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RESUMEN

Objetivo: La presente investigacién plantea el objetivo de determinar la actividad
antimicrobiana “in vitro” del extracto hidroalcohdlico de Borago officinalis L. “borraja”
sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

Material y método: EI método usado para determinar el efecto antimicrobiano fue Kirby-
Bauer y en el caso del tamizaje fitoquimico fue mediante reacciones de coloracion y
precipitacion. El ensayo microbioldgico es de tipo experimental, cuenta con un disefio de
experimento puro y es de corte transversal. EI ensayo requirié del uso de 10 repeticiones y
tuvo los grupos A: Extracto al 90 %; B: Extracto al 50 %; C: Extracto al 25 %; D: Amikacina
y E: Control.

Resultados: Los resultados fueron que el extracto etandlico de las hojas de Borago officinalis
L (Borraja) presenta compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides y
azucares reductores. El ensayo microbioldgico por el método de Kirby-Bauer evidencio que
los extractos etandlicos de las hojas de Borago officinalis L. (Borraja) al 90, 50 y 25 %,
amikacina, y dimetilsulfoxido presentaron halos de inhibicion de 11.23, 8.22, 0, 26.25, y 0

mm respectivamente en el crecimiento de la cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922.

Conclusiones: Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis
L. “Borraja” a las concentraciones de 50 y 90 % presentan efecto antibacteriano frente a una
cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras clave: Borago officinalis L...; antimicrobiana; extracto.
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ABSTRACT

Objective: The present research sets out to determine the "in vitro” antimicrobial activity of
the hydroalcoholic extract of Borago officinalis L. "borage™ on strains of Escherichia coli
ATCC 25922.

Material and method: The method used to determine the antimicrobial effect was Kirby-
Bauer and in the case of phytochemical screening it was by means of staining and
precipitation reactions. The microbiological test is of experimental type, has a pure
experimental design and is of cross section. The test required the use of 10 repetitions and
had the groups A: 90% extract; B: 50% extract; C: 25% extract; D: Amikacin and E: Control.

Results: The results were that the ethanolic extract of Borago officinalis L. (Borage) leaves
presents phenolic compounds, flavonoids, tannins, alkaloids, steroids and reducing sugars.
The microbiological test by Kirby-Bauer method showed that the ethanolic extracts of
Borago officinalis L. (Borage) leaves at 90, 50 and 25%, amikacin, and dimethylsulfoxide
presented inhibition halos of 11.23, 8.22, 0, 26.25, and 0 mm respectively in the growth of
the bacterial strain Escherichia coli ATCC 25922.

Conclusions: It is concluded that the hydroalcoholic extract of Borago officinalis L.
"Borage" leaves at 50 and 90% concentrations present antibacterial effect against a strain of
Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Borago officinalis L..; antimicrobial; extract
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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo las especies vegetales cumplen un rol muy importante en nuestras
vidas. Son varias las generaciones que se han utilizado las plantas como fuente medicinal,
de alimento, ornamental, combustible, material de construccion y otras herramientas de todo
tipo; incluso éstas tienen un lugar relevante en sus costumbres, creencias y ritos, es por ello

que en la actualidad su uso sigue siendo muy importante, sobre todo en el &mbito medicinal.

Un problema de salud publica son las infecciones trasmitidas por bacterias, pues desde la
década de 1930 cuando se introdujeron los antibidticos, estos muy eficaces en un comienzo,
a lo largo del tiempo las cosas han ido cambiando y hoy en dia es la causa principal de la

resistencia de dichas bacterias a estos medicamentos.

Debido a ese motivo, hoy en dia se buscan alternativas de origen natural que tengan la
capacidad de atacar bacterias resistentes y al mismo tiempo tener efectos inocuos en el
paciente. Ultimamente se ha prestado atencion a los extractos de plantas medicinales
utilizado por algunas comunidades, ya que se ha demostrado que pueden ser utilizados como

fuente de nuevos farmacos con actividad antibacteriana.

Ademés, la familia Boraginaceae consta de aproximadamente 130 géneros y 2600 especies
expandidas sobre todo en las zonas tropicales. Segun estudios los metabolitos que se reportan
de esta familia frecuentemente son: los alcaloides pirrolizados, terpenos, naftoquinonas y
flavonoides, y algunos se le atribuye en ciertas patologias como diarreas, parasitosis, e

infecciones.

Es por ello, que el presente estudio tiene como objetivo conocer la actividad antimicrobiana
“in vitro” del extracto hidroalcoholico de hojas de Borago officinalis L. “Borraja” frente a

Escherichia coli.



1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones ocasionadas por bacterias son un problema de salud muy importante
que afecta a menudo al bienestar de las personas, por eso la prevencion y el control
de las infecciones bacterianas es de alta relevancia ya que genera un problema
mundial de salud debido al abuso de los antimicrobianos (1). Destacando las
infecciones del tracto urinario (ITU) como uno de los principales motivos de
consulta. Siendo el Escherichia coli el principal causante de las ITU obtenidas en la

comunidad (2).

Cada afio en Europa, 4 millones de personas adquieren una infeccion a consecuencia
de procesos médicos, siendo las ITU el grupo mas numeroso con un 19,6%. En los
centros de salud como hospitales estos representan hasta el 40% de las infecciones
nosocomiales. En UCI (Unidad de Cuidados Intensivos), es la segunda infeccion

mas frecuente, después de las neumonias relacionadas a ventilacion mecanica (3).

En Estados Unidos, entre un 50 a 60% de mujeres adultas padecen algin sintoma de
ITU en toda su vida. Estas son la causa mas frecuente de infecciones bacterianas de
origen comunitario, y son responsables del 5 a 7% de las sepsis graves que requieren
ingreso a UCI (4).

En Per(, aproximadamente 7 millones de consultas son solicitadas cada afio por ITU
(5). Seguin un Informe epidemiologico anual para 2017 realizado por el Ministerio
de Salud (MINSA) el microorganismo aislado con mayor frecuencia es el
Escherichia coli (6). Ademas, las Infecciones Intrahospitalarias reportadas en el
2016 fueron 5.970 y segun los tipos, el 31% se le asocia a infecciones por heridas
en cirugia, el 20% a neumonias, un 19% a las ITU; un 17% a infecciones del torrente

sanguineo y el 12% las endometritis (7).

A pesar de existir diversos tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos para

dichas patologias, no todas las personas optan o acuden a algin un centro de salud



para el tratamiento respectivo, por lo que promueven a la automedicacion y

problemas consiguientes.

Esto se debe a factores como la accesibilidad, el costo y el tiempo de tratamiento,
es por ello que la busqueda de medicinas naturales es una alternativa que estaria a

disposicion de toda la comunidad lo que lo haria mas viable y facil de medicar.

También, debemos tener en cuenta que muchos de los antibiéticos se tratan en
periodos extensos, lo que podria traer como consecuencia la aparicion de efectos
adversos, como gastritis, problemas renales y hepéticos, asi como también la
generacion de cepas resistente. Estos problemas afectan entre el 0,7% al 35% de la

poblacion y el 8% de los casos son motivos de ingreso a hospitales (8).

Es por ello que la especie vegetal Borago officinalis cominmente conocida con el
nombre de borraja, puede ser una alternativa natural para el tratamiento de
enfermedades infecciosas ya que es utilizada popularmente en el tratamiento de
infecciones vaginales, la especie cuenta con pocos antecedentes de estudio cientifico
a nivel local, nacional e internacional que compruebe las propiedades atribuidas.
Con el presente estudio se puede contribuir a la busqueda del efecto antimicrobiano

con el fin de validar su uso y recomendar su aplicacion segura.



1.2. Formulacion del problema

1.1.1. Problema general

= . Presentara actividad antimicrobiana in vitro el extracto hidroalcohélico de
hojas de Borago officinalis L. “borraja” sobre cepas de Escherichia coli
ATCC 259227

1.1.2. Problemas especificos

= ;Qué metabolitos activos se encontraran en el extracto hidroalcoholico de

hojas de Borago officinalis L. “borraja”?

= ;El extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L. “borraja” en
concentracion al 25%, tendra actividad antimicrobiana in vitro sobre la cepa
Escherichia coli ATCC 25922?

