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RESUMEN

El aporte de las plantas medicinales esta permitiendo una mejor racionalidad de su uso ante la
presencia de nuevos procesos infecciosos, especialmente a nivel sistémico. Objetivos: El
objetivo fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohodlico de la
semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) en diferentes concentraciones del extracto
hidroalcoholico (10%, 20% y 40%), ademas de evaluar sus metabolitos activos. Metodologia: Se
evalud la concentracion en estudio a través del método Kirby Bauer. Para medir el efecto
antibacteriano del extracto alcoholico de la muestra vegetal. Resultados: Se evidencio efecto
antibacteriano en los resultados. Segun el anélisis de Tukey se evidencia mayores promedios en
los halos de inhibicion con el extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) al 20% y 40% pudiendo incluso compararse esta Gltima concentracion con
los valores de la doxiciclina y tetraciclina. Segun los resultados que presenta la interpretacion
estadistica de ANOVA, dado que el valor de la significancia (0) es menor a 0,05. Conclusiones:
En condiciones experimentales la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdélico de
la semilla y cascara de Cydonia oblonga (“Membrillo”) frente a cepas de Propionibacterium
acnes fue mayor a la concentracion del 40% en comparacién al 10%, 20%, pero una diferencia

menor antibacteriana frente al grupo control positivo (doxiciclina y tetraciclina)

Palabras claves: Cydonia oblonga, extracto, inhibicidn, in vitro, Propionibacterium acnes,



ABSTRACT

The contribution of medicinal plants is allowing a better rationality of their use in the presence of
new infectious processes, especially at a systemic level. Objectives: The objective was to
determine the in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the seed and shell of
Cydonia oblonga (Quince)) in diferente concentrations of the hydroalcoholic extract (10%, 20%
and 40%), in addition to evaluating its active metabolites. Methodology: The study concentration
was evaluated through the Kirby Bauer method. To measure the antibacterial effect of the
alcoholic extract of the plant sample. Results: An antibacterial effect was evidenced in the results.
According to Tukey's analysis, higher averages of inhibition hallos are evidenced with the
hydroalcoholic extract of the seed and shell of Cydonia oblonga (Quince)) at 20% and 40%, this
latter concentration can even be compared with the values of doxycycline and tetracycline.
According to the results presented by the statistical interpretation of ANOVA, given that the
value of significance (0) is less than 0.05 Conclusions: In experimental conditions, the in vitro
antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the seed and shell of Cydonia oblonga
("Quince™) against strains of Propionibacterium acnes was greater than the concentration of 40%
compared to 10%, 20%, but a minor antibacterial difference compared to the positive control

group (doxycycline and tetracycline)

Keywords: Cydonia oblonga, extract, inhibition, in vitro, Propionibacterium acnes.
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INTRODUCCION

En el presente estudio de investigacion titulada “Actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcoholico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo), frente a
Propionibacterium acnes”, nos permite ubicarnos en el contexto actual de la investigacion
cientifica, permitiéndoles la obtencion de nuevos conocimientos ante la presencia de un conjunto

de afecciones en la poblacion. Por ello realizamos evidencias a partir de una muestra vegetal.

Para un mejor entendimiento de nuestro trabajo, se ha considerado los antecedentes nacionales e
internacionales, para fortalecer nuestras evidencias de los productos de la misma familia que
presentan actividad antibacteriana, luego hemos desarrollado las bases cientificas que son un
aporte a las teorias y comentarios de las especies vegetales con propiedades fitofarmacoldgicas.
Se ha aplicado el método experimental en placas microbioldgicas, las mismas que cuantificaron

nuestros resultados.

Nuestro trabajo de investigacién daria un gran aporte a la poblacion que requiere de una
alternativa fitoterapéutica a través de las plantas medicinales con propiedades antibacterianas,
con una posibilidad emergente en los procesos infecciosos ante la eventualidad de la enfermedad

de mayor transmision.

Esta seccidn se desarroll6 a partir de un problema de salud publica frecuente en la poblacion
adolescente, luego de fijarnos en el planteamiento del problema que va en concordancias con los
objetivos generales y especificos. Se aplicd la metodologia cientifica para este tipo de disefio
experimental en placas bacterianas que luego fueron comparados con el objeto vegetal. También
se adicion6 para un mejor contexto las tablas, graficos que aportan evidencia cientifica a la

presente informacion.

Por lo tanto, el objetivo fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcoholico de la semilla y céscara de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a cepas de

Propionibacterium acnes.



1. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

Se le conoce al acné como una inflamacién de carécter crdnica que involucra las zonas del cuerpo
como el cuello, rostro, parte del tronco superior y los hombros. Siendo un problema frecuente de
consulta, aqueja principalmente a jovenes, esto se debe a factores hormonales, genéticos,
bacterias y alimenticios. Entre las bacterias m&s comunes estan Propionibacterium acnes,

Pityrosporum ovale y estafilococos.

El acné no es una afeccion que afecta a nivel sistémico, que a su vez causa trastornos
psicoldgicos como la baja autoestima, ansiedad y depresion a partir que deja consecuencias como
cicatrices y manchas alrededor de la cara, las presencias de pustulas y papulas y ademas que
deterioran la belleza facial, por ende, estas causas son los principales objetivos del tratamiento.
Se ha encontrado datos de fitoterapia que han comprobado que los productos vegetales tienen
efecto para tratar esta enfermedad con distintos niveles de éxito en la cura del acné, se aplica por
la zona dérmica u oral. Se realiza esta investigacion con el plan de diferenciar las propiedades

curativas para tratamiento del acné.!

La mas alta parte de los jovenes al llegar al tramo de la adolescencia muestran cambios fisicos y
hormonales, ahi la piel produce mas grasa lo que lleva a la aparicion de granos también
conocidos como el acné. El grado 2, el acné afecta las glandulas sebaceas que se localizan en la
epidermis produciendo una sustancia grasosa llamada sebo, este sebo transporta todas las células
de la piel muerta hasta su superficie via los foliculos, que es por donde los vellos crecen bajo la
piel y a su vez aparecen en la superficie por los foliculos, cuando se obstruye un foliculo se forma
una espinilla negra o blanca, por ende, en la obstruccion se desarrolla una bacteria y causa la
hinchazén e inflamacién. Existen también otras fuentes como maquillaje grasoso, factores

hereditarios y ciertos medicamentos. 2



Segun estudios de las organizaciones mas importantes que pretenden alcanzar el mas amplio
nivel posible de salud individual y colectiva, como es la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) hace afios incorporo el argumento de cronicidad basandose en sus parametros.
Recurrencias o recidivas, brotes agudos, curso prolongado, inicio pausado y una elevada colision
social y psiquica. El tratamiento agresivo y temprano es considerable para reducir las secuelas
cicatrizales y la colisién psicosocial. Asimismo, se recomienda de un tratamiento de

mantenimiento por las caracteristicas de recidivas.

En los procesos fisiopatoldgicos y tratamiento del acné se inicia a partir de las bases moleculares,
al mismo tiempo con los descubrimientos de nuevos farmacos las medicaciones se cambian en
rasgos definidos de la patologia. De acuerdo a las referencias, las investigaciones deben
procesarse en una distribucion que, facilitando la comunicacion e interpretacion entre los
profesionales de la salud, aportando un lenguaje claro que faculten determinar pasos para
localizarse arduamente ante un caso clinico, y asi favorezca a la indagacion de la patogenia,

terapéutica y la epidemiologia.®

El acné resulta de diferentes factores que interactian entre si. Entre ellos encontramos la
sobreproduccion de sebo la cual estd hormonalmente determinada. Los androgenos son
principalmente las hormonas implicadas. Entre los androgenos circulantes, se encuentran la
dehidroepiandrosterona (DHEA) y la dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) y la
androstenediona. Estos son débiles prohormonas y debe darse una conversion en busqueda de su
respectiva actividad bioldgica. En el tema especifico del acné, los efectos androgénicos en
epidermis, asi como en las células papilares dérmicas y proliferacion de sebocitos, esto se debe en
parte a la transformacion de la testosterona en 5 alfa-dihidrotestosterona (5 alfa-DHT) via la

enzima 5 alfa-reductasa.*



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema General

- ¢Tendrd actividad antibacteriana in vitro el extracto hidroalcoholico de la semilla y

cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a cepas de Propionibacterium acnes?

1.2.2. Problemas Especificos

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla 'y
cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) a la concentracion del 10% frente a cepas de
Propionibacterium acnes?

¢Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) a la concentracion del 20% frente a cepas de
Propionibacterium acnes?

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohélico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) a la concentracion del 40% frente a cepas de

Propionibacterium acnes?

¢Cudles son los metabolitos activos con efecto antibacteriano de la semilla y cascara
de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a cepas de Propionibacterium acnes?

1.3. Objetivos:
1.3.1. Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohélico de la
semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a cepas de

Propionibacterium acnes.

1.3.2. Objetivo Especificos

- Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla
y céscara de Cydonia oblonga (Membrillo) a la concentracion del 10% frente a
cepas de Propionibacterium acnes.

- Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla
y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) a la concentracion del 20% frente a

cepas de Propionibacterium acnes.



- Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla
y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) a la concentracion del 40% frente a
cepas de Propionibacterium acnes.

- ldentificar los metabolitos activos con efecto antibacteriano de la semilla y cascara

de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a cepas de Propionibacterium acnes.

1.4. Justificacion

Por lo mencionado por Hipdcrates “Que la comida sea tu alimento y el alimento tu medicina”.
Hago como referencia mencionar las palabras de las cuales nos motivo a realizar el presente
proyecto de investigacion que nos permitié conocer de manera experimental, la actividad
antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de la semilla y cascara del membrillo, tenga
efecto antibacteriano ante la aparicion cutanea del acné, que es un problema de salud que
perjudica en la actividad emocional, la vida social asi como la econémica que en gran parte afecta

a los jovenes, adolescentes y se sienta disminuido en su autoestima.

Por los autores en mencion el estudio tiene importancia tedrica debido a que cuenta con
propiedades medicinales, por el aporte de sus metabolitos encontrados en el analisis de la marcha
fitoquimica, para el desarrollo preventivo de las enfermedades mas prevalentes de la piel,
mediante un ensayo in vitro que ha futuro tendriamos la capacidad de elaborar un producto con
los resultados de la base del extracto de la cascara y semilla del membrillo con la posibilidad de

utilizarlo como tratamiento alternativo en fitofarmacologia clinica.

Ademas, existen pocas investigaciones sobre los efectos de la semilla y cascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) frente a cepas de Propionibacterium acnes. Para luego dar importancia
social porque al demostrar el efecto antibacteriano de dicho residuo del fruto, éste seria una
alternativa de tratamiento facial mas econémico y accesible a las poblaciones mas alejadas en las
que acceder a un dermat6logo no es tan inmediato evidenciando que este logro aumentaria la
produccidn nacional e incentivaria a realizar mas estudios de investigacion, sobre los efectos de

recursos naturales disponibles en el pais.



2

MARCO TEORICO.

2.1 Antecedentes

2.1.1 Antecedentes nacionales

En el afio 2015, Espinoza. M et al. Realiz6 el estudio del “Aprovechamiento de los
residuos del “membrillo” (Cydonia oblonga L.) Como fuente de compuestos bioactivo”
Plantearon el objetivo de evaluar la técnica del secado por aire convectivo (AC)
combinado con variables de temperatura y tiempo sobre el contenido de fenoles y
flavonoides totales para el aprovechamiento de los residuos agroindustriales del
membrillo (Cydonia oblonga L. variedad “Serrano”). Fue utilizado un Diseflo Compuesto
Central Rotable (DCCR) con temperatura entre 50 y 70 °C y tiempo entre 150 y 240
minutos. ElI método utilizado fue Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para
determinar el contenido de flavonoides totales en los ensayos. Se determind que el secado
por AC produjo una reduccion del 35% aproximadamente en contenido de fenoles totales
cuando se trabaja con temperaturas de 48 a 58 °C y tiempo de 140 a 220 minutos, con
respecto a las muestras frescas. Mientras que, para el contenido de flavonoides totales, los
analisis revelaron que las cascaras de membrillo secadas con tratamientos que combinan
temperaturas entre 54 y 64 °C y tiempo entre 160 y 220 minutos, producen un aumento
considerable de hasta 5 veces mas respecto a la muestra original. La técnica de secado por
aire convectivo (AC) puede ser utilizada para darle valor agregado a la recuperacion de
compuestos bioactivos de residuos agroindustriales tales como las cascaras del membrillo.
Los resultados obtenidos fueron fenoles totales comprobamos que, a una temperatura de
48 a 58 °C y tiempo de 140 a 220 minutos en el secado, la cantidad extraida de este
principio activo serd mayor. La concentracion de los fenoles totales en la cascara del
membrillo fresco fue de 226,36 + 5,25 mg acido galico/100 g base himeda y 1013,72 +
23,51 mg acido galico/100 g base seca, al comparar estos resultados con los obtenidos
luego del proceso de secado, se aprecia una reduccion del 35% respecto al ensayo 5 (T° =
50 °C, t = 190 min) que fue el que mas contenido de fenoles totales obtuvo.

