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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realizé la evaluacion de la actividad
antibacteriana de extractos acuosos e hidroalcohdlicos de las hojas de Malva
sylvestris y Malva pseudolavatera, contra tres microorganismos (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae) y la evaluacion antioxidante de
los extractos hidroalcohdlicos, con la finalidad de brindar una alternativa en el
tratamiento de enfermedades infecciosas y cronico-degenerativas. La actividad
antibacteriana se realiz6 por ensayos de difusién en discos utilizando Cefotaxima
como antibidtico de referencia; la actividad antioxidante se llevé a cabo mediante
tres métodos in vitro, el método de FRAP (capacidad ferroreductora), 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) y acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTSe+). Los resultados obtenidos indicaron que los extractos analizados de
ambas especies de Malva presentaron una actividad antibacteriana moderada
en determinadas concentraciones frente a los microorganismos E. coli, S. aureus
y K. pneumoniae; y teniendo en consideracion los resultados de la actividad
antioxidante en los tres métodos in vitro ensayados se pudo constatar que a
medida que aumentaba la concentracion de los extractos, aumentaba el poder
reductor (ensayo FRAP)y la actividad antirradicalaria (ensayos DPPH y ABTS++)
de los mismos, manifestdandose una elevada actividad antioxidante. Como
consecuencia de esto, podemos concluir que los extractos de las hojas de Malva
sylvestris y Malva pseudolavatera producen halos de inhibicion en las cepas de
los microorganismos evaluados (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae), ademas de
presentar inhibicion de los radicales empleados (DPPH, ABTSe<+) y capacidad

ferro-reductora (FRAP).

Palabras Claves: antibacteriana, antioxidante, Malva sylvestris, Malva

psedolavatera, radicales libres.
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ABSTRACT

In the present research work has done the evaluation of the antibacterial
activity of aqueous and hydroalcoholic extracts of the leaves of Malva sylvestris
and Malva pseudolavatera, against three microorganisms (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae) and antioxidant evaluation of
hydroalcoholic extracts, with the goal to provide an alternative in the treatment of
infectious and chronic degenerative diseases. The antibacterial activity was
performed by disk diffusion assays using Cefotaxime as a reference antibiotic;
The antioxidant activity was carried out by three in vitro methods, the method of
FRAP (ferro-reducing capacity), 2,2-diphenyl-1-picrylhydracil (DPPH) and 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic (ABTSe+). The results obtained
indicated that the analyzed extracts of both Malva species showed a moderate
antibacterial activity in certain concentrations against the microorganisms E. coll,
S. aureus and K. pneumoniae; and taking into account the results of the
antioxidant activity in the three in vitro methods tested, it was | observed that as
the concentration of the extracts increased, the reducing power (FRAP test) and
the anti-radicals activity (DPPH and ABTS-+ tests) increased as well, manifesting
a high antioxidant activity. As a consequence of this, we can conclude that Malva
sylvestris and Malva pseudolavatera leaf extracts produce inhibition halos in the
strains of the microorganisms evaluated (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae), in
addition to presenting inhibition of the radicals used (DPPH, ABTSe<+) and ferro-
reducing capacity (FRAP).

Key words: antibacterial, antioxidant, Malva sylvestris, Malva pseudolavatera,

free radicals.



INTRODUCCION

Actualmente el uso de las plantas medicinales ha tomado mayor relevancia
en las poblaciones rurales debido a que presentan una contribucion muy
importante en el sistema de salud. Ecuador se ha convertido en uno de los paises
con gran potencial en la medicina tradicional ya que tiene muchas variedades de
plantas con muchos beneficios curativos que podrian ser utilizados para el
tratamiento de multiples enfermedades en las diferentes comunidades del pais

(Zambrano, Buenafno, Mancera, & Jiménez, 2015).

Se han realizado algunos estudios sobre la planta de Malva, en especial de la
especie sylvestris, en donde se ha evaluado diferentes acciones farmacoldgicas
y se ha podido observar que esta planta tiene accion antiinflamatoria, digestiva,
antioxidante y cicatrizante, todo esto gracias a que posee varios metabolitos
secundarios con gran actividad farmacoldgica, entre estos estan: alcaloides,
flavonoides, mucilagos, quinonas, saponinas, taninos, resinas, entre otros
(Santamaria, 2013).