= (El extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L. “borraja” en
concentracion al 50%, tendra actividad antimicrobiana in vitro sobre la cepa
Escherichia coli ATCC 25922?

= ;El extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L. “borraja” en
concentracion al 90%, tendré actividad antimicrobiana in vitro sobre la cepa
Escherichia coli ATCC 25922?

= ;Comparar la actividad antimicrobiana de concentraciones al 25, 50 y 90% del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L. “borraja”, con el

antibiético Amikacina, sobre la cepa Escherichia coli ATCC 259227



1.3. Obijetivos

1.1.3. Objetivo general

= Determinar la actividad antimicrobiana “in vitro” del extracto hidroalcohdlico
de Borago officinalis L. “borraja” sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922.

1.1.4. Objetivos especificos

= |dentificar los metabolitos activos que se encuentran en el extracto

hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”.

= Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico de
hojas del Borago officinalis L. “borraja” en concentracion al 25%, sobre la
cepa Escherichia coli ATCC 25922.

» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico de
hojas del Borago officinalis L. “borraja” en concentracion al 50%, sobre la
cepa Escherichia coli ATCC 25922

» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico de
hojas del Borago officinalis L. “borraja” en concentracion al 90%, sobre la
cepa Escherichia coli ATCC 25922

= Comparar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohoélico de hojas de
Borago officinalis L. “borraja”, con el antibiético Amikacina, frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 25922



1.4.

Justificacién

Este estudio cuenta con una justificacion tedrica ya que se desea comprobar las
propiedades medicinales de esta planta que segun las bibliografias estimula a la
eliminacion de liquidos del organismo, por lo tanto, se utiliza para el tratamiento de
patologias como infecciones urinarias, nefritis y cistitis, ademas previene la

aparicion de célculos renales.

Por mismo la justificacion practica ayuda a conocer el valor bioldgico y
farmacoldgico de varias especies vegetales, siendo alternativa como tratamiento de
enfermedades infecciosas, Es por ello que quiere determinar la actividad
antimicrobiana “in vitro” del extracto hidroalcoholico de hojas de Borago officinalis

“Borraja” frente a Escherichia coli.

Por lo tanto, la justificacion social, es importante ya que, se busca comprobar
cientificamente el uso que le da la poblacion de Hudnuco a las hojas de Borago
officinalis “borraja” para las infecciones de tracto urinario. Lo cual beneficiaria a
descubrir y desarrollar una nueva generacion de agentes antibacterianos que
combaten de una forma méas natural y efectiva los microorganismos, siendo
necesario promover el uso de las plantas medicinales, que han demostrado gran
diversidad antibacteriana para el desarrollo de nuevos medicamentos para la
poblacion. Ademas, en el Per( la poblacion mas susceptible a las infecciones
urinarias son las mujeres, siendo la primera poblacién en recurrir mas a los centros

de atencién primaria.

Es por ello que la justificacion economica promueve que se podria dar una
alternativa natural para contrarrestar las enfermedades infecciosas que aquejan a
personas de bajos recursos o que se encuentran en zonas alejadas de los Centros de
Salud esto podria ser mas accesible en relacion al costo. En especial, a los pacientes
pediatricos que con diferentes patologias ameritan el uso de antibacterianos;

Ilegando asi a recurrir a un esquema terapéutico saturado de estos medicamentos.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Nacionales

Salcedo Y (2017) en su tesis “Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro y
citotoxicidad de los extractos acuoso y etanolico al 70% de las hojas de

Heliotropium arborescens L. “Hierba del alacrdn”” se determiné el efecto
antimicrobiano por el método de Difusion en agar excavado-placa, evaluando
diferentes concentraciones de 100, 50, 25, 12,5 y 6.25 mg/mL, colocando 50 puL
del extracto acuoso y etandlico al 70% frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis y Pseudomona aeruginosa, empleando como controles positivo
Oxacilina, Ampicilina y Amikacina. La CMI del extracto etanolico al 70 %, se
encontrd en la concentracion de 6.25 mg/mL para S. aureus y E. coliy 12.5 mg/mL.
Se concluye que el extracto etandlico al 70 % presenta actividad antibacteriana

frente a las cepas aisladas gram positivas y gram negativas (9).

Castro | (2016) en su tesis “Aislamiento biodirigido y caracterizacion de
compuestos anti-helicobacter pylori a partir de una planta usada en la medicina
tradicional peruana” Se evalué el fraccionamiento biodirigido del extracto
etanolico, usando el ensayo de microdilucion en caldo, donde se realizd el
aislamiento de tres fracciones purificadas: SC1, SC2 y SC3. Estas fracciones
presentaron una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 31.3 pg/mL frente a
una cepa de Helicobacter pylori. Se concluye que dichas fracciones obtenidas a
partir de las flores de Cordia lutea, tienen buena actividad frente al Helicobacter
pylori al presentar valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y

concentracion minima bactericida (CMB) de 31.5 pg/mL (10).

Condori, Y & Tunque, M. (2018) en su tesis “Plantas medicinales usadas durante
el puerperio en las comunidades del distrito de Palca a 3650 m.s.n.m. Huancavelica

- 20177 Se encontré 31 tipos de plantas medicinales empleadas durante el



puerperio en el total de las 31 entrevistadas; un 83.9% utilizan la manzanilla;
mientras que un 45.2% utiliza el matico; el 38.7% usan la malva y el orégano; el
25.8% usan la mufia y el llantén, el 12.9% usan la manayupa y el apio. Y en menos
uso el Borago officinalis que es originaria del norte de Africa y posee propiedades
medicinales como: expectorante, emoliente, depurativa, astringente, sudorifica,

diurética, antiinflamatoria, refrescante, y calmante (11).

Carobini S, et al (2015) en su investigacion “Evaluacion antimicrobiana de
extractos de plantas y posible interaccion farmacoldgica in vitro”. Tuvo como
objetivo evaluar la actividad antimicrobiana interactiva, in vitro, de seis extractos
de plantas, a saber: marafion (Anacardium occidentale L.), barbatiméao
(Stryphnodendron adstringens), aroeira (Myracrodruon urundeuva), favela
(Cnidoscolus phyllacanthus), fedegoso (Heliotropium indicum L.) y quixaba
(Sideroxylon obtusifolium). Utilizando el método de difusion en disco en cepas de
Staphylococcus aureus. Los resultados cofirmaron los extractos probados, el 50%
de ellos mostraron actividad contra la cepa de S. aureus. Los extractos activos
fueron anacardo, barbatimao y aroeira. Los otros extractos no mostraron actividad

antimicrobiana frente a las cepas en estudio (12).

Cervantes L, et al (2017) en su investigacion “Actividad antibacteriana de Cordia
dentata, Heliotropium indicum y Momordica charantia de la costa norte” Se
estudid la composicion quimica y la actividad antibacteriana del extracto de etanol
y las fracciones de dichas plantas. La actividad antibacteriana se determino
mediante el método de difusion en gel de agar y microdilucién en caldo. La
concentracién minima inhibitoria (MIC) fue de 31,25 a 1000 pg/ ml para bacterias
Gram positivas y Gram negativas, respectivamente. Estos resultados indicaron que
el extracto de etanol y las fracciones de C. dentata, H. indicum y M. charantia
inhibieron significativamente el crecimiento de las cepas estandar. Las potentes
actividades antibacterianas de C. dentata, H. indicum y M. charantia pueden ser
consideradas en estudios futuros, particularmente contra casos resistentes a
antibidticos (13).



2.1.2. Antecedentes Internacionales

Mujahid R, et al (2017), en el presente estudio “Actividad antimicrobiana del
extracto de hojas de Borago officinalis contra Staphylococcus Spp.y
Streptococcus pyogenes” se realizo para evaluar la actividad antimicrobiana
de extractos acuosos y alcohdlicos (calientes) de hojas de Borago officinallis
contra tipos de bacterias que incluyen Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermides y Streptococcus payogene, los resultados mostraron efecto
inhibidor de ambos extractos contra bacterias. Se estudié la prueba de
sensibilidad de los aislados a los antibioticos y la mayoria de ellos fueron
resistencias a ceftazidim, cloranfinicol, cefotaxima, amoxicilina vy
ampicilina. La mayoria de los aislamientos fueron sensibles a Amoxicilina /
Acido clavulanico y Penicilina (G). Todos los aislamientos mostraron alta

sensibilidad a Norfloxacina y Gentamicina 100% (14).