Los autores concluyeron que los fenoles y flavonoides totales se vieron afectados por las
variables de temperatura y tiempo de los 12 tratamientos de secado seleccionados en este
estudio. Se hall6 una reduccion del 35% en el contenido de fenoles totales en los
tratamientos aplicados a las cascaras de membrillo (Cydonia oblonga L. variedad

“Serrano”) con respecto al contenido de las muestras frescas.®



En el afio 2015, Espinoza. M et al. Realizo el estudio del “Impacto térmico del secado por
Ventana Refractante TM sobre los metabolitos antioxidantes de la céascara de
“Membrillo” (Cydonia oblonga L.)”. Tuvieron el objetivo de investigar el impacto
térmico del secado por ventana refractante TM (VR) combinado con variables de
temperatura y tiempo sobre el contenido de fenoles y flavonoides totales en cascaras de
membrillo (Cydonia oblonga L. variedad “Serrano”). EI método de estudio fue el disefio
experimental comprendié una metodologia de superficie de respuesta utilizando un
Disefio Compuesto Central Rotable (DCCR). Los rangos variables empleados fueron de
75-95 °C (temperatura) y 20-60 min (tiempo), asi mismo se utiliz6 una lamina Mylar
(polietileno de tereftalato metalizado) como pelicula refractante de 0,1 mm.
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) fue utilizada para determinar el
contenido de flavonoides totales en los ensayos. Los resultados fueron una reduccion de
aproximadamente 13% en el contenido de fenoles totales en los tratamientos aplicados (T°
= 74-78 °C, t = 15-25 min) con respecto al contenido de las muestras frescas. Para el caso
de los flavonoides totales, los andlisis revelaron que cuando se trabaja con temperaturas
entre 74-78 °C y tiempos cortos de 15-25 minutos, producen un aumento (3 veces mas) en
el contenido de estos metabolitos.

Los autores concluyeron que el secado por VR puede producir una menor reduccion en el
contenido de fenoles totales y un aumento significativo en el contenido de flavonoides

totales en menores tiempos comparados con otros métodos de secado existentes.®

En el afio 2015, Calderdn Parra J realizo el estudio de la “"Evaluacion de métodos de
inactivacion enzimatica en la obtencién de pulpa de membrillo (Cydonia oblonga) .
Plantearon el objetivo de evaluar el mejor método de inactivacion de enzimas en la
obtencion de pulpa de membrillo (Cydonia oblonga), para lo cual se tuvo cuatro
tratamientos de inactivacion enzimatica: Al por ebullicion, A2 con vapor, A3 con acido
citrico al 2% y A4 con acido citrico y acido ascorbico al 2%. ElI método de estudio Se
evaluo el mejor tratamiento con un analisis de colorimetria que registra la coloracién que
se produce por el pardeamiento enzimatico, y la actividad enzimatica por
espectrofotometria midiendo la absorbancia que esta relacionada con la concentracion de
compuestos fendlicos, producidos por enzimas como la peroxidasa, que es la mas

resistente a escaldados. Los resultados tuvieron como 6ptimo el tratamiento con vapor a



110°C por 8 min una carga de 250 g.; teniendo los resultados de colorimetria L = 54.69; y
dE= 55.07 una diferencia total, evaluacion de peroxidasa Aabs/min = 0.0082, actividad
enzimética U= 0.314 y U/g = 10.46.

Los investigadores llegaron a la conclusién que las caracteristicas fisico-quimico vy
quimico la pulpa de membrillo con el mejor tratamiento, el cual fue pH = 3.47, Brix de
12.07 y porcentaje de acidez de 0.88% humedad de 88.40%, proteinas 1%, grasa 0.36%,
fibra 1%, ceniza 3.40% y carbohidratos 5.84%.’

2.1.2 Antecedentes internacionales

En el afio 2015, Matiz.G et al. realizo el estudio de la “Actividad antibacteriana in vitro de
diecinueve aceites esenciales frente a bacterias asociadas al acné”. El objetivo fue
determinar la actividad antibacteriana de 19 aceites esenciales sobre tres cepas asociadas
al desarrollo del acné, (P. acnes, Staphylococcus epidermis y Staphylococcus aureus) y
seleccionar los mas promisorios con base en sus respectivas concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) y su composicion quimica, con el propdésito de disefiar formas
farmacéuticas de uso topico para tratamiento antiacné. La metodologia que aplicaron fue
en replicar en medios de agar y caldos especificos. Se determind el momento de maxima
densidad oOptica (DO s20) para emplearlo como tiempo de incubacion; luego se hicieron
pruebas de evaluacion de sensibilidad con la exposicion de las cepas a concentraciones a
1000 ppm de cada uno de los aceites en caldo. Para solubilizarlos se emple6 la mezcla
95:4:1 de caldo: etanol: polisorbato-80. A los aceites que inhibieron el crecimiento en méas
de un 90 %, se les determino la concentracion minima inhibitoria mediante metodologias
de microdilucion en caldo y su composicion quimica por cromatografia de gases acoplada
a espectroscopia de masas. Los resultados de los 19 aceites, siete fueron capaces de
inhibir el crecimiento en méas del 90 % para las tres cepas a 1000 ppm. Las
concentraciones minimas inhibitoria determinadas oscilaron entre 300 y 900 ppm. La
composicién guimica de todos los aceites fue consistente con la reportada en la literatura.
Finalmente concluyeron que los aceites de tomillo (Thymus vulgarisL.), canela
(Cinnamomum verum J. Presl) y clavo (Eugenia caryophyllata T.), en ese orden,
alcanzaron las mas bajas de concentracion minima inhibitoria; adicionalmente, de acuerdo

con la literatura, los componentes mas abundantes de los aceites promisorios, tienen



reconocida actividad antiinflamatoria, por tanto, es factible el disefio de formas

farmacéuticas topicas con base en ellos, para el tratamiento del acné.?

En el afio 2015, Torrenegra. M et al realizd el estudio “Actividad antibacteriana in vitro
de aceites esenciales frente a microorganismos implicados en el acné”. El objetivo fue
evaluar la composicion quimica, la sensibilidad antibacteriana y la concentracion minima
inhibitoria in vitro de tres aceites esenciales de las especies vegetales Origanum vulgare
L, Origanum vulgare ssp y Lippia alba Mill cultivadas en el norte del departamento de
Bolivar (Colombia), obtenidos mediante hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida por la
radiacion con microondas. EI método de estudio se obtuvo por hidrodestilacion e
hidrodestilacion asistida por radiacion con microondas, a partir de las hojas; se determino
densidad relativa a 20 °C, indice de refraccion, solubilidad de los aceites esenciales en
etanol (70 % v/v) y rotacidon Optica. La composicion quimica se evalu6 mediante
cromatografia de gases/espectrometro de masa (CG/EM). La actividad se realizd sobre
tres bacterias implicadas en el desarrollo del acné: Propionibacterium acnes ATCC
11827, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
Para determinar la sensibilidad antibacteriana y la concentracion minima inhibitoria, los
aceites se diluyeron hasta la concentracion deseada (1 000-50 pg/mL) empleando el
método de microdilucion en caldo, y se empled el lector de microplacas para la
cuantificacion del crecimiento bacteriano. Los resultados que oscilaron los rendimientos
fueron entre 0,04 y 0,16 %, dependiendo de la especie vegetal y el método de extraccion
utilizado. Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron que las bacterias fueron
més sensibles al aceite esencial de orégano “borde blanco” (Origanum vulgare ssp)
obtenido mediante ambos métodos de extraccion; ademas, este aceite presentd el mayor
contenido de monoterpenos oxigenados con reconocida actividad antibacteriana, como
son el carvacrol y el timol.

Los investigadores concluyeron que el aceite esencial de orégano “borde blanco”
(Origanum vulgare ssp) es considerado como promisorio para el control del componente

bacteriano del acné vulgar.®

En el afio 2015 Solis Mayorga M, et al realizo el “"Estudio sobre la susceptibilidad

antimicrobiana del Propionibacterium acnes y Staphylococcus epidermidis en pacientes



con acné vulgaris, atendidos en el servicio de dermatologia en el hospital general Enrique
Garcés, en el periodo comprendido entre junio y agosto 2015”. Tuvieron el objetivo de
Determinar la prevalencia de la susceptibilidad antimicrobiana del Propionibacterium
acnes y de Staphylococcus epidermidis a antibidticos en el tipo de acné vulgaris de
severidad leve y moderada con morfologia papulo- pustuloso (AV. LyM.PP) en los
pacientes con diagndstico establecido atendidos en el servicio de Dermatologia en el
Hospital Enrique Garcés, en el periodo comprendido de enero 2014 a junio 2015. Su
método de estudio fue la recoleccion de los datos relacionados a factores predisponentes
de resistencia bacteriana fueron obtenidos de la revision de historias clinicas, mientras que
la muestra se realizd por puncion de papulas o pustulas de pacientes con acné
inflamatorio, transportadas en medio Stuart al laboratorio y sembradas en agar Manitol
Salado, PEA (feniletilalcohol) y tioglicolato. Posteriormente los crecimientos de colonias
en los diferentes medios se identificaron por técnica de MALDI-TOF en busca de las dos
bacterias a investigarse: Propionibacterium acnes y Staphylococcus epidermidis.
Adicionalmente, se realiz6 antibiogramas para estos dos microorganismos con método de
Kirby Bauer y equipo VITEK2, respectivamente seleccionando los antibioticos de mayor
uso a nivel nacional. Los resultados fueron que 129 pacientes atendidos en el Hospital
General Enrique Garcés, solo el 13.18% (17pacientes) tuvieron una correcta prescripcion
para el manejo de su acné inflamatorio. Las bacterias asiladas en las lesiones dérmicas de
los pacientes acné vulgaris leve y moderado papulo-pustuloso fueron Propionibacterium
acnes en 62 muestras (48.6%) y Staphylococcus epidermidis en 54 muestras (41.86%),
también se demostro la coexistencia de estas dos bacterias en un 42.59% (23 pacientes). A
partir de su crecimiento se realizd antibiogramas de P. acnes resultando en resistencia a
clindamicina en un 37.10%, tetraciclina y minociclina en un 3.23%; mientras que para S.
epidermidis; eritromicina en el 68.52%, seguida por clindamicina y tetraciclina en el
42.59% y 40.74% respectivamente y la menor resistencia se registrd a oxacilina con el
29.63%.

El autor concluyo que el manejo del acné inflamatorio en el Ecuador no esta basado en
ningun protocolo o guia debido a falta de estudios en el pais. Las prevalencias de los
principales microorganismos implicados en el acné inflamatorio fueron:
Propionibacterium acnes en 48.6% Yy Staphylococcus epidermidis en 41.86%; similares a

las identificadas alrededor del mundo.1?
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En el afio 2014, Sharma R et al realizé el estudio de las “Actividades antibacterianas,
antioxidantes y citotoxicidad de las plantas contra Propionibacterium acnes” tuvieron el
objetivo de tratar dolencias de la piel tiene un fuerte apoyo en la tendencia actual del
descubrimiento de farmacos. Propionibacterium acnes, un patégeno anaerobico, juega un
papel importante en la aparicion de acné. Se realizdé la metodologia para evaluar las
actividades antimicrobianas y antioxidantes contra P acnes y los efectos cito toxicos de 48
plantas medicinales cultivadas en Sudéafrica. La dilucion de caldo y los métodos de
eliminacién de radicales DPPH se usaron para determinar actividades antibacterianas y
antioxidantes, respectivamente. Los resultados fueron los que se determind la
citotoxicidad en melanocitos de ratén (B16-F10). El extracto de corteza etandlica de
Acacia galpiniiBurtt Davy. (Leguminosae) exhibid la concentracion inhibitoria minima
mas baja de 62.5 pg / mL. La excelente actividad antioxidante fue mostrada por
Aspalathus linearis (Burm.f.) R.Dahlgren (Leguminosae), Combretum apiculatum Sond.
(Combretaceae), Harpephyllum caffrum Bernh. ex Krauss (Anacardiaceae) y Sclerocarya
birrea Hochst. (Anacardiaceae), con 50% de actividad de eliminacion de radicales (EC
50) en concentraciones que varian de 1.6 pg / mL a 3.5 pg / mL. Greyia sutherlandii
Hook. Y Harv. (Greyiaceae) también mostraron una buena actividad antioxidante con una
CE 50 valor de 7,9 £ 0,23 g / ml. A. linearis, G. sutherlandii y S.birrea mostré baja
toxicidad con 50% de viabilidad de las células (EC 50) a concentraciones de 125.09 +
0.71 pg/ mL, 107.85 + 1.53 pg / mL y 92.07 £ 0.09 pg / mL, respectivamente.

Los autores concluyeron que los extractos de A. linearis, G. sutherlandii y S. birrea
mostraron buenas actividades antibacterianas y antioxidantes y baja toxicidad. Por lo
tanto, estas plantas se pueden considerar como posibles agentes contra el acné y justifican

una investigacion adicional.

