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COMPARACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DEL BORAGO OFFICINALIS (BORRAJA) VERSUS GRINDELIA
BOLIVIANA (CHIRI CHIRI) CONTRA CEPAS DE ESCHERICHIA COLI ATCC 25922,
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923 y ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212.

RESUMEN: La investigacion a continuacion tiene como propoésito comparar el efecto
antibacteriano de la Borago Officinalis (Borraja) versus la Grindelia boliviana (Chiri Chiri) en las
cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus
faecalis ATCC 29212 llevandolo a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Cientifica del Sur y utilizando un tipo de disefio de tipo experimental. Metodologia: La Borago
officinalis y la Grindelia boliviana fueron preparadas para obtener los respectivos extractos
hidroalcohdlicos de cada una, para luego realizar un ensayo fitoquimico y, finalizar con la
obtencién de la actividad antimicrobiana que consistié en la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y, ademds, la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Los patégenos fueron
proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur.
Resultados: Se pudo encontrar en cada extracto hidroalcohdlico principales metabolitos como:
carbohidratos, fenoles, quinonas, flavonoides, entre otros. La CMI de Borago officinalis, fue de
150 mg/mL respecto a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus faecalis y; en
cambio, la CMB fue de 150 mg/mL respecto a Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis;
no obstante, frente a la Escherichia coli no tuvo resultados porque hubo crecimiento. En caso de
la CMI de Grindelia boliviana fue de 37.5 mg/ml respecto a Escherichia coli y menor de 2.34
mg/ml respecto a Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis; por otra parte, la CMB fue de
37.5 mg/ml respecto a Escherichia coli, 4.68 mg/ml para Enterococcus faecalis y menor de 2.34
mg/ml frente a Staphylococcus aureus. Conclusiones: Las resinas de cada extracto
hidroalcohdlico de la Borago officinalis y Grindelia boliviana tienen efecto antibacteriano con
respecto a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, demostrando
capacidad inhibitoria frente a estos patdgenos, asi como también evaluar posible antimicrobianos

a futuro.

Palabras clave: Borraja; Chiri Chiri; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Enterococcus
faecalis [DeCS / MeSH]
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IN VITRO COMPARISON OF THE ANTIBACTERIAL EFFECT OF THE HYDROALCOHOLIC
EXTRACT OF BORAGO OFFICINALIS (BORRAJA) VERSUS GRINDELIA BOLIVIANA (CHIRI
CHIRI) AGAINST STRAINS OF ESCHERICHIA COLI ATCC 25922, STAPHYLOCOCCUS
AUREUS ATCC 25923 and ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212.

SUMMARY: The following research aims to compare the antibacterial effect of Borago Officinalis
(Borraja) versus Grindelia boliviana (Chiri Chiri) on the strains of Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Enterococcus faecalis ATCC 29212, carrying it out in
the Microbiology laboratory of the Scientific University of the South and using a type of
experimental design. Methodology: Borago officinalis and Grindelia boliviana were prepared to
obtain the respective hydroalcoholic extracts of each one, to then carry out a phytochemical test
and, finally, obtain the antimicrobial activity that consisted of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and, in addition , the Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The
pathogens were provided by the Microbiology Laboratory of the Scientific University of the South.
Results: Main metabolites could be found in each hydroalcoholic extract such as: carbohydrates,
phenols, quinones, flavonoids, among others. The MIC of Borago officinalis was 150 mg/mL with
respect to Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Enterococcus faecalis and; On the other
hand, the MBC was 150 mg/mL with respect to Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis; However, it did not have results against Escherichia coli because there was growth. In
the case of the MIC of Grindelia boliviana it was 37.5 mg/ml with respect to Escherichia coli and
less than 2.34 mg/ml with respect to Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis; On the
other hand, the MBC was 37.5 mg/ml with respect to Escherichia coli, 4.68 mg/ml for
Enterococcus faecalis and less than 2.34 mg/ml against Staphylococcus aureus. Conclusions:
The resins of each hydroalcoholic extract of Borago officinalis and Grindelia boliviana have an
antibacterial effect with respect to Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis, demonstrating inhibitory capacity against these pathogens, as well as evaluating

possible antimicrobials in the future.

Keywords: Borraja; Chiri Chiri; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Enterococcus faecalis
[DeCS/MeSH]
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MENSAJE CLAVE

Motivacion para realizar el estudio: En los ultimos afios se ha podido evidenciar que los
tratamientos para erradicar las bacterias estan siendo cada vez menos eficaces, por ello, tanto
la Borago officinalis como la Grindelia boliviana pueden llegar a ser potentes alternativas

terapedticas.