Nascimento, T (2020), en la investigacion “Constituyentes quimicos y
actividad antimicrobiana de ramas y hojas de Cordia insignis
(Boraginaceae)”, condujo al aislamiento e identificacion de p-sitosterol,
estigmasterol, campesterol, 3-O-B-D-glucopiranosil sitosterol, 3-O-B-D-
glucopiranosil estigmasterol, escoparona, a-amirina, f-amirina, metilcafeato,
alantoina, escopoletina, cafeico &cido, rosmarinato de metilo. Estas sustancias
tenian sus estructuras determinadas por analisis de sus espectros de RMN 1D
y 2D y GC-MS y por comparacion con datos reportados en la literatura. Los
extractos hidroetanolicos de ramas y hojas y sus respectivas fracciones se
sometieron a evaluacion antibacteriana y antifingica. Los extractos y
fracciones mostraron buena actividad antifingica pero no presentaron

actividad antibacteriana.

Petrosyan, M (2015), en su investigacion “Alkanna orientalis, cultivos

aislados de plantas y actividad antimicrobiana de sus extractos: fenémeno,



dependencia de diferentes factores y efectos sobre algunas propiedades de las
bacterias asociadas a la membrana” La medicina herbal requiere buscar
nuevas fuentes con actividad antimicrobiana. Alkanna sp. (Boraginaceae) se
usa ampliamente en medicina debido a su desintoxicacion y efectos
antibacterianos. El objetivo de este estudio fue obtener Alkanna orientalis (L.)
Boiss. extractos de callos de plantas, para investigar la actividad
antimicrobiana de los extractos contra bacterias y levaduras y para revelar los
mecanismos responsables. Se han obtenido cultivos de tejido de callos
utilizando diferentes medios nutritivos. La actividad antimicrobiana y las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) se determinaron mediante los
métodos de difusion del extracto en agar y dilucion utilizando diferentes
microorganismos de prueba. La cantidad y calidad de las naftoquinonas se
determinaron mediante analisis espectrofotométricos y cromatograficos
liquidos de alta resolucion. H *El intercambio de K * por células completas se
ensay0 utilizando electrodos selectivos, actividad de ATPasa y nimero de
vesiculas de membrana de grupos SH, mediante métodos
espectrofotométricos. Se reveld que los extractos de callos que contenian
naftoquinonas (0,19 * 0,01%) poseian actividad bacteriostatica contra
bacterias grampositivas, incluidas las patégenas (CMI 125-750 ug / ml 1)y
actividad bactericida contra bacterias del &cido lactico ( Lactobacillus
acidophilus, L .rhamnosus) (MIC fue de 250 pg / ml).La CIM
contra Enterococcus hirae fue de 250 pg / mL de extracto de callo 0 31,25 ug
/ mL de shikonin. Dependio del contenido medio, la duracion del cultivo y la
actividad se mantuvo durante 10-11 afios. Ademas, los extractos de raiz
intactos inhibieron H*/ K * intercambio de E. hirae pero los extractos de
callos tuvieron un efecto mas fuerte. Se cambié el intercambioH */
K *sensible al inhibidor, N, N '-diciclohexilcarbodiimida (DCCD); La
actividad de ATPasa y el numero de grupos SH se redujeron dos o0 mas veces
bajo la influencia de los extractos. Se concluy6 que los extractos de tejidos de
callo y raiz de Alkanet tienen una alta actividad antimicrobiana. Entonces,

podrian afectar directamente el Fo Fi1-ATPasa que a su vez regula el
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crecimiento bacteriano. Estos resultados son Utiles para una mayor
investigacion de la composicion de los extractos de alcanet y su aplicacion
como agente antimicrobiano alternativo en la industria farmacéutica y

alimentaria, asi como en la medicina.

Karimi E, et al (2018), en su investigacion “Flor de Borago officinalis L: Un
estudio exhaustivo sobre compuestos bioactivos y sus propiedades promotoras
de la salud.” Se analizaron los compuestos bioactivos y antibacterianos de la
planta herbacea Borago officinalis L. Los extractos metandlicos, etanolicos y
de agua de la flor mostraron una alta actividad antibacteriana contra las
bacterias patdgenas comunes humanas y transmitidas por los alimentos. Los
extractos se evaluaron en contra Escherichia coli E256, Micrococcus luteus,
Enterococcus aerogenes, Pseudomonas aeruginosa P196, Staphylococcus
aureus S1431, Klibsiella pneumonia K36, Bacillus cereus B43, Bacillus
subtilis Boussaada y col. En este ensayo se utilizaron el control positivo sin
extractos (disolvente) y el antibidtico de referencia (kanamicina). Los
resultados de este estudio indicaron que la flor de B. officinalis tiene actividad
antibacteriana como bioconservante Gtil para la industria alimentaria para
mejorar la estabilidad de los alimentos frente a patdgenos y retardar el proceso

de peroxidacion lipidica (15).

Miceli, et al (2015), en su investigacion “La influencia de la adicion
de Borago officinalis con actividad antibacteriana sobre la calidad sensorial
de la pasta fresca” El extracto acuoso (AE) de las hojas de borraja puede actuar
como bioconservante en los alimentos debido a su inhibicién frente a
bacterias. La pasta fresca, debido al alto contenido de agua, es un producto
alimenticio con una vida util limitada. Con el fin de probar la idoneidad de la
borraja para producir pasta fresca con una vida atil prolongada, se utilizo AE
en forma seca como materia prima para la produccion de pasta de
tagliatelle. El presente estudio demostro la idoneidad del AE de borraja como

conservante natural para la produccion de pasta fresca (16).
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Aliakbarlu, J (2018), en su estudio “Actividades antioxidantes y
antibacterianas de diversos extractos de flores de Borago officinalis”, Se
evaluaron las actividades antioxidantes y antibacterianas de varios extractos
de flores de borraja (Borago officinalis). En el ensayo DPPH, el orden de
actividad de eliminacion de radicales libres de los extractos fue: extracto de
metanol (ME)> extracto de acetona (AE)> extracto de agua (WE). La
actividad antibacteriana de los extractos se probd mediante difusion en disco
de agar contra cuatro bacterias. EI AE y WE de las flores de borraja fueron
efectivos contra Bacillus subtilisy Listeria monocytogenes , respectivamente
@an.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Borago officinalis L (Borraja)

El Borago officinalis de la familia Boraginaceae se conoce como burraja, bourrache,
bugloss y borraja, esta ultima la mas comdn (18). Segun algunos historiadores, el
nombre borraja proviene del latin borra, que significa “pelo”, por la cantidad de
pelillos que cubre la planta. Otros afirman, que el nombre de esta planta proviene
del arabe abu rash que tiene como significado “padre del sudor”, por los efectos
sudorificos de las flores de esta planta (19).

Figura 1 Borago officinalis
Fuente: Sanchez, S (2019)
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2.2.2. Habitat del Borago officinalis

Planta originaria de Europay Asia menor, y comun en jardines, huertas; como planta
ornamental y en terrenos aridos, actualmente de distribucion cosmopolita. Crece en
tierras bajas y suelos arenosos pero soleados, aunque se adapta bien en climas frios.
En tierras tropicales es usual encontrar matorrales de esta planta. Se suele cultivar
sus semillas que las cuales se obtiene un aceite esencias utilizado como suplemento
dietético (20).

2.2.3. Caracteristicas botanicas del Borago officinalis

El Borago officialis es una planta anual, herbacea que mide entre 70 y 100cm. Sus
tallos son rectos, usualmente ramificados, huecos y cubiertos por fibras resistentes
(21). Sus hojas son alternas y simples, estan cubiertas de fibras resistentes. Sus flores
son color azul y ocasionalmente color rosa o blanco. Su céliz y corola son cinco
partes que se dividen en algunas partes y dan un aspecto de polipétalos a las flores.
Una de las caracteristicas de la corola es que las partes de la ldmina conducen a un
tubo que se ven en casi todas las plantas de esta familia, lo cual la diferencia de otras
(22). En cada flor se encuentra cinco banderas con anteras cerca entre si y hay un
apéndice vertical en la base del tubo. El pistilo tiene un ovario superior que convierte
en fruta con 3 a 4 nueces después de crecer. El fruto de la borraja es una nuez
pequefia ovalada color marron. Las nueces que son oscuras son maduras y sin
albumina (23).
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2.2.4. Taxonomia del Borago officinalis.