En el afio 2014, Barbosa. V et al realizo el estudio de “Evaluacion de la actividad
antibacteriana de aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. y propoleos tintura a la
bacteria que causa el acné Propionibacterium acnes”. Se determind el objetivo que el
acné es una enfermedad de la piel extremadamente comdn. Su patogénesis es
multifactorial, incluyendo hiperqueratinizacion folicular, hiperplasia  sebacea,

hipercolonizacién bacteriana. El Propionibacterium acnes tiene un papel en la respuesta
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inflamatoria en la patogenesis del acne. Los antibioticos representan una de las clases de
medicamentos utilizados en el tratamiento del acné. Sin embargo, las reacciones adversas
causadas por estos farmacos hacen que el tratamiento desagradable, ademas de los casos
reportados de resistencia bacteriana. Por este motivo, el uso de productos naturales ha
sido destacado en el area de dermatologia. Su método de estudio fue evaluar "in vitro" el
posible efecto antimicrobiano de aceite esencial de Rosmarinus officinalis y la tintura de
propdleos en la cepa de Propionibacterium acnes (ATCC 1969). El aceite esencial fue
extraido por la técnica de hidrodestilacién y se obtuvo el tinte de propodleo por
maceracion. El ensayo antimicrobiano fue realizado por la técnica de la dilucion en tubos.
El aceite fue probado en diferentes concentraciones, variando de 16% a 0,0625% vy el tinte
del 10% al 0,072312% los resultados fueron los que se observan en el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. El no mostr6 actividad antibacteriana frente a cepas de
Propionibacterium acnes. Los autores llegaron a la conclusion que el tinte de propoleo
tuvo accion en varias concentraciones, siendo la concentracion inhibitoria minima del
0,625%. 12

En el afio 2014, Jae-Suk. C et al realizo el estudio del “Actividad antibacteriana de los
Phlototannins  dieckol 'y Phlorofucofuroeckol-A de Ecklonia cava contra
Propionibacterium acnes”. El objetivo fue demostrar que el extracto de metanol del alga
marrén marina Ecklonia cava exhibe actividad antimicrobiana contra Propionibacterium
acnes. El método de estudio fue identificar los compuestos que confieren esta actividad
antimicrobiana, el extracto de metanol se fraccion6 usando cromatografia en columna de
gel de silice aumentando la polaridad del disolvente, y las actividades antimicrobianas de
cada fraccion se determinaron en términos de la concentracion inhibidora minima. Se
generaron fracciones de hexano, dietil éter, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, metanol
y agua, exhibiendo la fraccibn de acetona la mayor actividad antibacteriana
(concentracién inhibidora minima = 156 ug / ml). La fraccion de acetona se purifico
adicionalmente mediante cromatografia en columna Sephadex LH-20 y HPLC de fase
inversa usando una columna Alltima C18 con un HGradiente lineal 2 O-MeOH de 30 a
100%. Se eluyeron dos picos a 18,1 (P1) y 23,8 (P2) min, y ambos exhibieron una
marcada actividad antibacteriana (concentracion inhibitoria minima = 39 pg / ml para

ambos). Los resultados de las estructuras de estos compuestos se determinaron sobre la
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base de datos de resonancia magnética nuclear de 1 H y 13 C vy, a través de la
comparacion con los datos publicados, pueden ser los derivados de floroglucinol dieckol
(P1) y florofucofuroeckol-A (P2).

Este estudio concluyé que las florotaninas derivadas de E. cava tienen actividad
antimicrobiana contra P. acnes, por lo que pueden ser utiles como aditivos naturales en

cosméticos y productos farmacéuticos contra el acné. =2

En el afio 2013, Silva. F et al realiz6 el estudio de “Conocimiento popular y la actividad
antimicrobiana de Cydonia oblonga Miller (Rosaceae)”. Tuvieron el objetivo de
reconocer los diversos usos del marmolero en San Juan del Paraiso, asi como estudiar la
actividad antimicrobiana de esta planta. El estudio etnobotanica fue realizado por medio
de entrevistas aplicadas a los productores del marmolero. Su método de estudio fueron las
pruebas de actividad antimicrobiana se llevaron a cabo utilizando el método de difusion
en placa con discos empapados en concentraciones de 100, 200 y 400 mg / ml de la
decoccion de la fruta y las hojas del extracto crudo C. oblonga a prueba en seis bacterias.
Los resultados de este estudio etnobotanica reveld que el marmelo utilizado en el combate
a la diarrea, vomito e hipertension, también se utiliza como cicatrizante y antiséptico.
Como para el estudio antimicrobiano, solo el extracto crudo de las hojas inhibe
parcialmente el crecimiento de Streptococcus agalactiae.

Los autores concluyeron que a través de este trabajo que la decoccion de membrillo es
utilizada por la gente en la medicina tradicional y extracto crudo de las hojas afectadas

por el crecimiento de S. agalactiae.'*
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2.2 Base teorica
2.2.1 Propionibacterium acnes

El género Propionibacterium esta conformado por bacterias corineformes grampositivas,
inmoviles, no esporuladas, que se agrupan en empalizada o “letras chinas”. Las especies
mas significativas son P. acnes, P. granulosum y P. avidum. Crecen en forma 6ptima en
anaerobiosis a 35° C. Se encuentran en la piel, cavidad oral, tracto gastrointestinal y
urogenital. Se distinguen por la creacion de propionato y acetato como principales
metabolitos de la disminucion de la glucosa.®

Figura 1. Coloracion Gram Propionibacterium acnes

-

e

Fuente: Elaborado por los autores

En la piel, las propionibacterias habitan la superficie de las areas sebosas y los foliculos
pilosebaceos contribuyendo a mantener el ecosistema cutaneo saludable al ocupar un
nicho que, de otro modo, podria ser colonizado por microorganismos patdgenos. P.acnes
y P. granulosum son comunmente aislados en areas de la piel ricas en sebo (cabeza, pecho
y espalda) con reservorio en el foliculo pilosebaceo, mientras que P. avidum es localizado
principalmente en la axila. Si bien P. acnes predomina sobre otros constituyentes de la
microbiota normal en el foliculo pilosebaceo, coloniza sélo aproximadamente el 20% de
ellos. EI microorganismo aparece en la pubertad y alcanza aproximadamente 105 U.F.C.
14



(unidades formadoras de colonias) por foliculo. P. acnes produce varias enzimas
destacando proteasas, hialuronidasa, lipasa, fosfolipasa C, neuraminidasa, fosfatasa acida,
histamina y triptamina, que actuarian como factores de virulencia al promover la lisis
celular. El producto de las glandulas sebaceas holocrinas (sebo) se forma de triglicéridos y
acidos grasos. Se ha propuesto que los acidos grasos libres producidos por la actividad de
la lipasa de P. acnes sobre el sebo, contribuyen a la multiplicaciéon bacteriana y a la
colonizacidn del foliculo sebaceo. Los foliculos sebaceos pueden dilatarse por factores del
hospedero acumulédndose corneocitos descamados en forma anormal, dando origen a una
lesion denominada comeddn que es posteriormente invadido por P. acnes. La lipasa de P.
acnes hidroliza simultaneamente las posiciones a y 3 de los triglicéridos, produciendo
acidos grasos libres y glicerol. Esta enzima es estable y activa a pH entre 5y 8; si el pH es
menor que 5, la actividad de la lipasa es mas débil. Ademas, la lipasa aislada de cepas de
reciente aislamiento muestra una mayor actividad catalitica que aquella obtenida de
subcultivos. La actividad de esta lipasa puede ser inhibida por las tetraciclinas, macrélidos
y lincosamidas pero no por streptomicina, neomicina o penicilina G. La particular
composicion de la pared celular de las propionibacterias las hace resistentes a la
degradacion intracelular y ademas tiene un efecto estimulante hacia el sistema inmune.

Con respecto a su efecto inmunoestimulante se describen las siguientes propiedades:

Activacion y proliferacion de macrofagos en bazo, pulmones, higado y ndédulos

linfaticos.

- Incremento de la habilidad presentadora de antigenos de los macréfagos
induciendo una respuesta humoral, tanto de manera dependiente como
independiente de linfocitos T, aumentando significativamente los titulos de
anticuerpos al ser usado como adyuvante.

- Incremento en la actividad de las células NK (Ceélulas Killer).

- Induccion de solucion inmune celular, causando la elevacion en la fabricacion de

TNF e INF, incrementando la resistencia antivirica y antibacteriana.

- Actividad antitumoral reduciendo el crecimiento de tumores.

segun su intensidad e acne se clasifica en:
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Grado 1. Deja secuelas dilataciones foliculares y presencia de comedones

pequerios (barrillos o puntos negros).

- Grado Il. Hay lesiones pustulosas superficiales y presencia de comedones
(barrillos o puntos negros).

- Grado Ill. Presenta lesiones inflamatorias y pustulosas superficiales mas ondas y
presencia de comedones). Dejan manchas hiperpigmentadas y cicatrices
superficiales eventuales.

- Grado IV. La presencia de cicatrices sugiere la existencia de episodios anteriores
de acné grave, y su presencia puede justificar aplicar un tratamiento mas agresivo
para evitar su aparicion en el futuro. Hay lesiones quisticas con una intensa
infeccion secundaria, cicatrizacion consecutiva y trayectos fistulosos . Asi, antes
de instaurar un tratamiento, hay que evaluar las secuelas y el impacto psicoldgicas
del acné.

La comedogénesis, una anormalidad en el proceso de descamacion de los corneocitos
foliculares en los conductos de los foliculos sebaceos, es un hecho central en la
enfermedad del acné. La comedogénesis comienza con la expansion de los foliculos
sebaceos como resultado de la acumulacion de los corneocitos descamados en una
apariencia rara. Se denomina comedogénesis porque se forma un microcomedon, lesion
precursora microscopica, clinicamente inaparente. EI microcomeddn evoluciona hacia una
lesion clinicamente aparente, no inflamatoria tales como el comedon abierto o punto
negro, o bien, punto blanco o comeddn cerrado.®

Figura 2. Comeddn. Izquierda microcomedon, centro comedon abierto, derecha comeddn

cerrado.

Fuente: James, (1995).16
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Los foliculos sebaceos conteniendo microcomedones, proveen un medio anaerobico rico en
lipidos en el cual Propionibacterium acnes se multiplica. La proliferacion de Propionibacterium
acnes es el resultado directo o indirecto de la inflamacion. Produciendo una lipasa extracelular
que hidroliza los triglicéridos de &cidos grasos libres y sebo a glicerol; el glicerol es usado por él,
como un sustrato de crecimiento, y los acidos grasos tienen propiedades proinflamatorias y
comedogénicas P. acnes también libera factores quimiotacticos, los cuales atraen neutréfilos al
lumen folicular. La ingestion de P. acnes por los neutrofilos al interior del foliculo, produce la

liberacion de enzimas hidroliticas intracelulares, pero no la muerte de la bacteria.

Con la ruptura del epitelio folicular, lipidos sebaceos, pelos, P. acnes y células epiteliales
cornificadas son vaciados en la dermis, provocando inflamacién. Los lipidos, pelos y células
cornificadas producen una reaccién no inmune, tipo cuerpo extrafio asociada primero con células
mononucleares y mas tarde con macréfagos y células gigantes. P. acnes activa la via clasica y la
via alterna del complemento y se produce un factor quimiotactico de neutrofilos derivados de C5
(C5 a), mientras que simultdneamente aumenta la liberacion de enzimas hidroliticas desde

neutrofilos.

Varias enzimas extracelulares producidas por el P. acnes, tales como hialuronidasas y proteasas
pueden ser también importantes en la inflamacién asociada con el acné. La ruptura folicular y la
expansion de la marcha inflamatoria dentro de las profundidades de la dermis resultan en el acne
vulgar la formacion de lesiones inflamatorias: pustulas, nédulos y papulas.t®

Figura 3. Progresion de las lesiones en acné. A: foliculo normal; B: comedon abierto

(punto negro); C: comedon cerrado (punto blanco); D: papula; E: pustula.

9

Fuente: Russell, (2000).Y7
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Tabla 1. Grado de severidad de lesiones de acné inflamatorio

Severidad Papulas/pustulas Nodulos
Leve Pocas o varias No
Moderado Varias a muchas Pocos a varios
Severo Numerosas y/o extensas Muchos

Fuente: Cruz, (2010).1°

Asimismo, los pacientes que padecen con acné presentan una concentracion
significativamente méas baja de acido linoleico en los lipidos del area de la piel que los
individuos sin acné. En otras palabras, a medida que la secrecion sebacea aumenta, existe
una correspondiente al poco contenido de &cido linoleico de los ésteres de la cera,
triglicéridos y acidos grasos libres de los lipidos superficiales. El papel esencial del acido
linoleico es la mantencion de la integridad y funcion del estrato corneo; y también

probablemente del epitelio folicular.

Existe una disminucion de las ceramidas lo que conduce a una alteracion de la barrera del
agua en el estrato cérneo. El colesterol también esta disminuido, produciendo de esta
manera una mayor adhesion de los corneocitos. En personas con acné la secrecion sebacea
es alta y la concentracion de linoleato es consecuentemente baja; por lo tanto, la mezcla
de lipidos que rodean el epitelio folicular es deficiente en acidos grasos esenciales. El

escualeno y los &cidos grasos libres tienen propiedades comedogénicas.®
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Figura 4. Patogenia del acné vulgar.
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Fuente: Gonzalez-Serva (1996). 8

La tipificacién de P. acnes puede ser subdividido en 5 biotipos y en 2 serotipos. La
division en biotipos (I, Il, 111, IV o V) estd basada en la fermentacion de tres azucares:
ribosa, eritritol y sorbitol. La clasificacidn en serotipos se determina por la identificacion
de la galactosa en la pared celular de las bacterias. El serotipo | tiene galactosa y el

serotipo Il carece de ella.
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Los biotipos I y Il pertenecen a los serotipos | o Il de P. acnes, mientras que los biotipos
I, IV 'y V pertenecen al serotipo | de P. acnes (Tabla 3).
Tabla 2. Biotipificacién de P. acnes, basado en el test de fermentacion de azlcares.

Biotipo Ribosa Eritritol Sorbitol
I + + +
II - + -
III + - i
v + - -
v o - -

Fuente: Cruz, (2010).1°

Tabla 3. Relacién entre biotipos y serotipos de P. acnes, basado en la deteccion de

galactosa en la pared celular.