En los ultimos afios, las enfermedades infecciosas en piel y tejidos son un
problema para los diferentes sitios de salud publica, en donde se emplea
antibiéticos como tratamiento, que en muchas ocasiones no siempre son
administrados de forma adecuada y las infecciones persisten dando origen una

resistencia bacteriana en el paciente tratado (Loza, 2017).

Debido a la resistencia antibacteriana que presentan muchos pacientes por el
uso incorrecto de antibidticos, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
considera el tratamiento de las enfermedades infecciosas con antibidticos un
verdadero problema de salud publica que puede afectar a cualquier persona
(OMS, 2017).



Como consecuencia de este fendmeno, enfermedades bacterianas que
actualmente pueden ser tratadas podrian volverse incontrolables y propagarse
de manera rapida a nivel global, por lo que se requiere corregir el uso incorrecto
de antibidticos y a su vez emplear como alternativa el uso de plantas medicinales
que puedan contribuir en el tratamiento de infecciones causadas por distintos

microorganismos (OMS, 2017).

Por otra parte, debido a la presencia de ciertos metabolitos en plantas del
género Malva es que se ha optado por evaluar también su actividad antioxidante
para evitar la formacioén de radicales libres derivados de oxigeno, los cuales son
causantes de diversas enfermedades cronico-degenerativas en los seres
humanos y son de relevancia clinica significativa. Los radicales libres son
moléculas quimicas que presentan un electron en el orbital externo libre, y esto
produce una configuracion espacial poco estable; son muy reactivos y tienen una

vida media corta (Venereo, 2002).

Los seres humanos poseen sistemas de defensa naturales (antioxidantes)
dentro del organismo que impiden que se generen efectos nocivos por la
presencia de los radicales libres, neutralizandolos. Sin embargo, cuando hay un
déficit de antioxidantes en el organismo, no tienen la capacidad de equilibrar los
radicales libres y estos pueden provocar efectos dafinos, como lo es el estrés

oxidativo (dafio celular) (Coronado, Vega, & Vasquéz, 2015).

En el presente trabajo se pretende emplear dos especies del género Malva,
sylvestris y pseudolavatera, para evaluar su actividad antibacteriana vy
antioxidante, realizando una comparacioén entre ambas y a su vez brindar una

alternativa en el tratamiento de enfermedades infecciosas y cancerigenas.



CAPITULO | PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia bacteriana a los antibidticos (RBA), es un problema de salud
mundial, tanto en el ambito hospitalario, como el ambito comunitario, con fuertes
impactos de mortalidad, morbilidad y costos en los tratamientos (Quizhpe,
Murray, Munoz, Peralta, & Calle, 2011).

Muchos de los avances terapéuticos ya existentes podrian desaparecer por
causa de la proliferacion de la RBA. Cuando los microorganismos se exponen a
un antibiotico, los microorganismos mas sensibles mueren y sobreviven los
microorganismos mas resistentes y estos a su vez transmiten esa resistencia a
su descendencia, asi como también el uso inadecuado de los medicamentos
antimicrobianos, tanto su uso excesivo o insuficiente originando la

farmacorresistencia bacteriana, que es fenémeno evolutivo natural (OMS, 2017).

Segun datos obtenidos en el informe Antimicrobial resistance: global report on
surveillance, destaca la resistencia a los antibidticos en siete bacterias como
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Nontyphoidal Salmonella y Shigella
species, causantes de infecciones comunes graves, como diarrea, neumonia,

septicemia, infecciones urinarias y gonorrea (WHO, 2014).

Por otra parte, los radicales libres al no ser neutralizados en el organismo por
un déficit de antioxidantes, pueden producir una serie de procesos patoldgicos
de relevancia clinica. Dentro de los procesos patoldégicos mas significativos
estan: envejecimiento celular, ateroesclerosis, cancer, catarata senil,

insuficiencia renal (aguda, crénica) y dialisis (Gerra, 2001).
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FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cuales seran los diametros de los halos de inhibicidén y disminucion de
radicales libres que presentan los extractos de Malva sylvestris y Malva

pseudolavatera?

1.2. JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas son causadas por diferentes microorganismos
patdgenos (virus, bacterias, parasitos y hongos) y son un problema de salud
publica a nivel global que puede afectar a cualquier individuo y causar hasta su

muerte.