El Borago officinalis L. es una hierba anual y su taxonomia es (24) :

Tabla 1: Clasificacion taxonomica del Borago officinalis

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Boraginaceae
Género Borago
Especie Borago officinalis L.

Fuente: Missouri Botanical Garden (2013)

2.2.5. Composicién quimica del Borago officinalis.

La borraja (Borago officinalis) es una planta anual que se utiliza para usos
medicinales y culinarios, aunque se cultiva de forma comercial por el aceite de su
semilla. Este aceite esencial es rico en &cido gamma-linolénico (26% -38%) que se
utiliza como suplemento dietético. Aparte de este aceite de semilla, contiene una
gran cantidad de acidos grasos como el &cido linoleico (35% -38%), acido oleico
(16% -20%), acido palmitico (10% -11%), acido esteérico (3,5% -4,5 %), acido
eicosanoico (3,5% -5,5%) y &cido erdcico (1,5% -3,5%) (18).

También tiene un alto contenido en Mucilagos neutros (30%), hidrolizables en
glucosa, galactosa y arabinosa que son los responsables de la actividad terapéutica.
Taninos, vitamina C, acidos organicos que son la alantoina, azlcares y aceites
esenciales. Flavonoides: Quercetol, Kaempferol, alcaloides pirizinodinicos.
Fitohormona de efecto parecido a las prostaglandinas. Ademas, es rica en minerales,

especialmente el potasio (25).

2.2.6. Usos medicinales del Borago officinalis.
La borraja tiene efectos astringentes y fendlicos. Ademas, que posee propiedades

antiinflamatorias, analgesicas. Que al consumir caliente antes de acostarse sube la
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temperatura corporal actuando en las vias respiratorias altas aliviando el dolor de la
garganta causada por la tos, y gracias a sus propiedades nos ayuda a coagular las
proteinas de la piel, generando una capa seca de mucosa que nos protege de agentes
externos y ayuda a la desinfeccion (por coagulacion de las proteinas bacterianas). Y
el alto contenido de mucilagos ayuda a reblandecer y expulsar la flema que
congestiona el aparato respiratorio, eliminando toxinas a través de la sudoracion
(19), también emplea popularmente para tratar problemas renales y externamente,

las hojas machacadas sirven para los granos y forunculos (26).

2.2.7. Aplicaciones Farmacéuticas del Borago officinalis

La hoja cruda obtenida de la borraja se utiliza como anticonvulsivante,
broncodilatador, vasodilatador y tiene propiedad cardiodepresora. El aceite de la
semilla se usa para el tratamiento e la trombosis, cancer e inflamacion. Por otro lado,
la dermatitis atopica es una enfermedad regresiva y hereditaria que se observa en el
5% a 10% de los nifios donde ahora el corticosteroide local se usa con frecuencia
para eliminar las erupciones inflamatorias y con picazon que se observan en los
pacientes. Los resultados de investigaciones recientes han demostrado que los
pacientes afectados por esta enfermedad debido a la falta de &cidos grasos
necesarios. La borraja es uno de los ricos recursos de estos acidos y parece ser

beneficioso para estos pacientes (27) (18).

La borraja tiene efecto también en el tratamiento del trastorno obsesivo-compulsivo
(TOC). Se encontré que el extracto de esta planta es eficaz en modelos de estrés en
raton. Los estudios han demostrado que los pacientes afectados de psoriasis debido
a la falta de acidos grasos libres y si se elimina esta falta, los sintomas disminuiran
e incluso se recuperaran (28). El aceite de semilla de borraja ha sido eficaz en la

recuperacion de las erupciones de Psoriasis vulgaris (29)(30)

Las investigaciones sobre el analisis del aceite de semilla de borraja muestran que
es posible la existencia de efectos secundarios inducidos por alcaloides. El aceite de

semilla de borraja también se usa para la enfermedad inflamatoria crénica de la piel
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con el fin de prevenir la manifestacion de estos efectos. Este extracto vegetal
también mejora los problemas de estimulacion y picor de la piel (31). Varias plantas
de la familia Boraginaceae, especialmente la borraja y su variedad irani (Echium
amoenum), se han utilizado en la medicina tradicional irani como tranquilizantes
desde la antigliedad. Los estudios fitoquimicos han demostrado la presencia de
flavonoides en esta planta y pueden producir efectos similares a las de las
benzodiazepinas al unirse a los receptores de las benzodiazepinas. El extracto
metanolico de Echium amoenum también ha mostrado efectos anticonvulsivos en
ratones. Las principales sustancias efectivas en esta planta son alcaloides de
pirrolizidina, flavonoides, acido rosmarinico, antocianinas, saponinas, terpenoides

insaturados y esterol (32).

Los efectos anticonvulsivos probables de esta planta son realizados por flavonoides,
acido rosmarinico y algunas de las sustancias mencionadas (33). Por supuesto, la

prueba de este tema requiere investigaciones especiales sobre estas sustancias.

La planta de borraja provoca un aumento de la excrecion de orina, disminucion de

la presion arterial y beneficios para la funcion renal (34).

2.2.8. Escherichia Coli

La E. coli (Escherichia coli), es una bacteria que se encuentra normalmente en
nuestros intestinos. También se encuentra en el intestino de algunos animales. La
mayoria de los tipos de E. coli son inofensivos e incluso ayudan a mantener
saludable el tracto digestivo, aunque algunas cepas pueden causar diarrea si se
ingiere alimentos contaminados o se bebe agua sucia. Si bien muchos de nosotros
asociamos la E. coli con la intoxicacion alimentaria, también se puede contraer
neumonia e ITU. De hecho, entre el 75% y el 95% de las ITU’s son causadas por
E. coli (35).
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Figura 2: Escherichia coli
Fuente: German, E (2011)

2.2.9. Enfermedades causadas por Escherichia Coli
La E. coli es la causa mas frecuente de infecciones urinarias, que generalmente
representan una infeccién ascendente (es decir, desde el perineo a través de la
uretra). La E. coli puede causar también prostatitis y enfermedad inflamatoria
pélvica. Esta bacteria habita frecuentemente en el tracto gastrointestinal, no obstante
algunas cepas han adquirido mutaciones que les permite provocar una infeccion

intestinal causando diarreas, estas cepas pueden ser:

e Enterohemorragicas: Estas cepas (incluido el serotipo O157: H7 y otras)
producen varias citotoxinas, neurotoxinas y enterotoxinas, incluida la toxina
Shiga (verotoxina), y causan diarrea sanguinolenta; El sindrome urémico
hemolitico se desarrolla en el 2 al 7% de los casos. Estas cepas se han
adquirido con mayor frecuencia a partir de carne molida poco cocida, pero
también pueden adquirirse de personas infectadas por via fecal-oral cuando
la higiene es inadecuada.

e Enterotoxigénica: Estas cepas pueden causar diarrea acuosa particularmente
en bebés y viajeros (diarrea del viajero).

e Enteroinvasivo: estas cepas pueden causar diarrea inflamatoria.
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e Enteropatogénico: estas cepas pueden causar diarrea acuosa, particularmente
en bebés.

e Enteroagregativa: Algunas cepas estdn surgiendo como causas
potencialmente importantes de diarrea en paciente inmunodeprimidos y en

nifios en areas tropicales.

Algunas otras cepas pueden causar infeccion extraintestinal si se rompen las barreras
anatémicas intestinales normales, por ejemplo, por isquemia, enfermedad
inflamatoria intestinal o traumatismo), en estos casos el organismo puede extenderse
a partes cercanas o invadir el torrente sanguineo. Pueden producir también
infecciones en el higado y bilis, peritoneales, pulmonares y cutaneas. La bacteriemia
por E.coli puede ocurrir también sin un acceso evidente.. En los recién nacidos,
especialmente en prematuros, son frecuentes estas bacteriemias y meningitis por E.
coli (36).