Serotipo I galactosa (+) Biotipo I
Biotipo II
Biotipo III
Biotipo IV
Biotipo V

Serotipo II galactosa (-) Biotipo I
Biotipo II

Fuente: Cruz, (2010).1

Estudios que sefialan que la efectividad de la lipasa de Propionibacterium acnes estaria
influenciada por el biotipo de la bacteria. El biotipo Il es aislado de lesiones mas severas
de acné que otros biotipos. También se ha reconocido que un cambio proporcional en la
actividad de la lipasa de P. acnes se relaciona con un aumento tanto de las colonias de P.
acnes como del grado de las afecciones de los individuos con acné y ademas, las mas

fuertes actividades de lipasa fueron vistas en el biotipo 111 de P. acnes.*®
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Susceptibilidad antimicrobiana de P. acnes. Como consecuencia de la compleja
patogenia, no existe un tratamiento habitual del acné. Se debe tener en cuenta el estadio
del acné y el nivel de gravedad, junto con los factores individuales. Los objetivos
terapéuticos son las alteraciones de la queratinizacion y los comedones, la seborrea y la
colonizacion bacteriana del foliculo, junto con la inflamacién, para lo cual se emplean dos
tipos de medicamentos: antimicrobianos y drogas anticomedogénicas. Los
antimicrobianos que han demostrado mayor actividad contra P. acnes son las tetraciclinas
y los macrélidos, tanto por su actividad bactericida como inmunomoduladora. En cuanto a
las terapias tdpicas, ademas de sus propiedades bactericidas, el peroxido de benzoilo
muestra una marcada actividad queratolitica y promueve el recambio de las células
epiteliales por lo que es, desde hace varios afios, uno de los farmacos méas usados para
controlar el acné. El uso de antibi6ticos comunes es efectivo para tratar el acné vulgar
inflamatorio; clindamicina y eritromicina son los agentes mas comunmente usados. En el
tratamiento sistémico, los antibidticos mas usados son las tetraciclinas y la eritromicina.
Tienen una accién antiinflamatoria, disminuyen el contenido de &cidos grasos libres del
sebo, mediante la inhibicion de la formacion de la lipasa de P. acnhes o bien por sus
efectos bacteriostaticos.

Lincomicina y clindamicina también podrian inhibir la lipasa de P. acnes con pequefios
efectos sobre su crecimiento. Resistencia antimicrobiana de P. acnes. En los ultimos 20
afios ha habido un aumento significativo en la resistencia antimicrobiana de cepas de P.
acnés, incrementando desde 20% en 1978 a 62% en 1996. La resistencia ha afectado
especialmente a clindamicina, eritromicina, doxiciclina, tetraciclina y trimetoprim;
aunque la resistencia a minociclina es menor. Un estudio europeo sobre la susceptibilidad
a antibidticos de P. acnes encontrd 2,6% de cepas resistentes a tetraciclina, 15,1% a
clindamicina y 17,1% a eritromicina, no observando resistencia a linezolid,

benzylpenicilina o vancomicina. 1°

Estos altimos antimicrobianos son activos contra P. acnes, pero su uso esta indicado en
infecciones severas post quirtrgicas o septicemias, en casos de alergia a otros antibidticos,
0 en casos de resistencia a otros antimicrobianos. Ademas, linezolid y vancomicina son de

administracion parenteral. Las cepas de P. acnes persistentes a eritromicina han sido
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clasificadas en cuatro categorias fenotipicas basandose en sus pasos de persistencia a los
lincosamidas, macrdlidos y estreptogramina B (MLSB). EI mecanismo mas frecuente de
resistencia son las mutaciones en distintos sitios del gen que codifica la region peptidil
transferasa del dominio V de la subunidad 23S del ARNr. Una transicion 2058 A-G,
determind la emergencia de cepas fuertemente persistentes a eritromicina y resistencia
variable a otros macrdlidos y clindamicina (fenotipo 1), mientras que la transicién 2057
G-A esta asociada con un bajo nivel de persistencia a eritromicina (fenotipo Il1). Por su
parte, la transicion 2059 A-G est& agrupada con un elevado nivel de persistencia a todos
los macrolidos y elevada pero variable persistencia a clindamicina (fenotipo V). Respecto
a la resistencia a tetraciclinas de P. acnés se ha determinado que la transicion G-C,
equivalente a la base 1058 de Escherichia cori, en la subunidad 16S del ARNTr, es

responsable de la resistencia clinica a este antimicrobiano.®

A veces persisten hasta los 25 afios y mas, obligando a buscar causas hormonales,
vitaminas (complejo B) o la ingesta de halégenos u otros medicamentos, entre ellos
corticosteroides, antidepresivos, anticonvulsivos, antivirales, antipsicoticos, litio,

isoniazida, ciclosporina y azatioprina.

- El acné conglobata. Las lesiones afectan en el cuello, cara y estan muy esparcidas
en el tronco, donde son mas ondas; predominio de grandes quistes, hay comedones
dobles, abscesos y nddulos. Es un organismo cronico que puede permanecer
incluso entre los 40 a 50 afos.

- La variedad queloidea. Muestra cicatrices queloides o hipertroficas; afectando la
region esternal con mayor frecuencia.

- El acné fulminans. Es una causa desconocida de una variedad de ulcerosas raras,
casi exclusivas en varones con antecedentes de acné presentando una exacerbacion
fulminante; en tronco y cara presenta lesiones costrosas u ulceradas sobre lesiones
del nédulo quistico. En el medio de los individuos tratados hay artralgias y
mialgias, con disminucion de peso y fiebre, leucocitosis, anemia y una elevacion
de la sedimentacion eritrocitica; con alopecia, sinovitis, enfermedad de Crohn y

eritema nudoso.
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Acné inverso. Se determina por la tétrada o triada de oclusion folicular: acné
conglobata, axilar y hidradenitis supurativa perineoglite, Foliculitis disecante de
quiste y piel cabelluda.

Acné neonatal e infantil. Es comdn en hombres; también se observa en los recién
nacidos y aparece durante los primeros dias del nacimiento. Relacionandose con la
glandula suprarrenal fetal exageradamente grande, que desarrolla una gran
cantidad de dehidroepiandrostenediona (DHEA). Se observan papulas, comedones
cerrados y pustulas en la frente, mejillas y la nariz. Aln se desconoce el motivo
del acné infantil; aparece entre los tres a seis meses de edad y es eliminado durante
los tres y cuatro afios de edad.

Acné androgénico. Es resultado de la productividad masiva de andrdgenos por
alteraciones endocrinas y ovarios poliquisticos (sindrome de Stein-Leventhal),
como el sindrome de Cushing; normalmente se representa por el sindrome
SAHA).

Acné excoriado de las jovenes. inducido por neurosis y caracteristico de las
mujeres. Hay unos cuantas papulas y comedones que al ser manipulados dejan
costras, cicatrices y excoriaciones. Dermatosis acneiformes. Ocurre por contacto
directo, y recibe el nombre de los siguientes productos: acné por detergente,

pomada, estival, mecanico, por cremas y fotoprotectores, acné cosmético.

a) Diagnostico.

El diagnostico del acné en la adolescencia en general es facil, las lesiones presentes

son comedones abiertos o cerrados, pustulas, nodulos, papulas y en los casos mas

severos abscesos y fistulas localizados en la cara, espalda y pecho. Suele acompafiarse

de seborrea. Su tratamiento empieza con anamnesis previa, su efectividad, cambios en

las lesiones, su duracién, sus productos y medicamentos quimicos y la aceptacion que

tenga en los adolescentes. En la evaluacion del acné, se observa cuatro puntos basicos:

gravedad, extension, factores asociados y tipo de lesion.*®
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b) Diagnostico diferencial.

Usualmente el acné no presenta dificultad diagnostica. No obstante, algunas veces, en

otros casos clinicos genera dificultades de diferentes afecciones, algunas mas comunes

en la vida cotidiana. Suelen presentarse asi:

Rosacea. Se observa con mas frecuencia en pacientes de la segunda y tercera
edad, muestra piel clara, con mas incidencia en las mujeres. Usualmente, no hay
comedones. Es una inflamacion centro facial con el desarrollo paralelo de
telangiectasias, papulas y pustulas, prosiguiendo un proceso de desarrollo crénico,
en el que relevan tiempos de complicacion e indicacion. Se observa un edema que
persiste, especialmente en el entrecejo y las mejillas casualmente producido por
una malformacion subyacente de los linfaticos. También se muestra como un
componente ocular que conforma manifestaciones mayores y menores. Prevalece
poco en las mujeres a diferencia que en los hombres que presentan un elevado
indice de dichas afecciones, en las etapas finales de la patologia se forma un
rinoforma.

Dermatitis seborreica. Se observan inflamaciones en la zona del pecho, las
axilas, espalda, ingle y en el cabello. Se ven lesiones eritematoso escamosas,
algunas papulas en la frente y en los pliegues naso labiales. Es normal el hallazgo
de P. ovale. No hay comedones. Sicosis de la barba es una patologia poco
frecuente, se observa en afrocaribefios. Una de sus caracteristicas es la aparicion
de pustulas y papulas de en el area de la barbilla, con tendencia a que sea cronico,
pocas veces dejan cicatrices hipertréficas.*®

Elastoidosis de comedones y quistes. Se localizan en las regiones de la cara
expuesta por el sol. Es un similar de la ““elastoidosis actinica senil””. ataca
preferentemente a adultos varones. Hay aparicién de comedones abiertos, se
forman grupos, junto con pequefios quistes. la afeccion se produce por las altas
elastasas solar de esos lugares.

Quistes de millium. Se muestran pequefias lesiones blanguecinas, principalmente
en el area infraorbital y los parpados. La milia no crece hacia lesiones

inflamatorias. los comedones cerrados, que comunmente son confundidos, no
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acompafian a los fendmenos inflamatorios, salvo en el suceso de que sean

controlados.

¢) Tratamiento.
Entre los principales lineamientos que deben tenerse en cuenta al tratar un paciente con
acné incluyen:

- Armonica relacion médico-paciente.

- Conocimientos de los factores etiopatogénicos involucrados.

- Clasificacidn clinica correcta

d) Medidas generales.

- Lavado diario con agua tibia y jabon de preferencia neutro, tres veces al dia.

- Evitar inflamacién y traumatismo, ya que podrian dafiar los comedones existentes
y generar un acne inflamatorio.

- Usualmente hay que prohibir la utilizacién de los siguientes productos: lanolina,
vaselina, etc.

- Evitar la exposicion topica-cronica de productos industriales que contienen aceites
insolubles, hidrocarburos, halogenados y alquitran.

- No apretar los granos inmaduros ya que pueden provocarse lesiones cicatrizales

permanentes

e) Tratamiento topico del acné.
El acné puede ser tratado de diferentes formas, también son tratadas como monoterapia o
en combinacion de uno o mas medicamentos, de acuerdo a la prolongacién y el acuerdo
de la persona que padece acné. Para la administracion tépica de los medicamentos se ven

usualmente antimicrobianos y retinoides.
f) Terapia ambulatoria.

Con respecto a esta terapia piedra angular del manejo racional del acne, preconizamos el

uso de terapia combinada a la busqueda del sinergismo terapéutico.
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g) Tratamiento sistémico para el acne.
Antibioticos.

- Ciclinas: Son antibidticos de primera elecciébn que deben usarse para el
tratamiento del acné papulo pustuloso extenso y moderado. Existen tetraciclinas
de las dos primeras generaciones. En el primer grupo vemos la doxiciclina,
tetraciclinas HCL, minociclina y las oxitetraciclinas. En pocas palabras, tanto la
minociclina, doxiciclina y la limeciclina, ofrecen bienestar para su dosis debido

que su administracién es de una dosis al dia y eso evita los efectos adversos.

- Doxiciclina: Su forma de atacar a la bacteria es reduciendo la densidad de lipasa
de P. acnes y disminuyendo los niveles de acidos grasos en el foliculo. Controla,
la solucion inflamatoria del paciente, mediante la inhibicion de varias citocinas y
proteinasas, incluyendo la MMP-13, MMP-8, 1la interleucina 1§, la MMP-9 vy el
FNT-a.

Dosis: La doxiciclina de 100 mg al dia es recomendada una vez al dia ya que su

elevada liposolubilidad favorece a la unidad pilo-sebacea en la biodisponibilidad.

Efectos Secundarios: Se reportaron algunas reacciones con dosis de 100 mg al dia.
La administracion después de comida y agua, reduce los efectos gastrointestinales
no deseables. Los efectos no deseables mas recalcados de la doxiciclina son los
desordenes gastrointestinales, principalmente la esofagitis erosiva que genera al
ingerir la dosis con el estbmago limpio y sin agua, principalmente en los horarios
nocturnos. Los datos sobre fotosensibilidad se han agrupado al uso de doxiciclina
y residen en eritema posinflamatorio y foto-onicdlisis, hiperpigmentacion;

dependiendo de las dosis, el tipo de epidermis y la magnitud de la luz ultravioleta.
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- Minaociclina: es un farmaco de mayor efectividad para el acné. Tiene un buen
grado de efectividad en el acné vulgar moderado, no es recomendable como
primera alternativa de tratamiento por el peligro de efectos adversos graves.

Dosis: la dosis segun farmacopea es de 100 mg, pero las indicaciones terapéuticas
pueden variar, pero en algunos casos se les suben a 200 mg al dia, si fuera
necesario. La minociclina tiene las siguientes presentaciones que son:

* Liberacidn retardada: 1 mg/kg al dia.