Principales hallazgos: Los resultados in vitro sugieren que la resina de Borago officinalis posee
propiedades antimicrobianas solo contra Staphylococcus aureus y Enterococcus Faecalis
mientras que Grindelia boliviana ademéas de actuar contra estas dos cepas, actla con

Escherichia coli

Implicancias: Hallar alternativas terapéuticas para disminuir las reacciones adversas, asi como

también las resistencias antimicrobianas que se evidencian en los ultimos tiempos.
INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo, se ha podido observar la correlacién de las plantas con los animales,
y, que, gracias a ello, se ha logrado reconocer las caracteristicas y propiedades de cada una.
Asi mismo, esta practica nos lleva al inicio de la evolucion en el cual se sabe que se aliviaba los
malestares que quejaban gracias al uso de las plantas medicinales y esto llevando a formar parte
de la historia de la fitoterapia (1). La medicina tradicional, avalada por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), no solo abarca el uso de plantas medicinales para tratar y prevenir
enfermedades, sino que también integra terapias espirituales, técnicas manuales, entre otros. En
América Latina, casi el 90% de los paises estan incorporando estos conocimientos tradicionales
en sus sistemas de salud (2), esto se debe a una marcada desigualdad entre regiones en lo que
concierne a los servicios de salud, lo que hace que no tengan mas remedio que utilizar la
medicina tradicional para tratar las enfermedades que padecen algunos habitantes de las

regiones dia tras dia.

Como se ha dicho, la mayoria de paises de nuestro continente sudamericano implementan este
modelo de tratamiento, en el caso de Peru, el nUmero de usuarios de este tipo de medicamentos
es del 83%, seguido del pais del Ecuador con un 80%. Bolivia con un 60%, lo que nos conduce
ala gran relevancia que tiene la medicina tradicional para estos paises (3)(4). Se sabe que existe
una amplia gama que beneficia a las plantas peruanas y que tiene diversas propiedades
medicinales (5). Diferentes autores con conocimientos sobre el tema han analizado tanto la
eficacia como el potencial y la relevancia de los nuevos potenciales agentes terapéuticos en las

plantas medicinales (6).

Hoy, la busqueda de informacion sobre el uso de las plantas medicinales ha descubierto diversas
propiedades y propiedades de las plantas ya mencionadas. Sin embargo, el nimero de estudios
realizados por su repercusion antibacteriano todavia no es suficiente. (7). Por ello, es de suma

importancia poder desarrollar y descubrir nuevos agentes antibacterianos que tengan la
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capacidad de ser eficaz y que conlleve a combatir a diversos patégenos sin tener como
consecuencia aquellos efectos adversos que, comdnmente, tienen los antibiéticos (8). Por eso,
Ultimamente ha habido una busqueda constante de nuevas plantas medicinales que puedan
tener estas propiedades y ayudar de forma importante. Nuestro pais, Pera, que es conocido por
poseer tierra fértil y, asi mismo, adaptable a muchas plantas medicinales, sorprendentemente

contiene un gran porcentaje que todavia no cuentan con validez cientifica (9).

Por ejemplo, una de las plantas a estudiar, la Borago officinalis, llamada también borraja o
gaozaban cuyo origen, segun la literatura, se registra en las zonas del Mediterraneo; sin
embargo, atravesé diversos paises hasta que llegé a Perd (10). Asimismo, se ha demostrado
que es altamente efectivo como anticonvulsivante y antihipertensivo, uno de sus usos
terapéuticos prerregistrados; no obstante, todavia no existe informacién sobre la existencia de
algun efecto antibacteriano, sin embargo, lo que si ha demostrado es su repercusién contra
patologias del aparato digestivo. (11). Por otra parte, la Grindella boliviana, se tiene registrado
algunas propiedades terapéuticas tales como relajante muscular, cicatrizante, antinflamatorio vy,
no menos importante, antibacteriano (1). Del mismo modo, la Grindelia boliviana incluso es
conocida como "chiri chiri" en la region andina de Perd, sefialando que su habitat se encuentra
a 3800 m.s.n.m. Ademas, sus componentes quimicos son multiples, incluso, se dice que, gracias

a los flavonoides, diterpenos y poliacetilenos obtuvo su actividad antibacteriana (12).

Un problema que ha ido en aumento en la salud publica con diversas enfermedades, incluida la
fibrosis quistica, que afecta principalmente a infantes y adultos jévenes es con respecto al
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (13). Asimismo, es un patégeno que causa
frecuentemente infecciones de la piel y de los tejidos blandos. En algunos casos, aunque menos
comunes, puede también provocar infecciones invasivas mas graves. (14). No obstante, uno de
los patdégenos que tiene relevancia en nuestro pais, asi como también en el &rea hospitalaria es
el Enterococcus Faecalis (ATCC 29212), quién es el principal causante de las infecciones biliares
nosocomiales junto con otros patégenos (15). De la misma forma, incluso hay que tener en
cuenta un problema esencial de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), que es la resistencia
a los antibiéticos, cuya patégeno ya se ha mencionado, se demostré la disminucién de las cepas
MDR; sin embargo, esto ha cambiado constantemente en los Gltimos afios. (16).