2.2.10. Infeccion Urinaria por E. coli

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre uno de los principales
motivos de consulta médica. El principal agente etiologicos de las ITU usualmente
es el E. coli. Es importante conocer los patrones antibioticos de las bacterias mas
frecuentes en las ITU para asi, sefialar un tratamiento ideal y racional, siendo este
aspecto importante en consultas, donde la mayoria de las ITU se tratan
empiricamente (2). Esto representa un importante problema de salud publica,
estando asociadas a incremento de la morbimortalidad de los pacientes, dias de
internacion y costos en salud. Multiples reportes mencionan a las infecciones

urinarias como la infeccion més frecuente dentro del &ambito hospitalario. (37).

Por otro lado, un relevante problema a nivel global es el aumento de la resistencia
bacteriana. Como lo indica la OMS, dentro de una amplia gama de agentes
infecciosos, incluida la E. coli, la resistencia a los antibiéticos ha llegado a una
situacion extremadamente preocupante que “amenaza los logros de la medicina

moderna” (38).
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2.2.11. Resistencia de la E. coli

La E. coli es la bacteria que mas frecuente se ha aislado estos Gltimos afios,
alrededor del 61,0% de total de urocultivos positivos enviado desde la Atencion
Primaria. De manera mundial, hay un aumento de la resistencia de E. coli frente a
la mayoria de los antibioticos, igualmente la resistencia se mantenido debajo del
4% frente a fosfomicina y nitrofurantoina y por debajo del 10% en cefalosporinas
de segunda y tercera generacion. La resistencia frente a amoxicilina més acido
clavulanico ha ido en aumento hasta en un 21,5% en el 2013. Los maximos niveles
de resistencia, mayor al 30% se encontraron en antibidticos de via oral y
usualmente indicados en ITU como: trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino

y ampicilina (2).

Ademés, existen E. coli productores de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE). Estas E. coli son multirresistentes y causantes de infecciones urinarias
adquiridas. En un hospital en la comunidad de Cumana se encontr6 una alta
prevalencia de E. coli multirresistente a los medicamentos con un 25,2 %, los
aislamientos productores de BLEE con un 20,4 % y una gran frecuencia de
resistencia simultanea a trimetoprim-sulfametoxazol, fluoroquinolonas y

aminoglucdsidos con un 66,7 % (39).

2.3. Definicién de términos bésicos.

Droga vegetal: Parte de una especie botanica que contiene principios activos

relevantes

Extracto vegetal: Sustancia, normalmente el principio activo de una planta que se
prepara usando disolventes o por evaporacion para concentrar dichos compuestos

de la especie botanica original.

Planta medicinal: Segun la OMS, es aquella que, en uno 0 mas de sus 6rganos
contienen sustancia que pueden ser usadas para fines farmacologicos, o como

precursores de la sintesis de medicamentos.
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Extracto seco: Es una preparacion solida obtenida por evaporacion del solvente en

el proceso de extraccion de principios activos a partir del material vegetal.

Principio activo: Sustancias quimicas responsables de la accion farmacoldgica de

la droga.

Actividad antimicrobiana: Es la capacidad de eliminar, destruir o inactivar a los

microorganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su accion patogena.

Incubacion: Es el tiempo de mantenimiento de los cultivos bacterianos en

condiciones favorables para su desarrollo y multiplicacion.

Medio de cultivo: Medio artificial de sustancias ricas para la bacteria, que puede
ser solido, semisolido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion

bacteriana in vitro.

Halos de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibidtico en un
antibiograma, donde no se produce crecimiento bacteriano por la accion del

farmaco.

20



2.4. Hipotesis

2.4.1. Hipotesis general

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”

presenta actividad antibacteriana significativamente favorable frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922.

2.4.2. Hipotesis especificas

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”

presenta metabolitos activos

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”
presenta actividad antimicrobiana in vitro a la concentracion del 25% frente
a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”
presenta actividad antimicrobiana in vitro a la concentracion del 50% frente
a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”
presenta actividad antimicrobiana in vitro a la concentracion del 90% frente
a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

Existe actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Borago officinalis L. “borraja”, comparado con el antibiotico Amikacina,
frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922
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3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion

- Experimental. - En el estudio se manipula a la variable independiente a proposito

para evaluar una relacion entre variables de tipo causa-efecto. (40)

- Transversal. — En este estudio los sujetos de estudio no se encuentran relacionados.

Es decir, se evaluaran a las variables en un solo momento determinado.(41)

- Prospectiva. - El estudio se ejecut0 y para ellos se recolectaron datos del presente.
(40)

3.2.  Nivel de investigacion
- Explicativo. - Estudio que tiene relacion causal; no s6lo persigue describir o acercarse

a un problema, sino que intenta encontrar las causas del mismo. (41)

3.3. Disefio de investigacion

El disefio a utilizarse ser el siguiente:

GRUPO ASIGNACION | PRETEST | TRATAMIENTO 'IPISSST
Amikacina R 0] X (0]
Control R 0] X O
Extracto hidroalcoholico
de las hojas de borraja R @) X2 02
25%
Extracto hidroalcoholico
de las hojas de borraja R @) X3 O3
50%
Extracto hidroalcoholico
de las hojas de borraja R @) X4 O4
90%
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Donde:

R = Microorganismo
X = Tratamiento
O = Observacioén del efecto

3.4.  Areade estudio
El estudio se realiz6 en los Laboratorios de la Universidad Maria Auxiliadora, ubicada

en el distrito de San Juan de Lurigancho-Lima.

3.5.  Poblacion y muestra: Criterios de inclusion y exclusion

Poblacion

e La poblacion considerada para el presente estudio esta conformada por la
cepa Escherichia coli.
e 10 arbustos de la especie botanica Borago officinalis del departamento de

Huéanuco.

Muestra

2 kg de las hojas de Borago officinalis del departamento de Huanuco.
La poblacion considerada para el presente estudio estd conformada por la
cepa Escherichia coli ATCC 25922.

3.5.1.  Criterios de inclusion
e Microorganismos jovenes de la cepa Escherichia coli ATCC 25922 con la
capacidad de proliferar.
e Hojas jovenes de la especie botanica Borago officinalis

e Hojas completas de la especie botanica Borago officinalis

3.5.2. Criterios de exclusion
e Microorganismos senescentes o sin la capacidad de proliferar.
¢ Hojas incompletas de la especie botanica Borago officinalis
¢ Hojas con signos de descomposicion u oxidacion.

e Hojas infestadas de algun insecto.

23



3.6. Variables y Operacionalizacién de variables
3.6.1. Variables
e  Variable Independiente (X):
Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “borraja”
e Variable Dependiente (Y):
Efecto antimicrobiano
3.6.2. Operacionalizacion de variables
] Definicion Definicién . . ] B Escala de
Variables . Dimensiones | Indicadores | Items = Valor
Conceptual Operacional medicién
Variable
Independiente La mezcla
. compuestos
X): P ] Control,
Mezcla de quimicos aci
amikacina,
Extracto metabolitos | contenidos en el | Concentracion | 2°-50-90 % : Cuantitati ot
. . uantitativa | extracto a
hidroalcohdlico | eytraidos extracto 25 50y 90
delashojasde | con etanol adsorbidos se o Y
Borago expusieron a la ’
officinalis L. bacteria
“Borraja”
Variable Capacidad s g
; alos de
dependiente | parainhibir | Inhibiciéndel | .
): o inhibicion del L -Halos de
: el crecimiento o mm 5 Cuantitativa | =
imient bacteri crecimiento inhibicién
crecimiento acteriano
Efecto o bacteriano.
microbiano

antimicrobiano
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3.7.

3.8.

3.9.

Instrumento de recoleccion de datos
Se usaron fichas de observacion ad hoc, elaboradas convenientemente para la
investigacion, en las que se registraran los resultados de la observacion directa en de

cada uno de los tratamientos.

La técnica que se usada es la observacion directa no participante individual.

INSTRUMENTO:

Ficha de observacion (ficha de recoleccion de datos).