*Liberacion inmediata: 50 a 100 mg, una o dos veces al dia.

Efectos secundarios: Produce importantes efectos adversos que no son comunes,
pero debido a su cronicidad deben ser tomados en cuenta a la hora de brindar el
diagnostico. Entre ellos esta: el sindrome de tipo lupus, mas frecuente que con las
otras tetraciclinas que aumenta, al igual que la pigmentacion, con la dosis
excesiva; artritis, hepatitis auto inmunitaria, poliarteritis nudosa Yy tiroiditis;
fotosensibilidad, foto-onicolisis, los dientes toman una coloracién y el sindrome de

Stevens-Johnson.®

2.2.2 Cydonia oblonga (Membrillo)

El membrillero es originario de Persia y el Mar Caspio, siendo cultivado desde la
antigliedad 4.000 a.C. en Babilonia. EI nombre cientifico proviene de la ciudad de Cydon
en Creta; los griegos dedicaban este fruto a Venus ofreciéndolo como simbolo de
fertilidad, amor y fecundidad. Los Romanos continuaron con la misma creencia y
difundieron la costumbre de comer un membrillo entre los recién casados para buena
fortuna. Los arabes por su parte lo consumian de manera medicinal como laxante. Los
europeos aprecian esta fruta siempre y cuando se encuentre cocinada con azucar. En
Norteamérica no es muy conocida ya que sus cultivos no se reproducen por los calores del
verano. En Latinoamérica los cultivos de membrillo se dieron en favorables condiciones y
Argentina es el mayor productor de la zona. En la actualidad el membrillo es muy

utilizado como arbol ornamental.?°
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Figura 5. Frutos maduros de membrillo

Fuente: Elaborado por los autores

Caracteristicas organolépticas y nutricionales

La caracteristica de los membrillos dependerad de la variacion a la que pertenezca, por
ejemplo: existen dos grupos, el primero de frutos en forma redondeada (manzana-
membrillo) y la segunda que es de frutos alargados (pera-membrillo).

- Membrillo de Angers: fruto grueso, grande y resistente

- Membrillo de Fontenay: fruto grande pero no méas que el anterior, piel amarilla
verdosa y pulpa perfumada.

- Membrillo de Portugal: frutos grandes, piel amarillo oro, fragante.

- Membrillo de vrania: originario de Serbia, fruto grande de forma regular.

Membrillo naranja: originario de América, fruto grande y muy aromatico.?°
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Caracteristicas generales:

- Forma: Tiene forma muy parecida a la pera, en casi todos los casos, pero también
existen en formas ovaladas. Tamafio y peso: hay una longitud de hasta 7,5cm vy el

didmetro rodea desde los 85 a 95 milimetros. Su peso esta entre 200 a 250

gramos.’

a) Taxonomia
En la tabla 4. Descripcion taxonomica del membrillo.

Figura 6. Planta del membrillo

Fuente: Recolectado por los autores
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Tabla 4. Descripcion taxondémica del membrillo.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliophyta
Subclase Rosidae

Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia Spiraeoideae
Genero Cydonia
Especie C.oblonga

Fuente: Casaca, (2005).%

b) Composicion quimica

El membrillo posee un volumen alto de agua. El agua abarca en solucién a otras
sustancias como taninos, azucares, sales minerales, pigmentos, &cidos. El porcentaje
medio de agua oscila entre 80 a 86 %, varia segun el proceso de desarrollo.

Principalmente se consideran los membrillos una buena fuente de fibra y pueden
administrar cantidades eficientes de fosforo en la dieta diaria. De los azucares reductores,

en mayores componentes la fructosa, constituyendo el 80% del total de los azucares

presentes en el membrillo.”

30




Tabla 5. Composicion nutricional del membrillo fresco

(Composicion en 100 g de alimento.)

Constituyente Fruto fresco
Agua (9) 86,9
Proteina (g) 0,30
Grasa total (g) 0,10
Carbohidratos () 115
Fibra cruda (g) 1,30
Fibra dietética (g) 1,90
Cenizas (Q) 1,20
Calcio (mg) 9,00
Fosforo (mg) 29,0
Zinc (mg) 0,04
Hierro (mg) 0,70
Vitamina A (pg) 2,00
Riboflavina (mg) 0,07
Niacina (mg) 0,23
Vitamina C (mg) 12,5

Fuente: MINSA, Instituto Nacional de Salud (2009).23

¢) Usos e industrializacion

El membrillo es astringente, agrio y duro, no es recomendado consumirlo crudo, primero
tiene que ser azucarado Es utilizado para realizar mermelada, jalea, pudin y compota, o
puede cortarse para luego asarlo. Su agradable sabor hace que sea un suplemento para
agregar en minimas proporciones al pastel y a la mermelada de manzana, para mejora el

sabor.
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En la reposteria tradicional el dulce de membrillo es de primera importancia, asi como en
algunos paises de Latinoamérica. En Europa, se suavizan el gusto hundiéndolo antes en

agua de mar, haciendo que este resulte mas factible al consumidor.’

Variedades

Distinguen tres variedades:

- Cydonia vulgaris maliformis: Membrillo en forma de manzana, es casi globoso.

- Cydonia vulgaris lusitanica: Conocido como ~“Membrillo Potugal™’, tiene mas amplias
hojas que las otras variedades, ademas el fruto es méas grande.

- Cydonia vulgaris oblonga: Membrillo en forma de pera, tiene hojas oblongas y ovales, y

se encuentran por las zonas silvestres.

d) Produccion y comercio
A continuacidn, se detalla en la tabla 4, la produccion de membrillo entre los afios 2006 a
2009 a nivel nacional, y en la figura 2 se puede apreciar que es en el departamento de

Lima donde hay una mayor produccién, seguido de La Libertad.”

Figura 7. Principales departamentos productores de membrillo para el afio 2009

Ancash
Tacna 3%
1%
Moquegua
4%

Ayacucho _yyancavelica
, 3%

_-la Liberta
: 15%

Lambayeque
1%

Fuente: INEI-(2010).%
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e) Productos producidos por el membrillo

- Pasta de membrillo: Es un postre de color &mbar con un rico gusto a fruta, su técnica fue
utilizada para conservar el membrillo mas tiempo.

- Jalea de membrillo: Elaborado a base del zumo de la fruta hervida, se le adiciona azucar
y se reposa hasta la obtencion de una mezcla consistente.

- Mermelada de membrillo: Obtenida por la extraccion del jugo al que se adiciona azucar
0 edulcorante hasta la obtencion de una consistencia pastosa.

- Dulce de membrillo: obtenido por la ebullicion de la pasta a la que se le adiciona azUcar
0 endulzantes hasta llegar a obtencién de una mezcla que luego de enfriarse tendra una

solidez dura.?
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2.3

Definicion de términos basicos

Antibacteriano: Sirve para combatir las infecciones causadas por bacterias.?®
Antiflogistico: Farmaco que contrarresta la inflamacion y la fiebre.?*

Agar Sangre: El agar sangre es una combinacion de un agar base (agar nutritivo)
con el agregado de 5 % de sangre ovina, también puede usarse sangre humana,
para cultivos en una placa de Agar.?®

Bacteria: Division del reino procaryotae, que engloba todos los microorganismos
procariontes excepto las algas verde — azuladas.?®

Bactericida: Que destruye bacterias.?®

Cepas: Es una poblacién de células homogéneas, o clones, que deriva de la
imitacion de una célula inicial Unica, aislada y seleccionada. También se refiere de
colonias puras de bacterias a las cepas.?®

Cultivo: Es un método para la multiplicacion de microorganismos brindandoles un
medio optimo el proceso deseado.?®

Efecto antibacteriano in vitro: Es un proceso donde determinamos la efectividad
antibacteriana en solucién y la susceptibilidad de un microorganismo en
concentraciones conocidas de un medicamento.?

Extracto: sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u otra
cosa para diversos procedimientos.?

Gram positivas: Se denominan bacterias Gram-positivas 0 Gram positivas,
aquellas bacterias que se tifien de violeta o azul oscuro por la técnica de tincion de
Gram.?®

In vitro: Es una practica para realizar un experimento en tubos de ensayo, en un
ambiente estéril y controlado de un organismo vivo.?

Tincion de Gram o coloracion Gram: Es una técnica de tincion, muy empleado
en el area de microbiologia para la visualizacion, identificacion y analizacién

de microorganismos.?®
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2.4 Hipotesis

2.4.1. Hipotesis general

- El extracto hidroalcohtlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga.
(Membrillo) tiene actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de

Propionibacterium acnes.

2.4.2. Hipotesis especificos

- Tiene efecto el extracto hidroalcoholico de la semilla y cascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) al 10% frente a cepas de Propionibacterium acnes.

- Tiene efecto el extracto hidroalcohdlico de la semilla y céascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) al 20% frente a cepas de Propionibacterium acnes.

- Tiene efecto el extracto hidroalcoholico de la semilla y cascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) al 40% frente a cepas de Propionibacterium acnes.

- Tiene metabolitos activos la Cydonia oblonga (Membirillo).
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3

3.1

3.2

3.3

METODOLOGIA

Tipo de investigacion.
- Experimental: Porque los estudios en los que el equipo investigador asigna el factor de

estudio y lo controla de forma deliberada para la realizacién de la investigacion, segin un

plan preestablecido. 26

- Prospectivo: Porque aquellos estudios cuyo inicio es anterior a los hechos estudiados, de

forma que los datos se recogen a medida que van sucediendo. 26

- Longitudinal: Porque los estudios en los que existe un lapso de tiempo entre las distintas
variables que se evaltan, de forma que puede establecerse una secuencia temporal entre

ellas.?®

Nivel de investigacion

Nivel explicativo, porque generan respuestas a la relacién causa-efecto.?’

Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion sera de tipo experimental in vitro (Porque se evalGa un
fendmeno dado introduciendo elementos que pueden modificar el comportamiento de las
variables en estudio, los que fueron medidos en determinados momentos).

El ensayo in vitro, se realizard bajo condiciones fitoquimicas controladas, manteniendo
siempre el control de muchos factores entre ellos la esterilizacién de los materiales
utilizados en los diferentes ensayos realizados para dar mayor seguridad en la
investigacion:

- Esterilizacion del laboratorio antes y después de las pruebas realizadas.

- Vestimenta apropiada para el manejo adecuado de la investigacion y de nuestra
seguridad.

- Medios de cultivo con pH adecuado para no tener interferencia en los resultados.

- Auto clavado de los medios de cultivo, cloruro de sodio 0.9 % y de los materiales
utilizados antes, durante y después de las pruebas realizadas, para no crear falsos
positivos.

- Conservacion de los medios y de las cepas bacterianas en refrigeracion optima.

- Siembra del cultivo en condiciones de esterilidad para no crear, interferencias en

el trabajo.
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- Incubacion de las placas y bacterias de tubos en incubadoras a 37° C por 24 horas.

La distribucion del grupo en estudio sera el siguiente esquema:
Grupo Experimental: 3 probetas conteniendo el extracto hidroalcohélico de semilla y
cascara de la Cydonia oblonga (Membrillo), a concentraciones (10% 20% 40%).

- Grupo Control Positivo: Doxiciclina y Tetraciclina.

- Grupo Control Negativo: agua destilada.

- Las pruebas méas utilizadas se basan en la actividad in vitro del microorganismo,
aislado de una muestra bioldgica, esto nos permite seleccionar el compuesto mas
adecuado para el tratamiento de wuna infeccion bacteriana con distintas
concentraciones en estudio y los antimicrobiano como control positivo Se

determinaron por medicion directa del halo de inhibicién (mm).

3.4 Area de estudio

- El 4rea de estudio de la presente investigacion se realizé en el laboratorio de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Maria Auxiliadora.

3.5 Poblacién y muestra
La unidad de analisis estuvo conformada por los pocillos embebidos del extracto
hidroalcoholico de semilla y céscara de la Cydonia oblonga (Membrillo), colocados en
placas de Petri con cultivos de cepas de: Propionibacterium acnes ATCC 11827 en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad

Maria Auxiliadora.

3.5.1 Poblacion microbiologica.
La poblacién estuvo conformada por 01 cultivo (liquido y solido) de la bacteria
Propionibacterium acnes ATCC 11827 al mismo que se les hicieron los ensayos con
diferentes concentraciones del extracto vegetal en estudio obtenidos. Estuvo conformado
por el nimero de colonias que se emplearon para la preparacion del inoculo bacteriano,

que oscilo entre un grupo de colonias de tamafio y morfologia similar. (\Véase anexo)
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3.5.2 Muestra bioldgica.

3.5.1

Especificaciones de la muestra bioldgica esta tipificada como cepas anaerobias

Gram positiva.

Nombre del Microorganismo: Propionibacterium acnes

NUmero de catalogo: 0419

NUmero de lote: 419-158**
Numero de referencia: ATCC 11827 de la marca Microbiolégicas ®

Otorgado por Genlab del Peri S.A.C.
Conservado en el area de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Biogquimica
de la Universidad Maria Auxiliadora (Véase anexo).

Criterios de Inclusion

3.5.2

Las bacterias son morfolégicamente iguales. Solo se empled bacterias de cepas recientes.

Criterios de Exclusién

Las bacterias no fueron morfoldgicamente iguales. Cepas que presentd contaminantes.