Ademas de lo mencionado, sabemos que, en la mayoria de los centros de salud, las consultas
mas frecuentes provienen de pacientes pediatricos con diarrea. Los agentes causantes de esta
enfermedad varian desde virus y bacterias hasta parasitos. Entre ellos, la Escherichia coli (ATCC
25922) es una cepa de gran importancia a nivel global en relacién con la diarrea endémica y
epidémica (17). Lamentablemente, la prevalencia de estas enfermedades en nuestro pais
impulsa el uso indiscriminado de antibiticos, lo que a su vez desencadena un aumento
alarmante de la resistencia bacteriana. Un ejemplo patente es el Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), cuya resistencia se asocia a prolongadas hospitalizaciones, un
incremento en la tasa de mortalidad y un evidente aumento en los costos de atencién médica en

comparacion con infecciones causadas por otras bacterias (18). Por este motivo, teniendo en

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

cuenta las multiples plantas que posee el Per(, tanto si es una planta que ha sido introducida o
si es netamente nativa, podria ayudar a ampliar mas nuestro conocimiento sobre las diferentes
formas de terapéutica que podria existir a partir de investigar las propiedades de estas plantas

y, posterior a ello, tratar las diversas enfermedades que aquejan principalmente nuestro pais.
MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio y obtencidon del material vegetal

El tipo del estudio fue cuantitativo. El disefio fue experimental in vitro. La Borago officinalis y
Grindelia boliviana fueron obtenidas de manera intacta, sin raices, en el Mercado Mayorista de
la Parada, Per. Se obtuvieron 10 kg de plantas, las cuales fueron llevadas al Herbario San
Marcos (UNMSM) del museo de historia natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos, en donde se las verifico y clasifico taxondmicamente de la siguiente forma:

Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae

Género: Borago

* & o o

Especie: Borago officinalis L.

Orden: Asterales
Familia: Asteraeae

Género Grindelia

* & o o

Especie: Grindelia tarapacana Phil.

Preparacion del extracto hidroalcohdlico (resina)

Para comenzar, la Borago officinalis y la Grindelia boliviana fueron lavadas y desecadas
individualmente a temperatura ambiente en un cuarto ventilado sin exposicién al sol durante
catorce dias, cada una por separado. A continuacion, se separaron las hojas del resto de cada
planta para poder pulverizarlas mediante una moledora luego de ello, almacenarla en un

recipiente ambar de vidrio a cada una.

Para la preparacion del extracto hidroalcohélico se emple6 2 litros de etanol al 70% y 200 g del
pulverizado de Borago Officinalis y, otros 2 litros de etanol al 70% y 200 g de Grindelia boliviana,
obteniéndose una concentracién al 10% a cada uno. Se dejé macerando por 21 dias a
temperatura ambiente en un cuarto oscuro sin acceso a luz natural o artificial, por separado,
agitdndose una vez al dia por cinco minutos. Posteriormente, la mezcla de cada extracto fue
filtrada con papel Whatman N°2, para luego ser concentrada con la ayuda de un rotavapor RS
3000-V (J.P Selecta, Barcelona, Espafia) a una presion de 100 mbar, temperatura de 40°C y
rotacion de 20 rpm. Por dltimo, se obtuvo dos extractos secos o resina, que luego fueron

colocados en una estufa a 40°C por 24 horas.
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Ensayo de solubilidad

Se us6 una alicuota de resina en el fondo de cada tubo de ensayo con el apoyo de una cucharilla
con mango largo. Posteriormente, se agregd 2 mL de solvente a cada tubo, el cual fue rotulado
con el nombre del solvente afiadido. Se emplearon solventes polares y no polares. Los polares
fueron: metanol, etanol al 70%, agua destilada, hidroxido de sodio al 10%, acido clorhidrico al
1% vy bicarbonato de sodio al 10%. Mientras que, los no polares fueron: cloroformo,

diclorometano, acetonitrilo y 1-propanol (26).

Posterior a ellos, cada tubo fue agitado durante 1 minuto en un vértex, para luego clasificarlo
segln su grado de solubilidad en: (-) el solvente no presenta cambios de coloracion y el
precipitado no maodifica su conformacion; (+) el solvente muestra leve cambio de coloracion, pero
el precipitado se encuentra en el fondo del tubo; (++) el solvente muestra un moderado cambio
de coloracion, pero el precipitado se encuentra parcial o totalmente fragmentado; (+++) el
solvente muestra un intenso cambio de coloracion y el precipitado se encuentra totalmente
diluido.