Validacion de instrumentos de recoleccion de datos.

Para la validacion del instrumento de recoleccion se uso:

Juicio de expertos. - método de validacion util para verificar la fiabilidad de una
investigacion gque se define como “una opinion informada de personas con trayectoria
en el tema, que son reconocidas por otros como expertos cualificados en éste, y que

pueden dar informacion, evidencia, juicios y valoraciones”

Procedimiento de recoleccion de datos.

Recoleccion de la materia prima

La especie botanica Borago officinalis. L. “Borraja” fue colectado en horas de la
marfiana con ausencia total de lluvia en el departamento de Huanuco a una altura
aproximada de 250 msnm. Los 2 kg de hojas de esta planta fueron conseguidos con
ayuda de una tijera de jardin de acero inoxidable. Las hojas colectadas fueron puestas
en una caja de cartdn con agujeros para su transporte a Lima. El espécimen botanico
mencionado fue identificado y clasificado taxonomicamente en el museo de Historia

Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Preparacion de la muestra

Las hojas recolectadas fueron seleccionadas para eliminar aquellas que se encuentren
incompletas o en proceso de oxidacion. Las hojas seleccionadas fueron lavadas con

abundante agua para luego ser escurridas por 24 horas. Las hojas resultantes fueron
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trozadas y a continuacion fueron desecadas en una estufa a una temperatura de 40°C
por 48 horas hasta obtener una muestra totalmente seca y facilmente triturable al
frotar con la mano. Posteriormente, se pulverizaron con un pilén sobre un mortero

hasta obtener un polvo de la droga.

El producto obtenido se almacend en frasco de vidrio color topacio herméticamente

cerrado, protegido de la luz hasta el momento de la extraccién.

Obtencién del extracto

100 g del polvo seco de las hojas de Borago officinalis. L. “Borraja” fue macerado
con etanol 96 ° por un periodo de 7 dias, con agitacion mecanica diaria. EI macerado
conseguido fue posteriormente filtrado con papel Whatman N° 1con ayuda de un

embudo de vidrio.
El liquido filtrado fue concentrado hasta sequedad con ayuda de una estufa a 40° C.

El extracto seco obtenido sera almacenado en frasco color topacio, previo a su uso, a
temperatura ambiente, evitando su exposicion a la luz solar para prevenir su

degradacion.
Estudio fitoquimico preliminar
El tamizaje fitoquimico realizado tubo el siguiente orden: (42)

Tabla 2: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Borago
officinalis. L. “Borraja”

Tubo Ensayos Metabolito
N°1 Borntrager Quinonas

N° 2  Cloruro férrico Compuestos fendlicos
N° 3 Shinoda Flavonoides

N°4 NaOH Antocianinas

N°5 Gelatina Taninos

N° 6 Gelatina-sal Taninos

N°7 Wagner Alcaloides
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N°8 Mayer Alcaloides

N°9 Liebermann-Burchard Triterpenos esteroides

N° 10 Baljet Lactonas a,B-insaturadas
N° 11 Benedict Azlcares reductores
N° 12 Fehling Azulcares reductores

N° 13 indice afrosimétrico  Saponinas

Fuente: Elaboracion propia

Determinacion del efecto antimicrobiano:
Elaboracion de los inéculos

Se disolvid 1 g del medio de cultivo Tripticasa Soya Agar con 25 ml de agua destilada
y posteriormente fue esterilizado en una autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Luego, 20 ml del medio de cultivo solido fundido y estéril fue vertidos en una placa

Petri para su posterior gelificacion.

Se rompid la ampolla con solvente ubicada en la parte superior del kwik stik de las
cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922 para luego disolver el pellet con esta
cepa bacteriana. El kwik stik de la cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922 fue
sembrada sobre la superficie del Tripticasa Soya Agar gelificado para un sembrado

por estrias. Este cultivo sera incubado a 37° C durante 24 horas.

Las colonias que producto de la anterior incubacion fueron suspendidas en suero
fisiologico hasta alcanzar una turbidez igual a la del estdndar 0.5 de McFarland por
comparacion visual con un fondo blanco con lineas negras. Esta turbidez serd muestra

de que los medios de cultivo contienen 1.5 x 108 UFC/ml de inéculo.
Elaboracion de los discos de difusion

Los discos de difusion necesarios para la ejecucion de este ensayo requeriran de los
siguientes grupos: Control, amikacina, extracto al 25 %, 50 % y 90 %. Estos se

consiguieron de la siguiente manera:
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Se corto6 papel filtro Whatman N° 1 en forma circular con un didmetro de 6 mm y
posteriormente serd esterilizado. Estos posteriormente serdn sumergidos en agua
estéril para sus posterior desecado y luego seran agrupados y etiquetados como grupo
control.

Se corto papel filtro Whatman N° 1 en forma circular con un didmetro de 6 mm y
posteriormente sera esterilizado. Luego, se verterdn 10 pl de las soluciones del
extracto a las concentraciones 25 %, 50 % y 90 % en los discos de difusion. Estos

posteriormente seran agrupados y etiquetados como grupos experimentales.
El grupo amikacina 50 pg fue comprado como disco estandar.
Inoculacion de las placas

Se disolvié 9.5 g del medio de cultivo Agar Mueller Hinton con 250 ml de agua
destilada y posteriormente fue esterilizado en una autoclave a 121 °C durante 15
minutos. Luego, 20 ml del medio de cultivo sélido fundido y estéril fue vertidos en
una placa Petri para su posterior gelificacion, hasta conseguir 10 placas Petri con este

medio de cultivo.

Luego de que las placas sean inoculadas, se distribuiran los 5 grupos de los discos de

difusion de manera equidistante uno del otro.

Se incubaran a 37°C durante 24 horas. Las cepas bacterianas evidenciaran
crecimiento sobre la superficie del Agar Mueller Hinton, pero no proliferaran sobre
alrededor de los discos con efecto antibacteriano. Se medira el diametro de esta zona,

denominada halo de inhibicién. (43)

3.10. Componente ético de la investigacion

Este sera un estudio, de laboratorio de microbiologia, sin riesgo, dado que no se
investigara en personas ni animales. Se utilizara la cepa microbiolégica E. coli
ATCC 25922.
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Se tendra en cuenta las normas y metodologias sobre la manipulacion, transporte,

utilizacion, descontaminacion y eliminacion de desechos

3.11. Procesamiento y anélisis de datos

Los resultados obtenidos se expresan como la media + desviacion estandar de los
halos de inhibicion como medidas de tendencia central, presentadas en tablas y
graficos. Laestadistica inferencial requerida en este estudio sera el test de Shapro
Wilk y el test de Levene para determinar la distribucion normal y homogeneidad
de las varianzas de los resultados del ensayo microbioldgico. Ademaés, los
resultados fueron analizados mediante la prueba ANOVA de un factor, con un
nivel de significancia de p<0.05, utilizando el programa estadistico SPSS v. 26.
Las diferencias de medias se analizaran de los grupos seran analizadas con el test

de comparaciones maltiples por el test de Dunnett.
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4. RESULTADOS

4.1. Tamizaje fitoquimico

La siguiente tabla muestra a detalle los resultados del tamizaje fitoquimico realizado en el

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja”

Tabla 3. Tamizaje fotoquimico

Borntrager Quinonas -
Cloruro férrico Compuestos fendlicos S
Shinoda Flavonoides +
NaOH Antocianinas -
Gelatina Taninos iR
Gelatina-sal Taninos ++
- Wagner Alcaloides +
Mayer Alcaloides +

Liebermann-Burchard Triterpenos esteroides +

Baljet Lactonas a,B-insaturadas -
Benedict AzUcares reductores ++
Fehling Azlcares reductores ++

indice afrosimétrico ~ Saponinas -

Negativo (-), Positivo (+), Moderado (++), Abundante (+++)

Fuente: Elaboracion propia, 2020

La tabla anterior evidencia que segun el tamizaje fotoquimico el extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” presenta compuestos fenolicos, taninos,

triterpenos, alcaloides y azlcares reductores.
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4.2. Ensayo microbioldgico

La siguiente tabla muestra a detalle los halos de inhibicidn que se evidenciaron en el ensayo
microbioldgico del extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja”
frente a una cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Tabla 4. Resultados del ensayo microbiologico