Segun los datos estadisticos en la OMS, en los ultimos afos, las infecciones
tienen una tasa de mortalidad elevada y continuan siendo una de las
enfermedades transmisibles mas letales. En el 2016, las infecciones de las vias
respiratorias causaron 1.6 millones de muertes; las enfermedades diarreicas
causaron 1.4 millones de defunciones; y durante el mismo periodo, el numero de
fallecimientos causados por tuberculosis e infeccién por VIH/sida fue de 1.3
millones (OMS, 2018).

El mal uso de los antibidticos trae como consecuencia en el paciente una
resistencia bacteriana que también puede tener fuertes impactos de mortalidad
y morbilidad; razon por la cual, es necesario realizar estudios en especies
vegetales que presenten propiedades antibidticas que proporcionen una
alternativa que pueda contribuir en el tratamiento de infecciones causadas por

diferentes microorganismos patégenos (OMS, 2018).

Por otra parte, segun datos estadisticos de la OMS, las enfermedades
cancerigenas también han presentado relevancia clinica en la actualidad, ya que
posee un indice de mortalidad muy elevado, siendo considerada la segunda

causa de muerte mas frecuente a nivel mundial. En el 2015 se produjo
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aproximadamente 8,8 millones de defunciones; y ademas un elevado impacto

econdmico a nivel mundial (OMS, 2018).

Por lo anteriormente mencionado, se propone este trabajo de investigacion
con la finalidad de proporcionar informacién sobre la actividad antibacteriana que
presentan los extractos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera frente a
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos. Por otro lado, también se
desea proporcionar conocimientos sobre el comportamiento de los extractos de
ambas especies de Malva con respecto a la disminucion de radicales libre, lo

cual ayudara a prevenir o contrarrestar enfermedades cronico-degenerativas.

1.3. HIPOTESIS

Los extractos de las hojas de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera en
diferentes concentraciones, producen un halo de inhibicién en las colonias de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae, ademas de

presentar inhibicion de radicales libres.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana y antioxidante de los extractos de Malva

sylvestris y Malva pseudolavatera en diferentes concentraciones.

1.4.2. Objetivos Especificos

1) Determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera contra

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.



2) Definir las concentraciones de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Klebsiella pneumoniae en el cual presentan mayor halo de inhibicion.

3) Establecer la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcoholicos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera por los
métodos in vitro FRAP, DPPH y ABTS-+.

ANALISIS DE LAS VARIABLES

Variable dependiente

e Halo de inhibiciéon
e Crecimiento bacteriano

e Capacidad antioxidante

Variable independiente

o Extractos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera

e Concentraciones evaluadas de los extractos



I.5. Operacionalizacion de las variables

TIPO

DEPENDIENTES

INDEPENDIENTES

Tabla 1 Operacionalizacion de las Variables

VARIABLES

Halo de

inhibicion

Crecimiento

bacteriano

Capacidad
antioxidante

Extractos

Concentracion

CONCEPTUALIZACION

Zona alrededor de un disco
de antibitico en un
antibiograma en el cual no
presenta crecimiento

bacteriano

Incremento ordenado de

microorganismos

Capacidad que tiene una
sustancia para reaccionar
con radicales libres e inhibir
la degradacion oxidativa.
Sustancia vegetal obtenida
mediante la maceracion
con un solvente

Relacion que hay entre la
cantidad de un soluto

disuelto en un solvente

INDICADOR

mm.

Unidades Formadoras
de Colonias (UFC)

% - umol

Malva sylvestris

Malva pseudolavatera

mg/mL

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)



CAPITULO II: MARCO TEORICO

II.1. ANTECEDENTES

Actividad antibacteriana

La resistencia a los antibidticos se produce cuando los microorganismos
presentan mutaciones al estar expuestos a diferentes antibiéticos y actualmente
la resistencia a los antibidticos esta aumentando en niveles peligrosos en todo
el mundo, que no solo provoca el incremento de los costos médicos sino también
la mortalidad. Los antibioticos van perdiendo su efecto terapéutico y se vuelven
ineficaces debido al uso incorrecto o abuso de estos farmacos, poniendo en

riesgo la capacidad de tratar enfermedades infecciosas comunes (WHO, 2018).