Prueba de tamizaje fitoquimico

Se coloc6 una alicuota de resina en distintos tubos de ensayo, a los cuales se le administré un
reactivo especifico para identificar la presencia de determinados metabolitos. Los reactivos
manejados fueron: Biuret para péptidos y proteinas; Molish para glicidos; Benedict para glicidos
o carbohidratos reductores; cloruro férrico al 1% para fenoles; gelatina para taninos; Dragendorff,
Wagner y Mayer para alcaloides; Shinoda para flavonoides; Tollens para aldehidos y cetonas;
espuma para saponinas; Lieberman-Buchard para triterpenos y esteroides; agua destilada para
mucilagos; 4cido amilico para antocianidina; Benedict para amino&cidos libres; Borntrager para
quinonas. Fehling para carbohidratos y cetonas. Carbonato de calcio para catequinas. La
categorizacion de los resultados se dio de la siguiente manera: (-) ausencia, (+) presente en
pequefia cantidad, (++) presente en moderada cantidad, (+++) presente en elevada cantidad
(27).

Ensayo de actividad antimicrobiana

Se emplearon 100 mg de resina de Borraja officinalis y Grindelia boliviana la cual fue diluida en
dimetilsulféxido al 10%. Luego, el extracto fue esterilizado por filtracién usando un filtro de jeringa
de 0.22 um. En el estudio Microbiol6gico Se utilizaron las siguientes 3 cepas: Escherichia Coli
ATCC 25922, Staphylococcus Aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 25922 las
cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Gendmica
Bacteriana de la Universidad Cientifica del Sur (UCSUR).

En la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se utilizd el método de

microdiluciones con microplacas de 96 pocillos de acuerdo a lo establecido en el manual de la
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M07-A10 (23). Cada prueba se hizo por
triplicado.

Las cepas fueron reactivadas en agar TSA y su concentracién ajustada al valor de 0.5 de la
escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). En cada pocillo se deposité 100 uL de caldo Mueller
Hinton (MH) y luego 100 pL de cada extracto, los cuales fueron diluidos de forma sucesiva a la
mitad en cada concentracién en la placa. Finalmente se inécul6 10 pL de las suspensiones
microbianas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y
Escherichia coli (ATCC 25922), para tener una concentracion de 5 x 105 UFC /ml de las cepas
en cada uno de los pocillos. Después del proceso mencionado, se incubaron a 37°C por 24 horas.
Terminado el tiempo delo que conlleva la incubacion, se agreg6é 10 pl del colorante llamado
resazurina a cada pocillo de cada placa y se procedié nuevamente a incubar a 37°C por 2 horas
(24).

La Concentracién Minima Bactericida (CMB) se determiné acorde a lo planteado por Chang-
Geun et al. (25) con algunas modificaciones. Cada prueba se realiz6 por triplicado. Se tomé un
indculo de 20 uL de los pocillos donde el crecimiento de las cepas fue inhibido y se diseminaron
en placas petri con agar MH. Por 24 horas, las placas se incubaron a 37°C. Las placas donde no

se observo el crecimiento de colonias seran tomaras como la CMB del extracto.
Aspectos éticos

Se solicitd la aprobacion del protocolo a la facultad de ciencias de la salud de la Universidad
Cientifica del Sur; asi como también se informé sobre la necesidad de utilizar los laboratorios de
la universidad. Para llevar a cabo los ensayos, se tomaron las medidas de bioseguridad

adecuadas y se cumplieron con las buenas préacticas de laboratorio.
RESULTADOS

Se cumplieron con los objetivos sefalados en el presente estudio, se empleé las hojas de Borago
officinalis y Grindelia boliviana para la extraccion de dos resinas derivadas de su respectivo
extracto hidroalcohdlico. En la prueba de solubilidad, el cloroformo, metanol y etanol mostraron
ser muy solubles en el pulverizado; por otro lado, en la resina de Borago officinalis, el etanol y
diclorometano fueron los mas solubles. En el caso de la resina de la Grindelia boliviana, el
metanol, etanol y diclorometano fueron los mas solubles. Por lo tanto, tanto en el pulverizado

como en ambas resinas, el mejor solvente fue el etanol al 70% (Tabla 1, Figura 1).

Con respecto a los principales metabolitos encontrados en la resina, estos fueron: carbohidratos,
carbohidratos reductores, alcaloides, fenoles, taninos, resinas, quinonas, flavonoides,

catequinas, aldehidos y cetonas. (Tabla 2, Figura 2).