Variables y Operacionalizacion de variables

VARIABLE TIPO ESCALA INDICADORES INDICE
INDEPENDIENTE
Cydonia oblonga Actlia
(Membrillo) Cualitativa Nominal Extracto
No Actla
DEPENDIENTE
Actividad Sensibilidad
Antibacteriana In
Vitro del extracto Moderada S.
hidroalcohdlico
Cuantitativa Ordinal Halo Inhibitorio | Resistencia
frente
Propionibacterium
acneés
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3.7

Instrumentos de recoleccion de datos
Los instrumentos de recoleccion de datos que se realizd, se sustentd con las tablas que se

encuentran en el anexo. (VVéase anexo).

3.8 Validacion de los instrumentos de recoleccion de datos

3.9

Los instrumentos fueron validados por un juicio de expertos. (Véase anexo)

Procedimiento de recoleccion de datos.

3.9.1 Procedimiento para recoleccion del extracto vegetal.

3.9.1.1 Recoleccion de la Muestra vegetal.

Los residuos de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) fueron recolectados
de las plantaciones del Distrito de Antioquia es uno de los treinta distritos de la provincia
de Huarochiri, Departamento de Lima, tomandose en cuenta los criterios de inclusién y
exclusion. (Véase anexo)

3.9.1.2 Identificacion de la muestra vegetal.

La identificacion de la muestra vegetal se realizd en el Museo de Historia Natural de la
UNMSM. (Véase anexo)

3.9.1.3 Molienda de la muestra vegetal.

Una vez identificada, seleccionada y seca de la muestra en estudio, se utilizd un molino
manual, con la cual se obtuvo una muestra pulverizada homogénea, lo cual fue depositada
en un recipiente para su conservacion en el Laboratorio de fitoquimica de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Maria Auxiliadora.

3.9.1.4 Obtencion del extracto hidroalcohdlico.

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo por maceracion de la muestra con etanol (70%),
durante 7 dias.

Para la extraccion del extracto hidroalcohdlico, fueron macerados 270 gramos de la
muestra vegetal pulverizada en 1500 ml de etanol (70%), durante 7 dias. La concentracion
del extracto se realizd en 2 recipientes de vidrio &mbar de 1L en constante agitacion.
Luego se procedid a filtrar el macerado para eliminar las impurezas y se utilizé una estufa
para la evaporacion a sequedad a una temperatura de 40°C por espacio de 6 a 7 dias

aproximadamente.?®
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Grafico 8. Obtencidn del extracto hidroalcohélico de los residuos del membrillo
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Fuente: Elaborado por los autores

Actividad antibacteriana in vitro

Los indculos bacterianos se prepararon de acuerdo a las indicaciones establecidas por el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), tomando entre 3—4 colonias
bien diferenciadas y morfoldgicamente similares de las bacterias previamente sembradas
en placas Petri con el agar especifico, y luego suspendiéndolas en tubos de ensayo en

caldo homélogo estéril, para P. acnes empleando MH, LB y TSA, respectivamente.

Para el aislamiento de Propionibacterium acnes se procedio a realizar un cultivo en medio
diferencial de Muller Hilton donde crecieron colonias lactosa — positivas. Luego, estas

colonias se repicaron en medio de identificacion y diferencial de TSI, se incubaron a
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temperatura de 37°C por 24 horas, al cabo de este tiempo se realizo la lectura bioguimica

y otras pruebas complementarias como prueba de oxidasa y prueba de indol.

Preparacion extracto alcohdlico a partir de la cascara y semilla de Cydonia oblonga
(Membrillo).

Se recolecto en la zona de Antioquia por los propios investigadores.

La céscara y la semilla fue extraida del fruto la cual la c&scara se cortd en trocitos de 5
mm para que tenga un secado rapido y homogéneo,

Luego se procedio a secar la cascara y las semillas en una estufa a una temperatura de
40°C por 7 dias en constante observacion.

Se macero para obtener el compuesto activo mediante extraccion hidroalcohdlico. Para
ello se peso 270 g. de los residuos del membrillo pulverizado. El producto fue filtrado 3
veces, para luego obtener un extracto purificado. La solucién resultante fue llevada a
sequedad en una camara de secado al vacio a una presién reducida y a una temperatura de
40°C por 7 dias Muestras Secas del extracto fueron evaluados por una marcha
fitoquimica, posteriormente se guardd en refrigeracion a 2°C en frasco de vidrio color

ambar.
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Grafico 9. Flujo de la recoleccion
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Fuente: Elaborado por los autores

aerobios y anaerobios facultativos son: Difusion en agar (Kirby-Bauer)
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5. La preparacion de los discos de sensibilidad con Propionibacterium acnes Para la
realizacion de esta prueba se tomo6 5 mL. de extracto del Cydonia oblonga (Membrillo) Se
distribuyd en 30 viales estériles proporcionalmente para luego incorporar los discos de
papel Whatman N°1 de 6mm de didmetro. Luego de 10 a 20 minutos, los viales fueron
llevados a 37°C por 5 horas para su secado. Debido a la resistencia a antibioticos, debe
determinarse la sensibilidad a antibidticos de las bacterias aisladas de muestras clinicas.
Antibiogramas Técnica que permite demostrar la sensibilidad o resistencia de un

microorganismo a la accion de distintos antimicrobianos. Los principales métodos para




6. Determinacion de la sensibilidad antimicrobiana. Método de la difusion de agar (Kirby-
Bauer modificado)
Materiales
- Mecheros
- Asade colle
- Tubos con solucidn fisioldgica estéril
- Placas estériles
- Hisopos estériles
- Medio de cultivo de agar Mueller Hinton
- Pinzas metalicas
- Regla
- Discos con antimicrobianos
- Microorganismos de ensayo
- Patron de turbidez (Escala de Farland)
Dia 1 Preparacion de las placas con el medio de cultivo
Se vierte 25 a 30 mL de agar Mueller Hinton fundido en placas estériles de 100 mm de
didmetro para obtener una altura de 4mm. Para eliminar la humedad se colocan las placas

de 15 a 30 minutos en estufa de cultivo a 37°C.
7. Preparacion del inoculo

Se toma a 4 o 5 colonias bien aisladas y de igual morfologia de la placa de cultivo de 18 a
24 horas de incubacién, se introduce en 5mL de caldo tripteina soja. Si la turbidez
obtenida es la adecuada, no es necesario una incubacion posterior, caso contrario se
incuba a 37°C hasta lograr la turbidez del testigo, la que termina de ajustarse agregando
solucion fisiologica si es necesario. El testigo a usar corresponde al 0,5 de la escala de Mc
Farland. -Preparacion del medio Muller Hinton, asegurando un grosor del medio de 4
mm. EIl principio del método involucra el uso de una cantidad constante de
antimicrobianos en un reservorio (discos de papel) aplicados sobre la superficie del agar

en el cual se ha cultivado el microorganismo en cuestion.
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Este procedimiento es recomendado por CLSI (Clinical and Laboratory Standars Instituto)
(Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) y es el método descrito
de manera méas completa para el cual se han desarrollado tablas de interpretacion que estan
respaldadas por datos clinicos y de laboratorio. Es mas accesible y de uso comun en los
laboratorios de diagnostico clinico. Ha sido estandarizado para patdgenos de rapido

desarrollo:

8. Estandarizacion del in6culo

Estas placas luego fueron incubadas a 37°C por 24 horas, después del cual se realizaron la
lectura para investigar la presencia de los halos de inhibicién y la medicién del diametro
(mm) colocando una regla sobre el reverso de la placa y comparando con las tablas

estandarizadas

9. Elaboracion del extracto hidroalcoholico

Obtencion del extracto hidroalcohdlico Para la obtencidén de los principios activos se
empleara la técnica de maceracion en agua y alcohol 70%. En un envase estéril de vidrio
color &mbar se colocd en su interior 200 gramos de cascara secas cortadas con las semillas
secas pulverizadas de la Cydonia oblonga (Membrillo)

Luego se afiadié 750 mL. (alcohol de 70°) hasta que cubri6 por completo el contenido de
las cascara secas cortadas con las semillas secas pulverizadas de la Cydonia oblonga
(Membrillo) este frasco se agito tres veces por dia; después de 7 dias de maceracion se
filtré a través de doble papel de filtro Wathman N°4, posteriormente se procedio a la
evaporacion a sequedad en estufa a 37°C de temperatura, obteniéndose, de esta manera
los principios activos y se comprobo la esterilidad del extracto mediante la siembra en

agar.
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10. Caracterizacion del perfil fitoquimico

Identificacion de alcaloides

Reaccién de Dragendorff: Este reactivo (nitrato de bismuto yoduro de potasio)
da, con los alcaloides en solucién débilmente acidulada, precipitados de color rojo
0 anaranjado.

Reaccion de Mayer: Este reactivo da con casi todas las soluciones de alcaloides,
precipitados de color blanco, blanco amarillento o amarillo limén claro.

Reaccién de Popoff: V gotas de residuo acidificado + gotas de reactivo

Reaccion de Wagner: Concentrado de alcaloide se agrega 1 mL de reactivo de
Wagner dando un precipitado marron que indica un resultado positivo. (Véase

anexo)

Identificacion de flavonoides

Reaccion de Shinoda: a la muestra problema se agregé un trozo de cinta de
magnesio seguido por gotas de HCL cc, las coloraciones roja (flavonas), roja a
crimson (flavonoides), crimson a magenta y algunas veces azul o verde son
consideradas positivas.

El cloruro de aluminio o tricloruro de aluminio (AICI3): es una sal binaria
formada por aluminio y cloro. En algunas ocasiones se presenta como un polvo
amarillo debido a que presenta impurezas a causa de la presencia de cloruro de

hierro (I11). (Véase anexo)
Identificacion de fenoles
Reaccion con tricloruro férrico (FECL3): presenta coloracion frente a cualquier

compuesto fenodlico, la aparicion de un color verde sugiere la presencia de un

derivado de catecol y de un color azul de un derivado pirogalol. (\Véase anexo)
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- ldentificacién de taninos

Reaccion de gelatina: Se preparé una mezcla de solucion de NaCl 5% con
solucién de gelatina 1% y se agregd una porcion del extracto. Un precipitado es

indicativo de la presencia de taninos. (Véase anexo)

3.10 Componente bioético

Se procedio a trabajar con las normas de Helsinki a nivel experimental, respetando todos
sus pasos, nos comprometimos en ejecutar el experimento ya expresado con las normas ya

establecidas.

3.11 Procesamiento y analisis de datos

El procedimiento de analisis de datos con respecto al estudio la variable obtenida se
realiz6 mediante software estadistico SPSS 21.0 para Windows y Minitab version en
espanol, los cuales nos permitid elaborar cuadros de distribucion de frecuencia, graficos y

calcular los datos estadisticos necesarios para el estudio.
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4 RESULTADOS

Comprobacion de hipotesis
Segun los resultados se presenta la interpretacion de acuerdo a cada una de las hipotesis
formuladas.

Tabla 6: Analisis de diferencias de promedios

(1) tratamiento (J) tratamiento Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
blanco dox -15,200" 1,476 ,000 -19,77 -10,63
tetra -15,800" 1,476 ,000 -20,37 -11,23
10% -9,400 1,476 ,000 -13,97 -4,83
20% -10,800" 1,476 ,000 -15,37 -6,23
40% -13,400" 1,476 ,000 -17,97 -8,83

Fuente: Elaborado por los autores
Hipotesis especifica 1
Ho: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) al 10%
no tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.
Hi: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) al 10%

tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.

Dado que el valor de la significancia (0) es menor a 0,05. Se rechaza la hipotesis nula
manteniendo la hipotesis alterna la cual sefiala que el extracto hidroalcoholico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) al 10% posee actividad antibacteriana contra las cepas

de Propionibacterium acnes.

Hipotesis especifica 2

Ho: El extracto hidroalcoholico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) al 20%
no tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.

Hi: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) al 20%

tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.

Dado que el valor de la significancia (0) es menor a 0,05. Se rechaza la hipotesis nula

manteniendo la hipdtesis alterna la cual sefiala que el extracto hidroalcoholico de la semilla y
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cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) al 20% posee actividad antibacteriana contra las cepas

de Propionibacterium acnes.

Hipotesis especifica 3

Ho: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) al 40%
no tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.

Hi: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membirillo) al 40%

tiene efecto antibacteriano contra las cepas de Propionibacterium acnes.

Dado que el valor de la significancia (0) es menor a 0,05. Se rechaza la hipotesis nula
manteniendo la hipotesis alterna la cual sefiala que el extracto hidroalcoholico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) al 40% posee actividad antibacteriana contra las cepas

de Propionibacterium acnes.

Hipotesis especifica 4
Ho: No presenta metabolitos activos la especie vegetal Cydonia oblonga (Membirillo).
Hi: Presenta metabolitos activos la especie vegetal Cydonia oblonga (Membrillo).

Tabla N.7 Resultados del estudio fitoquimico del Cydonia oblonga

Metabolito secundario Reactivo Resultado

Flavonoides Shinoda F+ +

AICls3 +++

Alcaloides Dragendorf +++
Mayer -

Popoff T

Wagner + 44

Fenoles FeCls +++

Taninos Gelatina +++

Fuente: Elaborado por los autores
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De acuerdo a los resultados descriptivos se evidencia la presencia de metabolitos activos
encontrados por tanto se mantiene la hipotesis alterna la cual sefiala que presenta metabolitos

activos la especie vegetal Cydonia oblonga (Membrillo).

Hipétesis general

Ho: El extracto hidroalcoholico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga. (Membrillo) no tiene
actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Propionibacterium acnes.