Desde la antigiedad las plantas medicinales se han utilizado para aliviar, o
contrarrestar enfermedades dando lugar a los fitofarmacos, que a su vez sirven
como complementos de las medicinas farmacéuticas (Gallegos, 2016). La
especie Malva sylvestris es una importante planta medicinal que muestra una
variedad de actividades bilégicas como hepatoprotectoras, antimicrobianas,

antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas (Dipak, 2016).

(Dulger & Gonuz, 2004), investigaron sobre la actividad antimicrobiana de la
flor de Malva sylvestris frente a varias especies como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Bacillus cereus, Listeria monocytogenesy tres lavaduras como
Candida albicans, Rhodotorula rubra y kluyveromyces fragilis, mediante el
método de difusién por disco y demostraron que las flores de Malva sylvestris
tiene una actividad moderada o escasa contra los microorganismos en

comparacioén a los antibioticos de referencia.



(Malik, Mohammed, & Misak, 2011), realizaron el estudio sobre la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Malva sylvestris y otras
plantas en concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 mg/mL, frente a Salmonella
typhimurium mediante el método de difusién en agar-pozo, obteniendo como

resultado una alta actividad contra esta bacteria.

(Cheng & Wang, 2006), estudiaron la actividad antimicrobiana de antocianina
de Malva sylvestris, mediante métodos de cultivo solidos y liquidos, demostraron
actividad frente a Staphylococcus aureus, el cual presentd una relacidn
directamente proporcional con la cantidad de antocianina presente en Malva

sylvestris, pero no mostré actividad para Escherichia coli'y Aspergillus niger.

(Zohea, Meriem, & Samira, 2013), analizaron la actividad antimicrobiana del
aceite de la semilla de Malva sylvestris, mediante el método de difusién en agar,
contra las cepas estandar de Listeria monocytogenes ATCC 19115,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
feacalis ATCC 29212 y frente al hongo Candida albicans ATCC 10231, su
estudio demostréo que el aceite de la semilla de Malva sylvestris inhibi6 el
crecimiento de todos los microorganismos analizados excepto los Gram-

negativas.

(Cogo, y otros, 2010), realizaron un estudio in vitro de la actividad
antibacteriana mediante la prueba de difusion en disco de los extractos de Malva
sylvestris y otras plantas, contra Helicobacter pylori, demostrando que los

extractos fueron capaces de inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori.

(Walter, Shinwari, Afzal, & Malik, 2011), estudiaron la actividad antibacteriana
de Malva sylvestris y otras plantas medicinales, evaluaron los extractos
metanolicos en cinco concentraciones 5, 7.5, 10, 12.5, 15 mg/mL, mediante el
método de difusidn en agar-agar contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa y demostraron su actividad para Staphylococcus

aureus.



Actividad antioxidante

En los ultimos afos se ha reunido evidencias que permiten confirmar que los
radicales libres presentan un papel central de nuestro equilibrio homeostatico y
estan asociados a las reacciones oxidativas en el cuerpo humano, siendo este
un problema de salud publica, que a su vez puede mejorar con el consumo de
los antioxidantes que disminuyen el riesgo de padecer enfermedades
degenerativas como el cancer, enfermedades cardiacas y diabetes mellitus
(Avello & Suwalsky, 2006).

(DellaGreca, y otros, 2009), midieron la actividad antioxidante del extracto
acuoso de Malva sylvestris demostrando su capacidad para eliminar los

radicales anionicos de 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

(Jaradet, Abualhasan, & Ali, 2015), evaluaron la actividad antioxidante de las
hojas de Malva sylvestris y sus especies, utilizando la actividad de eliminacion
de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y compararon con la actividad
antioxidante Trolox y obtuvieron como resultado que las hojas de Malva
sylvestris tienen una mayor actividad antioxidante en comparacion a sus otras
especies y a su vez recomiendan su uso como fuente de suplementos

alimenticios y farmacéuticos.