Por otro lado, la CMI de la resina de Borago officinalis fue de 150 mg/mL, tanto para las cepas
bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922 como para la Staphylococus aureus ATCC 25923
y Enterococcus faecalis ATCC 29212; sin embargo, con respecto a la CMB, solo se pudo

evidenciar para Staphylococcus aureus que fue de 150 mg/ml al igual que Enterococcus faecalis
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gue tuvo el mismo resultado ya que para Eschericha coli, no tuvo ningun resultado debido a que
se puede observar el crecimiento de dicha cepa (Tabla 3, Figura 3). En caso de la resina de
Grindelia boliviana, el CMI fue de 37.5 mg/ml respecto a la cepa de Escherichia coli y menor a
2.34 mg/ml frente a las cepas tanto de Enterococcus faecalis como de Staphylococcus aureus.
En cuanto a la CMB, respecto a Escherichia coli fue de 37.5 mg/ml, respecto a Enterococcus
faecalis fue de 4.68 mg/ml y, por Gltimo, respecto a Staphylococcus aureus fue menor a 2.34
mg/ml. (Tabla 4, Figura 4). Para la fila del grupo control donde se aplicé resazurina no presento

cambios que determine algun tipo de resultado.

Tabla 1. Resultados del ensayo de solubilidad del pulverizado y los extractos hidroalcohélicos

(resina) de Borago officinalis y Grindelia Boliviana

Resultados
Extract Extracto
xtracto
Solvente _ _ _ _ hidroalcohdlico de
Pulverizado hidroalcoholico de | Pulverizado ] )
) S Grindelia
Borraja officinalis o
boliviana
H20 destilada - + - T
NaOH 10% ++ ++ + ++
Cloroformo +++ + ++ +
Acetonitrilo ++ - ++ -
NaHCO3 10% ++ ++ ++ ++
HCI 1% - ++ - ++
Metanol +++ ++ +++ +++
Etanol 70% +++ +++ +++ +++
Diclorometano ++ +++ + +++
1 - propanol ++ ++ ++ +

Leyenda: Agua destilada (H20 destilada), Hidroxido de sodio (NaOH 10%), Acido clorhidrico
(HCI 1%), Bicarbonato de sodio (NaHCO3 10%). Se establecieron los siguientes resultados: el
solvente no presenta cambios de coloracion y el precipitado no modifica su conformacion (-); el
solvente presenta un leve cambio de coloracién, pero el precipitado se encuentra aglomerado en
el fondo del tubo (+); el solvente presenta un moderado cambio de coloracién, pero el precipitado
se encuentra parcial o totalmente fragmentado (++); el solvente presenta un mayor cambio de

coloracion y el precipitado se encuentra totalmente diluido (+++).
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Figura 1. Ensayo de solubilidad del pulverizado y el extracto hidroalcohdlico (resina) de la

Grindelia boliviana
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Ensayo de solubilidad realizado sobre el pulverizado de hojas (A) y la resina de Grindelia
boliviana (B). Se observan los tubos de ensayo con la muestra al que se le ha agregado el

solvente tanto polar como no polar.
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Tabla 2. Deteccion de metabolitos de la resina Borrajo officinalis y Grindelia boliviana

Resultados
Resina
Metabolito Reactivo
Borraja Grindelia Observacion
Officinalis boliviana
Péptidos y | Biuret ++ - +++: coloracion
proteinas violeta-purpura
Carbohidratos Molish +++ +++ +++: si se forma un
anillo color violeta.
Carbohidratos y | Fehling - - -2 si no hay ni un
cetonas cambio.
Carbohidratos Benedict +++ +++ +++; si se forma
reductores precipitado rojo
ladrillo
Dragendorff +++ +++ +++: si  presenta
precipitado rojo
Alcaloides naranja.
Mayer +++ ++ +++: precipitado
Cuproso
Gelatina - ++ ++: presencia de
turbidez
Fenoles y taninos | Cloruro férrico +++ +++ +++:  azul negro
presencia de 3-OH
adyacentes.
Tripterpenos y | Liberman- - - - si no ocurre ni un
Esteroides Buchard cambio.
Saponinas Ensayo de | - - -- no se forma
espuma espuma.
Quinonas Borntrager ++ + +: coloracién rosada
o rojo tenue
Flavonoides Shinoda +++ - +++: coloracion
carmelita roja.
Resinas H20 destilada +++ +++ +++: formacion de un
precipitado.
Antocianidina Acido amilico - +++ +++: si se evidencia
un cambio de
coloracion a rojo o
marron.
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Aldehidos y | Tollens + + +: coloracion parda,
cetonas

Catequinas Carbonato de | +++ +++ +++:  Aparicion de

calcio una mancha de

coloracion verde

carmelita cuando se

es sometido a luz UV.

Mucilagos Agua fria +++ +++ +++; consistencia
gelatinosa en la

solucion.