Hi: El extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga. (Membrillo) tiene

actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Propionibacterium acnes.

Tabla 8: Analisis de comparacién de grupos

ANOVA de un factor
Halo inh (mm) Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

halo18hr Inter-grupos 848,567 5 169,713 31,140 ,000
Intra-grupos 130,800 24 5,450
Total 979,367 29

halo24hr Inter-grupos 973,067 5 194,613 30,973 ,000
Intra-grupos 150,800 24 6,283
Total 1123,867 29

halo48hr Inter-grupos 1177,600 5 235,520 41,808 ,000
Intra-grupos 135,200 24 5,633
Total 1312,800 29

Fuente: Elaborado por los autores

De acuerdo al valor de la significancia (0), al ser este menor a 0,05. Se rechaza la hipétesis nula
manteniendo la hipdtesis alterna que sefiala que el extracto hidroalcohdlico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga. (Membrillo) tiene actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de
Propionibacterium acnes.

Dichos resultados se mantienen a las 18, 24 y 48 horas
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Tabla 9: Anélisis de sub conjuntos de Tukey

halo48hr (mm)

tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

Blanco 5 ,00
10% 5 10,00
20% 5 11,80
40% 5 14,80 14,80
Dox 5 17,80
Tetra 5 18,80
Sig. 1,000 ,833 ,372 ,120
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 5.000.

Fuente: Elaborado por los autores

Ademas de lo sefialado anteriormente, puede evidenciarse la diferencia de promedio entre los
subconjuntos lo cual demuestra el efecto de las diferentes concentraciones en comparacion con el
grupo blanco

Determinacion de la efectividad en las diferentes muestras

Segun el analisis de Tukey se evidencia mayores promedios en los halos de inhibicion con el
extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga. (Membrillo) al 20% y 40%
pudiendo incluso compararse esta ultima concentracion con los valores representados al emplear

la doxiciclina y tetraciclina.
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5 DISCUSION

En la Tabla 1, se obtuvo los resultados estadisticos a las diferentes concentraciones en cepas de
Propionibacterium acnes. En el caso al 10%, tuvo como resultado efecto antibacteriano en
relacion al patron positivo, es decir las concentraciones experimentales resaltan una cierta
inhibicion en el grupo bacteriano. Aunque existe una variacién importante, se concuerda con los
resultados del estudio de Meza A, et al.?° (2013), que obtuvo resultados a partir de los aceites
esenciales de hierba luisa (Cymbopogon citratus), demostrando una actividad antibacteriana en
concentraciones desde 0.05% a 5%. Mientras que Tsai et al.*° (2013) determind el efecto
inhibidor del extracto de romero (Rosmarinus officinalis) sobre la inflamacién inducida por P.
acnes in vitro e in vivo. Los resultados mostraron que el extracto etandlico de romero (EER)
suprimia significativamente la secrecion y la expresion de ARNm de citoquinas proinflamatorias,
incluyendo interleucina (IL) -8, IL-1 B y factor de necrosis tumoral o en P. acnes. La posibilidad
de sus componentes bioactivo sean tres componentes principales del romero: carnosol, acido
carndsico y acido rosmarinico, ejercieron la mitigacion de la inflamacion inducida por P. acnes.
Aunque en la concentracion fue alrededor del 10%, valida la evidencia microbioldgica
desarrollada, porque lo que pone a prueba es el efecto en condiciones minimas o superiores sobre

una determinada poblacion microbiana.

En el caso del grupo de concentracion al 20% se evidencid mayor expansion del halo de
inhibicién, en comparacion al grupo control positivo. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Guevara T.3! (2011) que investigo la Elaboracion y determinacion de eficacia in
vivo de un gel para el acné a base de calaguala (Campyloneurum amphostenon) demostrando una
actividad antibacteriana en concentracion de 20%. En otros estudios se obtuvieron resultados de
Guevara T. en la investigacion de elaboracion y determinacion de eficacia in vivo de un gel para
el acné a base de calaguala (Campyloneurum amphostenon). Mientras que Chutima et al. 32 (2018)
determino la Actividad antimicrobiana in vitro del gel que contiene el extracto de la planta
denominada bolas de hierbas contra Propionibacterium acnes. Los resultados mostraron que el
extracto de bolas de hierbas la actividad fue 500 veces menor. Se ha recomendado que los valores
la concentracion minima inhibitoria (CMI) para extractos de plantas y compuestos puros deberian
ser de 100 pg / ml y 10 pg / ml, respectivamente. Asi mismo se concluye que es importante

considerar que el extracto de productos naturales tiene una alta actividad antimicrobiana contra P.
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acnes. En todos estos estudios, al aplicar diferentes métodos antibacterianos se resume que

algunas plantas medicinales, tienen actividad en bacterias anaerobias

Sin embargo, en la concentracion al 40% del extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de
Cydonia oblonga, se dio como resultado efecto antibacteriano debido a la observacion de mayor
longitud del halo de inhibicion, es decir mayor actividad que las concentraciones del 10% y 20%.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Julianti E, et al.3® (2017). que investigé la
actividad antibacteriana del extracto de corteza de canela y miel contra Propionibacterium
acnes a las CMI de 256 pg / ml y 50%. Por lo tanto, la combinacion de extracto de corteza de
canela y miel tiene una actividad potencial contra las bacterias que causan el acné. En
consecuencia, se sugiere que el extracto de semilla y cascara de Cydonia oblonga tiene una buena
actividad potencial contra las bacterias que causan el acné y, por lo tanto, puede desarrollarse
como preparaciones topicas contra el acné. Mientras que Lu-Te Chuang et al. 3 (2018) determino
El extracto etandlico de Origanum vulgare suprime Propionibacterium acnes - respuestas
inflamatorias inducidas en monocitos humanos y modelos de edema de oreja de ratén. Los
resultados examinados del extracto de orégano etanolico (Origanum vulgare) sobre P. acnes vivo
inducido in vivo e in vitro. Después de la extraccion con etanol de hojas de orégano, se
identificaron cuatro compuestos con una fuerte actividad antioxidante, que incluyen é&cido
rosmarinico, quercetina, apigenina y carvacrol, mediante cromatografia liquida de alta resolucion.
Usando el modelo de edema de oreja de ratdn, demostramos que los extractos de etanol y orégano
(EOE) se suprimieron significativamente Inflamacion de la piel inducida por P. acnes, medida
por el espesor de la oreja (32%) y el peso de la biopsia (37%). En un estudio separado, utilizando
el cocultivo de P. acnes y monocitos humanos THP-1, EOE redujo la produccion de
interleuquina (IL) -8, IL-1p y factor de necrosis tumoral (TNF) -a hasta 40%, 37% y 18%,
respectivamente, asi como la expresion de estos tres mediadores proinflamatorios a nivel

transcripcional.

En la Tabla 2 del estudio del analisis fitoquimico, se identifico mediante el analisis cualitativo la
presencia de flavonoides, alcaloides, fenoles y taninos, donde existiria la posibilidad de estos
fitoconstituyentes de poseer actividad antibacteriana. En investigaciones realizadas demostraron
la actividad antibacteriana de los flavonoides contra Propionibacterium acnes por kaempferol y

quercetina. %
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Nand P, et al.3® (2012) sostiene que no solo los flavonoides presentan actividad en bacterias
anaerobias, sino que adiciona la presencia de alcaloides especificamente en Propionibacterium
acnés, con los extractos de Glycyrrhiza glabra y Calendula officinalis por el método de difusién
en disco de agar. Se justifica a los fitoconstituyentes responsables de la actividad antiacné.
Mientras que en el estudio realizado por Tofighi Z, et al*’ en el 2015, afirma que los flavonoides:
Luteolina, Quercetina, Kaempferol, Kaempferol-7-O-glucésido, Apigenina y Apigenina-7-O-
glucésido. Presentan actividad antimicrobiana sobre Bacillus cereus, Staphylococcus
epidermidis, S. aureus y Pseudomonas aeruginosa, aplicando el método de difusion de la placa.
La base de extraccion del vegetal fue metandlico, mientra nuestra muestra problema fue
hidroalcoholico. Estos resultados confirman la capacidad antibacteriana del componente
bioactivo.

De acuerdo a Elumalai, EK et al 3 (2011) identifico la presencia de taninos, y flavonoides en los
diferentes extractos de hojas con el extracto de metanol de Merremia emarginata, obtuvieron
efectividad contra Bacillus cereus y Escherichia coli, mientras que el extracto acuoso fue mas
efectivo contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Aunque este autor lo ejecuto

en cepas bacterianas diferentes, destacando efecto antibacteriano con flavonoides y taninos.
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6. CONCLUSIONES

- La actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de
Cydonia oblonga (“Membrillo”) frente a cepas de Propionibacterium acnes fue mayor a la
concentracion del 40% en comparacion al 10%, 20%, pero una diferencia menor antibacteriana

frente al grupo control positivo (doxiciclina y tetraciclina)

- El efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de la semilla y cascara de Cydonia
oblonga (“Membrillo”) a la concentracion del 10% frente a cepas de Propionibacterium acnes,
presento efecto reducido observandose en el halo de inhibicidn una longitud menor (diferencias
de medias de -9,400) en comparacién a la tetraciclina y doxiciclina (15,200 y -15,800

respectivamente).

- En la concentracion del 20% el halo de inhibicion fue mayor a la concentracion del 10% al
evaluar frente a cepas de Propionibacterium acnes. Es decir, el rango de diferencias de medias
fue superior, pero menor al grupo positivo. Observandose efecto inhibitorio menor en

comparacién al grupo control positivo

- Se evidencié que en concentraciones al 40%, la inhibicion del halo tuvo un efecto
antibacteriano mayor y significativo de acuerdo a las diferencias de medias (-13,400), en
comparacion a las concentraciones del 10% y 20%, sin embargo, el resultado fue cercano al

grupo control positivo.

- Los metabolitos activos del extracto hidroalcoholico del Cydonia oblonga presentan
metabolitos tales como: flavonoides, alcaloides, fenoles y taninos por el método cualitativo.

Posiblemente tendrian actividad antibacteriana contra las cepas de Propionibacterium acnes.
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7 RECOMENDACIONES

- Impulsar la investigacion de plantas medicinales nativas del Perd, para evidenciar
cientificamente su importancia en los procesos infecciones de mayor prevalencia
en el Pais.

- Revalorar el estudio fitofarmacoldgico del Cydonia oblonga (Membrillo)
realizando estudios experimentales con otras actividades medicinales.

- Investigar méas a fondo sobre los beneficios terapéuticos de la planta de Cydonia
oblonga (Membirillo), ya que no existe una referencia amplia sobre esta planta.

- Complementar estudios de la planta de Cydonia oblonga (Membrillo), con
respecto al acné en productos y formas farmacéuticas.

- Se recomienda el uso del extracto del Cydonia oblonga (Membrillo) siguiendo

estrictamente las especificaciones dadas.
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9 ANEXO1

9.1 Matriz de consistencia (Titulo del proyecto, formulacion del problema, objetivos, hipétesis y metodologia).

TITULO DEL FORMULACION DEL OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
PROYECTO PROBLEMA
Actividad PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL Tipo de investigacion.

antibacteriana in
vitro del extracto
hidroalcohdlico
de la semillay
cascara de
Cydonia oblonga
(Membrillo)
frente a cepas de
Propionibacteriu
m acnes

¢ Tendra actividad
antibacteriana in vitro el
extracto hidroalcohélico de
la semilla'y cascara de
Cydonia oblonga
(Membrillo) frente a cepas
de Propionibacterium
acnés? i
PROBLEMAS ESPECIFICOS
-¢Cudles son los metabolitos
activos con efecto
antibacteriano de la semilla
y céscara de Cydonia
oblonga (Membrillo) frente
a cepas de
Propionibacterium acnés?
-,Cudl es el efecto
antibacteriano_in_vitro del
extracto hidroalcohélico de
la semilla y cascara de

Cydonia oblonga
(Membrillo) a la
concentracion  del  10%
frente a  cepas de

Propionibacterium acnes?

-,Cudl es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohélico de
la semilla y cascara de

Cydonia oblonga
(Membrillo) a la
concentracion  del  20%
frente a  cepas de

Propionibacterium acnes?

-,Cuadl es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico de
la semilla y cascara de

Cydonia oblonga
(Membrillo) a la
concentracion  del  40%
frente a cepas de

Propionibacterium acnes?

Determinar la actividad
antibacteriana in vitro el extracto
hidroalcohélico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga
(Membrillo) frente a cepas de
Propionibacterium acnés

OBJETIVO ESPECIFICOS

-ldentificar los metabolitos activos
con efecto antibacteriano de la
semilla y céascara de Cydonia
oblonga (Membrillo) frente a cepas
de Propionibacterium acnés

-Evaluar el efecto antibacteriano In
Vitro del extracto hidroalcohélico
de la semilla y cascara de Cydonia
(Membrillo) a la
concentracion del 10%

oblonga
frente a
cepas de Propionibacterium acnés

-Evaluar el efecto antibacteriana In
Vitro del extracto hidroalcohdlico
de la semilla y cascara de Cydonia
(Membrillo) a la
concentracion del 20%

oblonga
frente a
cepas de Propionibacterium acnés

-Evaluar el efecto antibacteriana In
Vitro del extracto hidroalcohdlico
de la semilla y cascara de Cydonia
(Membrillo) a la

concentracién del 40%

oblonga
frente a

cepas de Propionibacterium acnés

Tiene actividad antibacteriana in vitro el
extracto hidroalcohélico de la semilla 'y
céascara de Cydonia oblonga (Membrillo)
frente a cepas de Propionibacterium
acnes

HIPOTESIS ESPECIFICOS

-Tiene efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohélico de la semilla y
céascara de Cydonia oblonga (Membrillo)
a la concentracion del 10% frente a
cepas de Propionibacterium acnés.
-Tiene el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohdlico  de la
semilla y cascara de Cydonia oblonga
(Membrillo) a la concentracién del 20%
frente a cepas de Propionibacterium
acnés.