(Barros, Carvalho, & Ferreira, 2010), evaluaron la actividad antioxidante y
composicion quimica de diferentes partes de Malva sylvestris (flores, hojas, tallos
y frutos) y demostraron que las hojas de Malva sylvestris presentan propiedades
antioxidantes muy fuertes, que incluyen eliminaciéon de los radicales libres, poder
reductor e inhibicion de la peroxidacion de lipidos en liposomas. Y a su vez las
hojas son una rica fuente de nutracéuticos como potentes antioxidantes (fenoles,

carotenoides, tocoferoles y flavonoides).
(Ouldyeroukarima, Belhocine, Mekness, Meddah, & Tirtouil, 2017), estudiaron
la actividad antioxidante in vitro de extractos fendlicos de Malva sylvestris,

utilizando la técnica de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y obteniendo como
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resultado que las hojas de Malva sylvestris poseen una fuerte actividad

antioxidante.

I.2. Malva sylvestris

Malva sylvestris es la especie mas estudiada del género Malva, es
proveniente de Europa, suroeste de Asia y norte de Africa, que florece a finales
de la primavera, presentan flores purpuras con hojas lobuladas (Elsagh, y otros,
2015).

11.2.1 Etnobotanica

Malva sylvestris pertenece a la clase Equisetipsida, subclase Magnoliidae
superorden Rosanae, orden Malvales, familia Malvaceae y género Malva. Sus
efectos farmacolégicos son otorgados por las hojas y flores ya que contienen
algunos flavonoides y mucilagos (Gasparetto, Ferreira, Hayashi, Otuky, &
Pontarolo, 2011).

1.2.2. Propiedades medicinales

Las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos remotos hasta la
actualidad para tratar, aliviar o prevenir diferentes tipos de enfermedades y han
servido como base para la formulacién de diversos medicamentos no toxicos o
poco toxicos, de facil acceso y sobre todo seguros (Dolatkhahi, Dolatkhahi, &
Nejad, 2014).

Malva sylvestris es una planta medicinal importante que muestra una amplia
gama de actividades biolégicas como antioxidantes, anticancerigenas,

cicatrizante, antiinflamatoria, antimicrobianas y hepaprotectoras (Dipak, 2016).
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11.2.3. Composiciéon quimica

Malva sylvestris contiene compuestos como polisacaridos, aminoacidos -
derivados de proteinas; flavonoides ( malvidina, malvalina, delfinidina, apigenina,
quercetina, kaempferol, genistein); mucilagos; terpenoides; malvona A (2-metil-
3-metoxi-5,6-dihidroxi-1,4-naftoquinona); derivados del fenol; enzimas;
cumarinas; vitaminas (A,C,E); acidos grasos — esteroles; taninos ; niacina y

pigmentos (Dipak, 2016).

OCH3 OCH3
OH OH

OH E O_ O OCH OH O % O OCH;
Z ~0OH Z~0Glu
OH OGlu
Malvidin Malvin

OH O
Delphinidin Myricetin
OH e
OH
OH O OH o
' |
H OH
O © OH O
Apigenin Quercetin
OH OH o
OH O |
|
OH OH O
OH O oH
Kaempferol Genistein

Figura 1 Algunos flavonoides encontrados en Malva sylvestris

Fuente: (Gasparetto, Ferreira, Hayashi, Otuky, & Pontarolo, 2011)
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I.3. Malva pseudolavatera

Malva pseudolavatera forma parte del género malvas, esta planta es originaria
de Europa occidental, norte de Africa. Se adapta a un clima de tipo mediterraneo,

es una planta anual o bienal y posee flores de color blancas (TERRAIN, 2018).

Malva pseudolavatera es una de las especies que actualmente carece de
bases bibliograficas y estudios cientificos, por esta razén se desea que este
proyecto pueda ampliar nuevos conocimientos y sirva de referencia para

proximos estudios.

11.3.1 Ethobotanica

Malva pseudolavatera pertenece al reino Plantae, orden Malvales, familia
Malvaceae, género Malva y especie M. pseudolavatera. Tiene un tallo resistente,
un poco peludo con una altura entre 1 a 3 metros. Sus hojas se caracterizan por
ser multilobuladas con bordes ondulados y planos, levemente peludas con

aproximadamente 10 centimetros de longitud (TERRAIN, 2018).