HALOS DE INHIBICION (mm)
Concentracion del
REPETICIONES | control positivo Blanco extracto
(Amikacina) (Dimetilsulfoxido)

25% | 50% | 90%

1 26,15 6 6 8,14 | 11,17

2 25,88 6 6 8,19 | 11,15

3 26,33 6 6 8,19 | 11,27

4 26,19 6 6 8,17 | 11,13

5 26,11 6 6 8,13 | 11,10

6 26,60 6 6 8,30 | 11,48

7 26,13 6 6 8,32 | 11,25

8 26,33 6 6 8,29 | 11,20

9 26,23 6 6 8,20 | 11,19
10 26,59 6 6 8,30 | 11,35
Media 26,25 6 6 8,22 | 11,23

Fuente: Elaboracion propia, 2020
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La tabla anterior muestra que el ensayo microbioldgico segin Kirby Bauer los grupos con el
extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” a las concentraciones
50 y 90 % evidenciaron halos de inhibicion de medios de 8.22 y 11.23 mm mientras que el
grupo con el farmaco ciprofloxacino evidencio un halo de inhibicion media de 26.25 mm. El
grupo control negativo (DMSO) y el grupo con extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Borago officinalis L. “Borraja” al 25 % no evidenciaron halo de inhibicion.

Para determinar el estadistico adecuado para constatar si las diferencias entre los halos de
inhibicion son significativas se evalud la distribucion de los resultados del ensayo
microbioldgico para evidenciar si existe distribucion normal o si no la hay y si existe
homogeneidad en las varianzas. La siguiente tabla muestra el test de Shapiro Wilk para

determinar la distribucion normal del ensayo microbiolégico.

Tabla 5. Test de Shapiro Wilk.

Shapiro-Wilk
Grupos Estadistico gl Sig.
Halos de Amikacina ,933 10 479
inhibicig
nnibicion Ext 50% 873 10| 109
Ext 90% ,900 10 221

Fuente: Elaboracion propia, 2020

Se evaluaron solo a los grupos amikacina y extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago
officinalis L. “Borraja” al 50 y 90 % ya que los grupos control y extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” al 25 % presentan valores constantes (igual a 6).
La tabla anterior muestra que los valores de significancia asint6tica bilateral son mayores a

0.05. Por esto, se puede deducir que la distribucion es normal

Para determinar si existe homogeneidad e las varianzas de los resultados del ensayo

microbioldgico se uso el test de Levene y la siguiente tabla muestra su analisis a detalle.
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Tabla 6. Test de Levene.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Halos de inhibicion

Estadistico de
Levene dfl df2

Sig.

10,491 4 45

,000

Fuente: Elaboracion propia, 2020

La tabla anterior muestra que el valor de la significancia asintotica bilateral en el test de

Levene realizado es menor al 0.05. Por esto, se puede concluir que no existe homogeneidad

en las varianzas de los resultados del ensayo microbioldgico. Debido a los resultados del

ensayo microbioldgico presentan distribucion normal pero no presentan homogeneidad en

las varianzas el estadistico usado para evidenciar el efecto antibacteriano fue T3 de Dunnet

como se muestra a detalle en la siguiente tabla.

Tabla 7. Comparaciones multiples por el T3 de Dunnett.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halos de inhibicion

T3 Dunnett
95% de intervalo de
confianza

Diferencia de Error Limite Limite

(1) Grupos | (J) Grupos medias (I-J) estandar | Sig.| inferior superior
Amikacina| DMSO 20,25400" ,06957 |,000 20,0069 20,5011
Ext 25% 20,25400" ,06957|,000 20,0069 20,5011
Ext 50% 18,03100" ,07322,000 17,7817 18,2803
Ext 90% 15,02500" ,07845|,000 14,7679 15,2821
DMSO Amikacina -20,25400" ,06957(,000f -20,5011| -20,0069
Ext 25% ,00000 ,00000 ,0000 ,0000
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Ext 50% -2,22300" ,02281|,000 -2,3040 -2,1420

Ext 90% -5,22900" ,03625|,000 -5,3578 -5,1002

Fuente: Elaboracion propia, 2020

La tabla anterior muestra las comparaciones multiples entre el grupo amikacina y los grupos
extracto a 25, 50 y 90 % y las comparaciones multiples entre el grupo control (DMSO) con
los grupos extracto a 25, 50 y 90 % y amikacina. La tabla anterior también evidencia que en
las comparaciones entre el grupo control y los grupos con extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Borago officinalis L. “Borraja” al 50 y 90 % hay valores de significancia asintética
bilateral mayor al 0.05. Esto es evidencia de que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los halos de inhibicion presentados por los grupos con extracto
hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” al 50 y 90 % frente al control.
Pero las comparaciones multiples evidencian que existe diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo amikacina y los grupos con extracto a las concentraciones 25, 50
y 90 % (p<0.05).

5. DISCUSION

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” presenta
compuestos fenolicos, flavonoides, taninos, triterpenos-esteroides, alcaloides y azucares
reductores. En este mismo sentido, Abu-Qaoud et al (2018) publico en una investigacion que
el extracto etandlico de las hojas de Borago officinalis, proveniente de Palestina, presenta
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, triterpenos, cumarinas volatiles mediante
técnicas de coloracion y precopitacion.(44) También, Gilani et al (2007) evidencio que el
extracto etandlico de las hojas de Borago officinalis, proveniente de Pakistan evidencid
flavonoides, taninos, triterpenos-esteroides y cumarinas. (45) De la misma manera,
Zemmouri et al (2019) evidencié la presencia de varios flavonoides, compuestos fendlicos y
un esteroide mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas y evidencid
la presencia taninos y flavonoides mediante espectroscopia ultravioleta-visible en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis, proveniente de Argelia. (46) Las
investigaciones anteriormente citadas apoyan los resultados obtenido en la presente

investigacion pero difieren en la presencia de cumarinas, metabolito secundario con una
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lactona a,fB-insaturada, y en el presente estudio se obtuvo resultado negativo en la reaccién
de baljet. Esta diferencia puede ser debido a la diferencia de origen de las drogas vegetales,
ya que la produccién de metabolitos secundarios responde a una interaccion entre la planta y

su medio ambiente de manera cuantitativa como cualitativamente.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” a las
concentraciones 50 y 90 % evidenciaron halos de inhibicion de medios de 8.22 y 11.23 mm
mientras que el grupo con el farmaco amikacina evidencio un halo de inhibicién media de
26.25 mm frente a una cepa de Escherichia coli ATCC 25922. El grupo control negativo
(DMSO) y el grupo con extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L.
“Borraja” al 25 % no evidenciaron halo de inhibicion. Karimi et al (2018) publicaron en una
investigacion que un disco de 0.50 mg embebido con el extracto etanolico de las flores de
Borago officinalis, proveniente de Iran, presenta un halo de inhibicion de 13.9 mm frente a
una cepa de Escherichia coli por medio de la técnica de Kirby Buaer con discos de difusion
en agar. (47) También, Singh et al (2017) evidenciaron en una investigacion que las
nanoparticulas del extracto acuoso de las hojas de Borago officinalis, provenientes de Korea
del sur, adsorbidas en nanoparticulas de plata presentaron un halo de inhibicion de 11.0 mm
frente a una cepa de Escherichia coli por medio de la técnica de Kirby Buaer con discos de
difusién en agar. (48) Estos estudios apoyan lo reportado en la presente investigacion y esto
es evidencia de que el extracto de las hojas de Borago officinalis, de dos origenes diferentes,
presenta efecto antibacteriano. Por otro lado, Ratz-Lyko et al (2014) publicaron en una
investigacion que el extracto hidroalcohdlico de de Borago officinalis, proveniente de
Polonia, no presenta capacidad de inhibicion del crecimiento de una cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 mediante las técnicas de microdilucion en caldo y disco de difusién en agar.
(49) La diferencia en los resultados puede ser por la diferencia de origen de estas muestras
vegetales, ya que la produccion de metabolitos secundarios responde a una interaccion entre
la planta y su medio ambiente. La variacion de metabolitos secundarios debido a su origen
podria sugerir que existe variacion en el efecto por antagonismo de las sustancias que
constituyen el extracto, disminucién de componentes con efecto bioldgico o ausencia de

sustancias bioactivas.
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6. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” presenta

compuestos fendlicos, taninos, alcaloides y azucares reductores.