Deteccion cualitativa de metabolitos en la resina de Borago officinalis y Grindelia boliviana. Se
categoriz6 los resultados, como: ausencia (-), presente en pequefia cantidad (+), presente en

moderada cantidad (++), presente en elevada cantidad (+++).
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Figura 2. Ensayo fitoquimico de la resina de Borago officinalis y Grindelia boliviana
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La deteccion cualitativa de metabolitos de la resina de Borago officinalis y Grindelia boliviana con
los reactivos: Cloruro férrico (A), Fehling (B), Agua destilada (C), Gelatina (D), Biuret (E), Molish
(F), Shinoda (G), Dragendorff (H), agua fria (1), Mayer (J), Tollens (K), acido amilico (L), ensayo
de espuma (M), Borntrager (N), Liberman — Burchard (O), carbonato de calcio (P).
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Tabla 3. CMI y CMB de la resina de Borago officinalis frente a Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis.

Resultados
CMI CMB
E.coli 150 mg/ml -
S. aureus 150 mg/ml 150 mg/ml
E. faecalis 150 mg/ml 150 mg/ml

Figura 3. Ensayo de actividad antimicrobiana para la identificacion de la CMI de la resina de

Borago officinalis frente a Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.

CEPAS BACTERIANAS
Columna Concentraciéon
de de la resina B.

pocillos  officinalis E. coli
(mg/ml) —

oAnegau
]0J3U0D

oanesau

oAnnedau
]0J3U0D

[a)
o
3
=
et
=k

E. faecalis S. aureus

1 150 mg/ml

. A M\ 4',\ N
— \',

b Vo N D e

vy

2 75 mg/ml
3 37.5 mg/ml
4 1875 mg/ml
5 9.37 mg/ml
6 4.68 mg/ml
7 2.34 mg/ml

8 1.17 mg/ml

|

3
Resultados de la CMI para Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y frente a la resina de Borago officinalis. En el recuadro de

color rojo se muestran los pocillos con resultados negativos, donde se puede ver crecimiento

bacteriano, es por ello que se observa un cambio de color a rosaceo por la prueba con resazurina.
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Tabla 4. CMI y CMB de la resina de Grindelia boliviana frente a Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis.

Resultados
CMI CMB
E.coli 37.5 mg/ml 37.5 mg/ml
S. aureus <2.34 mg/ml <2.34 mg/ml
E. faecalis < 2.34 mg/ml 4.68 mg/ml

Figura 4. Ensayo de actividad antimicrobiana para la identificacion de la CMI de la resina de

Grindelia boliviana frente a Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

CEPAS BACTERIANAS

Concentracion

Columna S A s A S A

de de laresina G. ® S ® S ® S
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(mg/ml) ’ © : °© ’ °

1 150 mg/ml

v‘\'—"".""‘""‘t\'\\wﬂﬁ' g "'
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6 4.68 mg/ml ,&W '; ¢‘&w i ' }

_ AA A rw\ ) “.:
7 2.34 mg/ml ik?‘}v' — ,a i a a ol _\\

N

75 mg/ml

3 37.5 mg/ml

- A A |
8 117 mg/ml bt N AN ‘\ 4y e

Resultados de la CMI para Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922 frente a la resina de Grindelia boliviana. En el recuadro de
color rojo encierran los pocillos con resultados negativos, donde se puede ver crecimiento

bacteriano, es por ello que se observa un cambio de color a rosaceo por la prueba con resazurina.
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DISCUSION

Los resultados muestran que ambas resinas son muy solubles en metanol y etanol, sin embargo,
hay estudios, como lo ha mencionado Park et al. (28) donde se evidencia que el etanol tiene

mayor rendimiento y que se le atribuye a la solubilizacion de cada extracto estudiado.

Por otro lado, en el presente estudio también se determiné la actividad antimicrobiana que tiene
la resina derivada del extracto hidroalcohélico de Borago officinalis sobre la Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis teniendo como comin denominador un resultado
de 150 mg/ml. El resultado de la resina de Borago officinalis sobre la Escherichia coli difiere con
otro estudio realizado en donde tuvieron como resultado que el extracto hidroalcohélico de dicha
planta tuvo efecto antibacteriano a las concentraciones de 50 y 90 % por lo que nos conlleva que
la diferencia de los resultados posiblemente sea por la metodologia realizada tanto en el
tratamiento del extracto hidroalcohdlico como para el ensayo antimicrobiano. En el estudio de
Alejo et al. (29) el método de KirbyBauer fue utilizado para hallar el efecto antimicrobiano y, con
respecto al tamizaje fitoquimico se utilizaron las reacciones de coloracién y precipitacion; por
ultimo, para el ensayo microbiolégico contd con un corte transversal y de disefio experimental en
el cual se realizé 10 repeticiones y tuvo grupos al 90 %; 50 %; 25 %, Amikacina y control. Para
el caso de la resina de Borago officinalis sobre Staphylococcus aureus, quién tuvo un CMI de
150 mg/ml al igual que la CMB, se tuvo un resultado similar con respecto a un estudio realizado
por Azuero et al. (30) en donde se comprueba que la planta tiene leve efecto antibacteriano sobre
dicho patdgeno y también en otras bacterias que fueron estudiadas en dicha investigacién; el
resultado comprueba el efecto que tiene sobre esta cepa, sin embargo no tiene una mayor
capacidad bactericida respecto a nuestros resultados. Por ultimo, el resultado de la resina de
Borago officinalis frente a Enterococus faecalis tiene similitud con un estudio, realizado por Nufiez
et al. (31), en donde confirman el efecto antibacteriano, siguiendo también con una metodologia
similar a la que se us6 en el presente estudio. Esto nos confirma, en contraste con la Escherichia
coli, que la resina de la Borago officinalis tienen efecto antibacteriano frente al Staphylococcus
aureus asi como el Enterococcus faecalis en un porcentaje menor y confirmado por otros

