Baird Parker

. Imagen del Viscosimetro utilizado para medir la viscosidad de

los geles utilizados en los andlisis.
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GLOSARIO

ALCALOIDE: sustancia nitrogenada que se encuentra en ciertos
vegetales y constituye un estimulante natural; puede ser venenosa y

algunas se emplean en terapéutica médica.

ANTIMICROBIANO: Sustancia que combate o ataca a los microbios.

CEPAS BACTERIANAS: una cepa es un conjunto de células
homogéneas, o clones, que deriva de la reproduccion de una célula inicial
Unica, seleccionada y aislada. También suele referirse a las cepas como

colonias puras de bacterias.

CEPA COMUNITARIA: cepas que forman parte de la flora habitual o

normal del ser humano aislada de un grupo de personas sanas.

CEPA HOSPITALARIA: cepa obtenida de hemocultivo de paciente

hospitalizado.

ENDEMICO: que se repite frecuentemente o que estd muy localizado en

un lugar.

ESTABILIZACION: concesién o adquisicién de estabilidad, firmeza o

permanencia.

ESTEROIDES: los esteroides son un tipo de compuestos organicos

derivados del ntcleo del ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano que
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se compone de carbono e hidrégeno formando cuatro anillos fusionados,
tres con seis 4tomos y uno con cinco; posee en total 17 atomos de

carbono.

FAMILIA ASTERACEAE: la familia asteraceae, también llamadas
compuestas, reinen mds de 23500 especies repartidas en unos 1600
géneros, por lo que son la familia de Angiospermas con mayor riqueza y

diversidad bioldgica en el mundo.

FLAVONOIDES: es el término genérico con que se identifica a una serie
de metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de
una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se
conoce como "via biosintética de los flavonoides", cuyo producto, la
estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La estructura
base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas
modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo que los
flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los

productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua.

LLANCAHUASHA: nombre comun o vulgar que se le da a la especie
Senecio rhizomatus Rusby, utilizada en medicina popular con

propiedades antimicrobianas.

METABOLITOS SECUNDARIOS: Se llama metabolitos secundarios de
las plantas a los compuestos quimicos sintetizados por estas que cumplen
funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es fatal

para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo primario. Los
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metabolitos secundarios de las plantas intervienen en las interacciones
ecoldgicas entre la planta y su ambiente.
SENECIO: es un género cosmopolita extremadamente complejo de la

familia de las Asteraceae.
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