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” a las
concentraciones de 50 y 90 % presentan efecto antibacteriano frente a una cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” a las
concentraciones de 50 y 90 % no presentan mayor efecto antibacteriano que

amikacina frente a una cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

7. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones para determinar efecto antibacteriano in vitro frente a una
cepa de Escherichia coli ATCC 25922 del extracto hidroalcoholico de las hojas de

Borago officinalis L. “Borraja” de diferentes origenes.

Realizar investigaciones para determinar efecto antibacteriano in vivo frente a una
cepa de Escherichia coli ATCC 25922 del extracto hidroalcoholico de las hojas de

Borago officinalis L. “Borraja”

Realizar investigaciones para aislar compuestos bioactivos a partir de del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja” guiados por el efecto
antibacteriano frente a una cepa de Escherichia coli ATCC 25922 del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Borago officinalis L. “Borraja”
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9.1. Anexo A. Matriz de consistencia

ANEXOS

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES | METODOLOGIA
Problema general Obijetivo General Hipdtesis General
¢ Presentara actividad | Determinar la actividad | El extracto hidroalcohdlico Disefio: Experimental
antimicrobiana in vitro el | antimicrobiana “in vitro” | de las hojas de Borago
extracto hidroalcoholico de | del extracto | officinalis L. “borraja” Tipo: Aplicada
hojas de Borago officinalis | hidroalcohdlico de | presenta actividad
L. “borraja” sobre cepas de | Borago officinalis L. | antibacteriana Nivel: Explicativo prospectivo
Escherichia coli ATCC | “borraja” sobre cepas de | significativamente
259227 Escherichia coli ATCC | favorable frente a cepas de Poblacion:
25922. Escherichia coli ATCC
Problema especifico 25922. La poblacion considerada para
Obijetivos especificos el presente estudio estd
¢Qué metabolitos activos Hipdtesis especificas conformada por la cepa
se encontraran en el Extracto Escherichia coli. ATCC 25922
extracto hidroalcohdlico de | Identificar los | El extracto hidroalcohdlico | hidroalcohdélico de | Concentracion 25-50-90 %

hojas de Borago officinalis
L. “borraja”?

¢El extracto
hidroalcohdlico de hojas de
Borago  officinalis L.
“borraja” en concentracion
al 25%, tendr4 actividad
antimicrobiana in  vitro
sobre la cepa Escherichia
coli ATCC 259227

metabolitos activos que
se encuentran en el
extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Borago
officinalis L. “borraja”.

Evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro
del extracto

hidroalcoholico de hojas
del Borago officinalis L.
“borraja” en
concentracion al 25%,
sobre la cepa Escherichia
coli ATCC 25922.

de las hojas de Borago

officinalis L. “borraja”
presenta metabolitos
activos

El extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Borago
officinalis L. “borraja”
presenta actividad
antimicrobiana in vitro a la

concentracion del 25%
frente a cepas de
Escherichia coli ATCC
25922.

las hojas de
Borago officinalis
L. “borraja”

10 arbustos de la especie
bot&nica Borago officinalis del
departamento de Huénuco.

Muestra:

2 kg de las hojas de Borago
officinalis del departamento de
Huénuco.

La poblacion considerada para
el presente estudio esta
conformada por la cepa
Escherichia coli ATCC 25922.
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PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA

Problema especifico Obijetivos especificos Hipdtesis especificas
¢El extracto | Evaluar la actividad | El extracto hidroalcohélico
hidroalcohélico de hojas de | antimicrobiana in vitro | de las hojas de Borago
Borago  officinalis L. | del extracto | officinalis L. “borraja”
“borraja” en concentracion | hidroalcohdlico de hojas | presenta actividad
al 50%, tendrad actividad | del Borago officinalis L. | antimicrobiana in vitro a la
antimicrobiana in vitro | “borraja” en | concentracion del 50% Instrumentos de recoleccion
sobre la cepa Escherichia | concentracion al 50%, | frente a  cepas de de datos: se usara la ficha de
coli ATCC 25922? sobre la cepa Escherichia | Escherichia coli ATCC observacion

coli ATCC 25922 25922.
(El extracto
hidroalcohélico de hojas de | Evaluar la  actividad | El extracto hidroalcoholico | Efecto Halos de
Borago  officinalis L. | antimicrobiana in vitro | de las hojas de Borago | antimicrobiano inhibicion del mm Validacion de los
“borraja” en concentracion | del extracto | officinalis L. “borraja” crecimiento instrumentos de recoleccion
al 90%, tendrd actividad | hidroalcohdlico de hojas | presenta actividad bacteriano. de datos:
antimicrobiana in vitro | del Borago officinalis L. | antimicrobiana in vitro a la Se validard mediante el juicio
sobre la cepa Escherichia | “borraja” en | concentracion del 90% de valoracion por experto.
coli ATCC 259227 concentracion al 90%, | frente a  cepas de

sobre la cepa Escherichia | Escherichia coli ATCC
¢Comparar la actividad | coli ATCC 25922 25922.
antimicrobiana de Procesamiento y analisis de
concentraciones al 25,50y | Comparar la actividad | Existe actividad datos
90% del extracto | antimicrobiana del | antimicrobiana del extracto El andlisis de los datos

hidroalcohdlico de hojas de

Borago  officinalis L.
“borraja”, con el
antibidtico Amikacina,

sobre la cepa Escherichia
coli ATCC 259227

extracto hidroalcohdlico
de hojas de Borago
officinalis L. “borraja”,
con el antibiético
Amikacina, frente a la
cepa Escherichia coli
ATCC 25922

hidroalcoholico de hojas de
Borago  officinalis L.
“borraja”, comparado con
el antibidtico Amikacina,
frente a la cepa Escherichia
coli ATCC 25922

obtenidos se ordena y tabula
con Excel y en SPSS.
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9.2. Anexo B. Instrumentos de recoleccién de datos

PRUEBA DE TAMIZAJE FITOQUIMICO
Investigador (es): CANTARO INGA, Jenss Edwin

ALEJO NAVIDAD, Andrea
Muestra: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L
Fecha:

Tamizaje fitoquimico

Tubo Ensayos Metabolito Resultado
N° 1 Borntrager Quinonas

N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos
N°3 Shinoda Flavonoides

N°4 NaOH Antocianinas

N°5 Gelatina Taninos

N°6 Gelatina-sal Taninos

N°7 Wagner Alcaloides

N°8 Mayer Alcaloides

N°9 Liebermann-Burchard Triterpenos esteroides
N° 10 Baljet Lactonas a,B-insaturadas
N°11 Benedict Azlcares reductores

N° 12 Fehling Azlcares reductores

N° 13 indice afrosimétrico  Saponinas

Negativo (-), Positivo (+), Moderado (++), Abundante (+++)

Fuente: Elaboracion propia



ENSAYO ANTIBACTERIANO IN VITRO

Investigador (es): CANTARO INGA, Jenss Edwin

ALEJO NAVIDAD, Andrea

Muestra: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Borago officinalis L

Fecha:

REPETICIONES

HALOS DE INHIBICION (mm)

Control Positivo
(Amikacina)

Blanco (Dimetil
sulfoxido)

Concentracién del

extracto

25%

50%

90%

10

Fuente: Elaboracion propia




4. Pesaje de las hojas. [ 5. Hojas en proceso de deshidratacién }

- J

[ 6. Trituracion de las hojas ] [ 7. Adicion de las hojas para maceracion ]
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[ 8. Adicion del etanol para maceracion ] [ 9. En proceso de maceracion ]

[ 10. Filtracion ]

[ 12. Evaporacion del solvente J [ 13. Extracto seco }

Figura 3. Proceso de extraccion, filtrado y concentrado
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Figura 4. Ensayo Fitoquimico (Solubilidad y marcha fitoquimica)
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Figura 5. Ensayo Microbiologico
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9.3. Anexo C. Consentimiento informado
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