estudios.

Para el caso de la resina derivada del extracto hidroalcohdlico de Grindelia boliviana frente a las
cepas ya mencionadas tuvieron variados resultados. Con respecto a la actividad antimicrobiana
de la resina de Grindelia boliviana contra la Escherichia coli, tenemos que tanto la CMI como la
CMB fue de 37.5 mg/ml; sin embargo, en la actualidad, no se han publicado estudios con alguna
metodologia similar o que presenten resultados que puedan ser comparados con este trabajo.
Acerca de la resina sobre Staphylococcus aureus tuvo como resultado menor a 2.34 mg/ml tanto
en la CMI como en la CMB y esto nos demuestra el gran efecto bactericida que posee. No
obstante, en un estudio realizado por Guevara et al. (32), en donde se puede ver que también
tuvo efecto antibacteriano con un resultado de 320 mg (ul) con respecto al extracto alcohdlico
sobre el Stapphylococcus aureus y, donde se puede visualizar, que difiere en cuestion a la

concentracién, pero teniendo en cuenta que la metodologia es diferente. Por Gltimo, el resultado
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de la resina frente a Enterococcus faecalis fue menor de 2.34 para la CMI y 4.68 mg/ml para la
CMB lo que confirma que posee buen efecto antibacteriano; sin embargo, por el momento no

hay otros estudios con similar metodologia o resultados para poder compararlos.

Tanto el extracto hidroalcoholico del Borago officinalis como la Grindelia boliviana poseen efecto
antibacteriano frente a las cepas de Escherichia coli, Staphyloccocus aureus y Enterococcus
faecalis pero en cuestion a comparacion de ambas plantas, resulté tener mejor resultado la
Grindelia boliviana frente a las cepas ya mencionadas teniendo en cuenta que ambas tuvieron el

mismo procedimiento.

Este estudio se caracteriza por ser (inico debido a que no presenta estudios 0 son pocos tanto a
nivel internacional como nacional bajo la misma metodologia de extraccion y procesamiento. Por
ello, se recomienda ampliar la realizacién de posteriores investigaciones que puedan confirmar
o contrastar el presente estudio con respecto a los resultados y/o metodologia. Por otro lado, el
estudio no conté con el antibidtico estandar para cada cepa y consecuente contraste de los

resultados obtenidos, limitando la aplicabilidad en la préactica clinica del dia a dia.

Por ultimo, los resultados de este estudio mencionan que tanto la Borago officinalis como la
Grindelia boliviana tienen un efecto antibacteriano con diferentes potencialidades por parte de
cada uno sobre las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.
Sin embargo, se sugiere continuar estudios acerca de ambas plantas para ampliar el alcance de
la investigacion del uso racional de antibidticos y evaluar posibles potentes antimicrobianos sobre

especies bacterianas.
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ANEXO N. 1

Constancia de Borago
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“Afo del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

CONSTANCIA N°003-2022-USM-MHN

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

La muestra vegetal (planta estéril), recibida de Sandra Liz SOTO NUNEZ; de la Facultad
de Medicina Humana, de la Universidad Privada Cientifica del Sur; ha sido estudiada y
clasificada como: Borago officinalis L.; y tiene la siguiente posicion taxondmica, segun el
Sistema de Clasificacion de APG 1V (2016):

ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: BORAGINACEAE
GENERO: Borago

ESPECIE: Borago officinalis L.;

Nombre vulgar: “borraja”.
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn

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

Lima, 29 de marzo de 2022

Firmado digitaimente por CANO
ECHEVARRIA Asuncion Alipio FAU
UNNMSM 20148092282 soft
= Motivo: Soy el autor del documento
Fecha: 11.04.2022 13:11:17 -05:00

Dr. Asuncion Cano Echevarria
JEFE (e)DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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ANEXO N. 2

Constancia de Grindelia

4 ’ Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

& m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO ]
U, mone MUSEO DE HISTORIA NATURAL -

Bt =y UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?Joo

“Afo del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

CONSTANCIA N°007-2022-USM-MHN

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

La muestra vegetal (planta fértil), recibida de Sandra Liz SOTO NUNEZ; de la Facultad de
Medicina Humana, de la Universidad Privada Cientifica del Sur; ha sido estudiada y
clasificada como: Grindelia tarapacana Phil.; y tiene la siguiente posicion taxondmica,
segun el Sistema de Clasificacion de APG IV (2016):

ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Grindelia

ESPECIE: Grindelia tarapacana Phil.