-Tiene efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico de la semilla y
cascara de Cydonia oblonga (Membrillo)
a la concentracion del 40% frente a
cepas de Propionibacterium acnés

-Los metabolitos activos de la semilla'y
cascara de Cydonia oblonga (Membrillo)
tienen efecto antibacteriano frente a

cepas de Propionibacterium acnés,

-Experimental: Porque los estudios en los que el equipo investigador asigna el
factor de estudio y lo controla de forma deliberada para la realizacion de la
investigacion, segun un plan preestablecido.

-Prospectivo: Porque aquellos estudios cuyo inicio es anterior a los hechos
estudiados, de forma que los datos se recogen a medida que van sucediendo.
-Longitudinal. Porque los estudios en los que existe un lapso de tiempo entre las
distintas variables que se evaldan, de forma que puede establecerse una
secuencia temporal entre ellas.

. Nivel de investigacion

Nivel explicativo porque generan un sentido de entendimiento y son altamente
estructurados.

Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion serd de tipo experimental in vitro (Porque se
evalGa un fenédmeno dado introduciendo elementos que pueden modificar el
comportamiento de las variables en estudio, los que fueron medidos en
determinados momentos).

El ensayo in vitro, se realizard& bajo condiciones fotoquimicas controladas,
manteniendo siempre el control de muchos factores entre ellos la esterilizacion
de los materiales utilizados en los diferentes ensayos realizados para dar mayor
seguridad en la investigacion:

-Esterilizacion del laboratorio antes y después de las pruebas realizadas.
-Medios de cultivo con PH adecuado para no tener interferencia en los
resultados.

-Auto clavado de los medios de cultivo, cloruro de sodio 0.9 % y de los
materiales utilizados antes, durante y después de las pruebas realizadas, para no
crear falsos positivos.

-Conservacion de los medios y de las cepas bacterianas en refrigeracion 6ptima.
-Siembra del cultivo en condiciones de esterilidad para no crear, interferencias
en el trabajo.

-Incubacién de las placas y bacterias de tubos en incubadoras a 37° C por 24
horas.

-Andlisis de datos

Método de kirby Bauer
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9.2 Instrumentos de recoleccién de datos

Tabla 1. Recoleccién de la muestra

Peso del Cascara Semilla Cascara seca | Semilla seca
membrillo(gr) | himeda(gr) | himeda(gr) | (gr) (ar)

2kg 300 7.25 55.20 3.32

3kg 450 11.16 82.48 5.21

4kg 550 13.09 118.02 6.18

Peso total 1300 31.94 255.7 14.71

Tabla 2. Resultados segun su Halo de inhibicion

Placa 1
Halo de inhibicion ( mm)
Concentracion 18 horas (mm) 24 horas(mm) 48 horas(mm)
10% 9 9 9
20% 11 11 12
40% 16 16 17
Doxiciclina 20 21 22
Tetraciclina 20 21 22
Blanco 0 0 0
Placa 2
Halo de inhibicion ( mm)
Concentracion 18 horas (mm) 24 horas(mm) 48 horas(mm)
10% 10 10 10
20% 11 11 11
40% 15 17 17
Doxiciclina 16 18 19
Tetraciclina 16 18 20
Blanco 0 0 0
Placa 3
Halo de inhibicién ( mm)
Concentracion 18 horas (mm) 24 horas(mm) 48 horas(mm)
10% 10 11 12
20% 11 11 13
40% 13 14 16
Doxiciclina 14 15 17
Tetraciclina 16 16 17
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| Blanco

0 0

Placa 4

Halo de inhibicién ( mm)

Concentracién 18 horas (mm) 24 horas(mm) 48 horas(mm)
10% 10 10 10

20% 13 13 14

40% 14 14 14
Doxiciclina 10 10 10
Tetraciclina 15 16 19

Blanco 0 0 0

Placa 5

Halo de inhibicién ( mm)

Concentracion 18 horas (mm) 24 horas(mm) 48 horas(mm)
10% 8 8 8

20% 8 8 9

40% 9 9 10
Doxiciclina 16 17 19
Tetraciclina 12 14 16

Blanco 0 0 0

Placa 6

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

10% 5 5 5
Doxiciclina 32 33 34
Tetraciclina 35 36 37
Blanco 0 0 0

Placa 7

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

10% 9 9 9
Doxiciclina 12 12 13
Tetraciclina 12 13 14
Blanco 0 0 0
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Placa 8

Halo de inhibicidén ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

10% 12 12 12
Doxiciclina 13 14 14
Tetraciclina 14 15 16
Blanco 0 0 0

Placa 9

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

10% 11 11 11
Doxiciclina 20 22 23
Tetraciclina 22 24 24
Blanco 0 0 0

Placa 10

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

10% 6 10 10
Doxiciclina 16 18 20
Tetraciclina 22 25 29
Blanco 0 0 0

Placa 11

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

20% 15 16 19
Doxiciclina 20 21 22
Tetraciclina 21 21 22
Blanco 0 0 0

Placa 12

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

20% 10 14 15
Doxiciclina 18 21 22
Tetraciclina 16 22 26
Blanco 0 0 0
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Placa 13

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

20% 14 14 14
Doxiciclina 14 15 16
Tetraciclina 20 22 23
Blanco 0 0 0
Placa 14

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

20% 13 14 14
Doxiciclina 14 15 15
Tetraciclina 20 21 21
Blanco 0 0 0
Placa 15

Halo de inhibicién ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

20%

13

14

15

Doxiciclina 16 16 18
Tetraciclina 22 25 29
Blanco 0 0 0
Placa 16

Halo de inhibicién ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

40% 14 15 16
Doxiciclina 12 13 14
Tetraciclina 19 20 21
Blanco 0 0 0
Placa 17

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

40% 9 9 9
Doxiciclina 9 9 10
Tetraciclina 9 9 10
Blanco 0 0 0
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Placa 18

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

40% 15 16 16
Doxiciclina 14 14 14
Tetraciclina 20 22 23
Blanco 0 0 0
Placa 19

Halo de inhibicién ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

40%

16

18

20

Doxiciclina 14 14 19
Tetraciclina 12 13 19
Blanco 0 0 0
Placa 20

Halo de inhibicion ( mm)

Concentracion

18 horas (mm)

24 horas(mm)

48 horas(mm)

40%

17

18

19

Doxiciclina 20 22 24
Tetraciclina 18 21 23
Blanco 0 0 0
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ANEXO 02

Estudio de solubilidad
Tabla N.1 Resultados del estudio de solubilidad del Cydonia oblonga

Solubles Resultado

Metanol +++

Hexano _

Acetona -

Fuente: Elaborado por los autores

Figura 1

Fuente: Elaborado por los autores

Estudio fitoquimico

Inicialmente, mediante un tamizaje fitoquimico, se realizd una exploracion de los metabolitos
presentes en la semilla y cascara del membrillo (Cydonia oblonga), analizando los extractos
etéreo, alcohdlico y acuoso. Las tablas siguientes muestran, de forma resumida, los resultados
obtenidos para los distintos extractos de este 6rgano de la planta.
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Tabla N.2 Resultados del estudio fitoquimico del Cydonia oblonga.

Metabolito secundario Reactivo Resultado

AICls +++

Mayer -

i
ﬂ

Wagner +++

i
ﬂ

Taninos Gelatina +++

Fuente: Elaborado por los autores

Figura 2

Fuente: Elaborado por los autores
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Fuente: Elaborado por los autores

MATERIALES
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PROCEDIMIENTOS Y RESULTADOS

RECOLECCION
DE LA MUESTRA

PREPARACION
DEL EXTRACTO

71



Elaboracion de la tincion
de Gram

Sembrado del
Propionibacterium acnes
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RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA.
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ANEXO 03

“Afo del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”

FICHA SOLICITUD DE PERMISO

Solicitud de Permiso

Lima 02 marzo del 2018

Universidad Privada Maria Auxiliadora

Escuela De Ciencias De La Salud Farmacia Y Bioquimica
Dr. Rubén Eduardo Cueva Mestanza

Director de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la  Universidad Maria
Auxiliadora.

Asunto: Ejecucion Del Proyecto De Investigacion Cientifica Para Optar El Titulo Profesional.

De mi mayor consideracion, nos dirigimos a usted para saludarle cordialmente y solicitarle la
autorizacion para la ejecucion del Proyecto de Investigacion: “Actividad antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohélico de la semilla y cascara de Cydonia oblonga (Membrillo) frente a
cepas de Propionibacterium acnes” de mi autoria, en el laboratorio de Microbiologia que usted

dignamente dirige.

Le agradeceria disponer de su consideracion para mi requerimiento con motivo de que el

proyecto de investigacion cuente con su permiso.

Agradeciendo su gentil atencion, quedo a espera de su respuesta.

Atentamente:

Bachiller: Gémez Morales, Jorge H. Bachiller: Hilario Baldeon, Luis M.

Se adjunta: Proyecto de Investigacién
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ANEXO 04

“drnio del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”

FORMATO DE RECOLECCION DE LOS DATOS DE LA ESPECIE CIDONYA OBLONGA
(MEMBRILLO)

DATOS GENERALES:
Fecha de la recoleccion 23 febrero de 2018
Hora de la recoleccién: 11am

Lugar de recoleccidn. Distrito de Antioquia. Provincia: Huarochiri Departamento. Lima
Clima: Templado  Tipo de bosque. Tipo de Suelo: Arcilloso.
Nombre de los recolectores Gomez morales, Jorge Helio e Hilario Baldeon, Luis Miguel
Ne° Coleccion: 1

TAXONOMIA:

Familia Vegetal: Rosaceae Nombre Cientifico Cydonia Oblonga Nombre Vulgar Membrillo

Constancia n°067-UMS-2018.

IMAGEN SATELITAL DE LA UBICACION GEOGRAFICA DE LA COMUNIDAD DE ANTOQUIA

Puante Piedsa

Ventanilly

Comas

Los Olivos

San Juan de
Son Martin Lurigancho
de Porres /
Lifoancio Chosis \0CISCaY0
Rimac 2 Ate
Distrito X -
Callao de Lima ii 2 n 16 min
[rytrite de
9 S (4 Dusth L& Viet
Antioquia
g uRunbleanBolpU ‘M*"‘ — ) de
f’ eneguilla
Mirafiores f
Santiago
.
deSurco I Maslo
del Triunfo
Distrito de
Chorrillos
Villa £l
Salvador
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S— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS oo
P Universidad (el Perd, DECANA DE AMERICA iy :“o
M VICERRECTORADD DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO | et ’
fomecons®® . MUSEO DE HISTORIA NATURAL S

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Naclional”

CONSTANCIA N°067-USM-2018

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

La muestra vegetal (tallos y hojas) recibida de Luis Miguel HILARIO BALDEON, estudiante
de 1a Universidad Maria Auxiliadora; ha sido estudiada y clasificada como: Cynodonla
oblonga Mill. y tiene la sigulente posicion taxondmica, segun el Sistema de Clasificacion de
Cronquist (1988),
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: ROSALES
FAMILIA: ROSACEAE
GENERO: Cynodonia
ESPECIE: Cynodonia oblonga Mill,

Nombre vuigar: “Membrillo”
Determinado por: Blga, Maria Isabel La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a soficitud de la parte interesada, para fines de estudios.

Lima, 7 de Marzo de 2018

- —

Mag. ASUN VA. CANd ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
An Aremaln 1296, Jod Marie Teitfane Eommail mnieshusounimm s pe
Aowle, J O34 Limw )4, P G197000 aren 5701, ST0Y, S04 I el i sy py
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ANEXO 05

FORMATO DE RECOLECCION DE LOS DATOS DE LA BACTERIA
PROPIONIBACTERIUM ACNES

DATOS GENERALES:
COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO:

Observaciones: Activacion del inocuo Propionibacterium acnes
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .ggu

Meaning of Score Values
Range interpretation Symbois Color
200-300 (++*) green
|  L70-199 Low-confidence idennfication +) yvellow
| 0.00-1.69 ) red
demu C)
Category Interpretation
' m : The best match s a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
l (A) mﬁdmceaiamﬁmmmwbcbtbcwmmdanmlmthchmmmh(’)alon-mnﬁdnme
identification i which the species or genus is identical to the best match. or (3) a noa-identification.
Low consistency: Tbemqnntuleunfahxghcumuw are not tet. The best match s a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a or low-coufidence wentificanon in |
which the genns 1s identical to thie best match or (2) a ification
i () No consistency: The requirements for lugh or low consistency are not met.
Sample Nama: Propionibactenium scnas
Sample Description: 0418
Sampie ID: 418-158

Sample Creation Date/Time:  2017-08-30T13:31:17 574 cs
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Fllamentous Fungi Libeary 1.0, Listeria

Sample Name Sampie 1D Organism (best match) Score Value
G110
{(+++) (A) 415158 Proplonibacterium acnes
Comments:

na
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