I1.4. Microorganismos

Son seres vivos que no pueden ser observados a simple vista porque son
demasiados pequefios que unicamente pueden ser apreciados a través de un
microscopio. Dentro del extenso grupo de los microorganismos incluyen virus,
bacterias, levaduras y hogos, que no solo presentan efectos perjudiciales para
la salud provocando graves enfermedades, sino que también pueden ser
beneficiosos en muchas ocasiones como en la elaboracién de alimentos con el
objetivo de alargar su periodo de vida util o realizar modificaciones en sus
propiedades (Tortora, Funke, & Case, 2015).
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11.4.1. Escherichia coli

Escherichia coli fue identificada por primera vez por el Dr. Theodor Escherich
en 1885, el cual la denomind Bacterium coli commune, dicho de otra manera
“bacteria comun del colén”. Es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo de
la familia Enterobacteriaceae, esta bacteria se encuentra comunmente en el
sistema digestivo de los seres humanos y animales de sangre caliente y es
considerada un microorganismo de flora normal pero también hay cepas que

pueden ser patdégenas, provocando distintos cuadros clinicos (Rodriguez, 2002).

1.4.1.1. Taxonomia

Domain: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gammproteobacteria

Order: Enterobacteriales

Family: Enterobacteriaceae

|
\ Genus: Escherichia
‘/

Species: E. coli

Figura 2 Clasificacién taxonémica de Escherichia coli.

Fuente: (Faner, y otros, 2017).

11.4.1.2 Sintomas

Los principales sintomas de las enfermedades causadas por E. coli
comprende cdlicos y diarrea, que en ciertos casos pueden ser sanguinolenta. A
su vez pueden aparecer otros sintomas como fiebre y vémitos. El periodo de
incubacion es de 3 a 8 dias. La recuperacion de la mayor parte de los pacientes
se lleva acabo alrededor de los 10 dias, no obstante, algunos casos la
enfermedad provoca la muerte especialmente en nifios pequefios y ancianos
(WHO, 2018).
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1.4.1.3 Fuentes y transmision

E. coli se trasmite a través de la ingesta de alimentos contaminados, como
productos carnicos molidos crudos o poco cocidos y la leche cruda. También por
medio de la contaminacién fecal del agua o mediante una contaminacion cruzada
en la preparacién de alimentos. El roce persona a persona es otra forma de

transmision a través de la ruta oral-fecal (WHO, 2018).

11.4.1.4. Enfermedades

— Enfermedad diarreica aguda

—  Enteritis

— Infecciones del tracto urinario

—  Colitis hemorragica

—  Sepsis

—  Meningitis (Molina & Eslava, 2015).

1.4.2. Staphylococcus aureus

Los microorganismos del género Staphylococcus son bacterias no moviles,
Gram-positivas, son anaerobias facultativas, no esporuladas, no poseen
capsulas. La gran parte de Staphylococcus producen catalasa que es una
enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre,
siendo un indicador que sirve para distinguir el género Staphylococcus de los
géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa negativos (Cervantes,
Garcia, & Salazar, 2014).

Este microorganismo puede propagarse con facilidad, por lo que puede
transmitirse entre diferentes especies, ya sea de animal a humano o viceversa.
Por esta razén, es uno de los patdbgenos mas estudiados durante algunos afios,
ya que es causante de multiples enfermedades (infecciones en el torrente

circulatorio e intoxicaciones por alimentos) (Zendejas, Avalos, & Soto, 2014).
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11.4.2.1 Taxonomia

Reino: Bacteria |

N/

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Género: Staphylococcus

|
Familia: Staphylococcaceae \
|
|

Especie: S. aureus

Figura 3 Clasificacion taxonémica de Staphylococcus aureus

Fuente: (Cervantes, Garcia, & Salazar, 2014)

11.4.2.2. Sintomas

Entre los principales sintomas de Staphylococcus aureus son las infecciones
cutaneas que pueden originar abscesos, enrojecimiento, ampollas, celulitis,
foliculitis, impétigo, necrdlisis epidérmica toxica e hinchazén de la zona infectada
(Bush, 2015).