Nombre vulgar: “grindelia”.
Determinado por: Mg. Hamilton Beltran Santiago.

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

Lima, 07 de abril de 2022

Firmado digitaiments por CANO
ECHEVARRIA Asuncion Alipio FAU

20148092282 soft
l \ \ ' S \ I Moativo: &l autor del documento
Fecha 13.04.2022 11:30:15 -05:00

Dr. Asuncion A. Cano Echevarria
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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Constancia

Luego de |a revisidn de la solicitud, e presidente del Camné Instiuccnal de Etica en
Investigacion de la Universidad Centiica del Sur (CIEL.CIENTIFICA) hace constar que

el CIE-CIENTIFICA ha aprobado de forma expedtta la renovacion del proyecto de
invesbigacion que se detala continuacion

Codigo de regisyo 121.2021.-PREA1S

Thulo Comparacion in vitro del efecto antibacteriano del
extracto hidroalcoholico del Borago officinalis
(borraja) versus Grindelia boliviana (chiri chiri)
contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
awreus y Enterococcus faecalis

Investigador(es): Claudia Cecilia Davalos Chino
Cornstancia de aprobaccre CONSTANCIA N* 084-CIELCIENTIFICA-2021

Por consiguiente, se olorga

Renovacion de vigencia del periodo de aprobacion ética. Vista &a solosud, se
renueva la vigenca de ka apeobacion etica por un periodo de seis meses; o3 deck, hasta
el 19 de octubre del 2024. B proyecto solo podra ejecutarse entre los penodos
detailados en este documento y e investigador tendra que realzar la schchud de una
nueva amgliacon 30 dias antes de fnalzar esta renovackdn de la aprobacian.

Dejando constanca que hay un perodo de ventana (entre ol 17 de marzo del 2023
hasta el 19 de abnil del 2024) que %oda actvidad de iInveshgacion estuvo suspendida,
sin ol amparo del comilé. El CIE! no se hace responsable de lo desasrollado en
margen de tempo en donde no se contaba con i aprobacion

Todas las demas caracierishcas de la investigacion descntas en el proyecio onginal
permanecen; par b que cualiguier otra modficacon debera informarse a este Comné

para su evaluackin

Lima, 19 de abril ded 2024

L2
|

Mg. Cinttwa Ruth Chipana Hergquino
Fresidente
Comité Institucional de Etica en Investigaciin

Tesis publicada con autorizacion del autor
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RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA No. 646 - DACMH.DAFCS-U. CEENTIFICA.
2023

Vil ef Ssivador, 20 de octubre del 2023

VISTO:

£l informe de revisitn indegenSant acaddmica y la aprobacion @ un Comité de Etica del proyecto de
15l ttufado: “COMPARACION IN WTRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO
DEL BORAGO OFFIOINALES (BORRAJA) VERSUS GRINDELIA BOUWIANA [CHIRI CHR) CONTRA CEPAS DE
ESCHERCHIA COLL, STAPHYLOCOCCUS AUREUS Y STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE =,

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo 3l Rogiamento General de 1a Universidad Ciemifica del Sur y & reglamento vy
Procedimentos de 1ala o de Investigacidn pada obtener ¢f Titulo de Médico Grujano.

Que, & acwerde a la aormativa vigeate de |a Universidad Centifica del Sur, @0 uso & |as stribuciones
conferidas al Direcor Acaddmico & Ia Canera

SE RESUELVE:

ART. 1" Aprobar, an vias de regulanzacide @ inscrbir @l proyecto 0@ tesis Titulado: *COMPARACION IN
VITRO DEL EFECTO ANTEBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOUCO DEL BORAGO OFFICINALIS
(SORRAJA) VERSUS GRINDELIA BOUMIANA (CHIRI CHIRY) CONTRA CEPAS DE ESCHERICHIA COL),
STAPHYLOCOCCUS AUREUS Y STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE “, prosentado por I3 Jumna CLALUDIA
DAVALOS CHIND, con N* e registro: 121-2021-PRELS

ART. 2" Nombear a 13 Docente Lovera Argllano, Amanda Asunson, Como 3esar para o desanolo de
la 105k en cuestidn,

Repstrece, Coman iquese y achivese

L ARYRS
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Evidencia del envio a revista cientifica
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