1.4.2.3. Fuentes y transmision

Una de las principales fuentes de Staphylococcus aureus son los alimentos,
que estan expuestos a la contaminacion por las toxinas de este microorganismo,
pero cabe destacar que los mas susceptibles son aquellos que estan en contacto
directo con la piel del animal, como la leche, el huevo, derivados carnicos. Que
son capaces de producir severas intoxicaciones alimentarias que dependera de
la cantidad ingerida del alimento. Por esta razén, es uno de los patégenos mas
estudiados durante algunos afos, ya que es causante de multiples
enfermedades y ademas ha demostrado una resistencia significativa frente a

diferentes antibidticos (Zendeja, Avalos, & Soto, 2014).
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11.4.2.4. Enfermedades

Staphylococcus aureus produce infecciones por lesiones superficiales de la
piel (forunculos, orzuelos). Estas infecciones son supurativas y tienden a
provocar abscesos. También es capaz de causar infecciones invasoras serias
como: infecciones del sistema nervioso central, tracto respiratorio, urinario,
bacteriemia, osteomielitis y el sindrome del choque toxico (Cervantes, Garcia, &
Salazar, 2014).

Staphylococcus aureus es uno de los principales microorganismos que
causan infecciones nosocomiales o también llamadas infecciones hospitalarias
a partir de heridas quirurgicas que ayuda la entrada de la bacteria desde la piel
a los tejidos profundos y también es el causante de intoxicacion alimentaria

(Cervantes, Garcia, & Salazar, 2014).

1.4.3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa,
inmovil, normalmente encapsulada y presenta una forma bacilar, es la especie
de mayor importancia clinica y mas estudiada del género Klebsiella. Se
encuentra en las superficies de las mucosas de mamiferos, en el ser humano se
coloniza en el tracto gastrointestinal y en la nasofaringe (Echeverri & Catano,
2010).

Klebsiella pneumoniae es una de las especies mas relevantes dentro de su
género, ya que puede producir multiples infecciones graves e inclusive pueden
ser letales. Ademas, tiende a presentar una resistencia significativa frente a

diferentes antibidticos (Lespada, Cérdova, Roca, & Gémez, 2019).

Esto se debe a que las enterobacterias son productoras de carbapenemasas,
y poseen principalmente un mecanismo de resistencia basado en la produccion
de B-lactamasas, que son enzimas capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico de

cuatro atomos, dejando asi el antibiético sin actividad, siendo esto un problema

17



de salud mundial dado que presenta mayor facilidad de transmisién, gran
dificultad de tratamiento, provocando un impacto econémico y personal (Rojo,

Vazquez, Sagrario Reyes, & Cervero, 2018).

11.4.3.1. Taxonomia

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

|

\,

\\ Clase: Gammaproteobacteria
‘,

|

| Género: Klebsiella

Especie: K. pneumoniae

Figura 4 Clasificacién taxonémica de Klebsiella pneumoniae

Fuente: (Lespada, Cérdova, Roca, & Gémez, 2019).

11.4.3.2. Sintomas

La neumonia causada por Klebsiella, es manifestada con la presencia de
esputo marrdén oscuro, abscesos pulmonares y empiema, estas manifestaciones
son muy comunes entre pacientes alcohdlicos y diabéticos. Generalmente las
infecciones producidas por Klebsiella pneuomoniae, estan acompafiadas de tos,
esputos pegajosos, inflamacion del colon, que se presenta después de tomar

antibioticos, este trastorno se lo conoce como colitis asociada a los antibiéticos.

1.4.3.3. Fuentes y transmision

Klebsiella pneumoniae se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
de tal manera que se encuentran en las superficies de las aguas, tierra y plantas,
asi como también en mamiferos, en los humanos especificamente se encuentra

en la mucosa de la nasofaringe y del intestino (Lépez & Echeverri, 2010).
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En los hospitales una de las causas principales de transmision de este
microorganismo son las manos contaminadas del personal que son el medio

responsable de brotes epidémicos (Andrade & Silva, 2004).

11.4.3.4. Enfermedades

Klebsiella pneumoniae es un patégeno oportunista colonizador de las
mucosas y piel de pacientes hospitalizados que son capaces de producir
infecciones invasoras como septicemias, peritonitis, meningitis, pielonefritis o
bacteriemias, también es el microorganismo responsable de infecciones del

tracto urinario y neumonia (Andrade & Silva, 2004).

I1.5. Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana es un problema serio, de magnitud creciente, sobre
todo es de gran importancia en ambientes hospitalarios, siendo la resistencia
bacteriana un fendmeno biolégico natural por causa de las mutaciones y la gran
capacidad de ciertas bacterias de transferir su material genético debido al mal
uso de antibidticos, esto comprende un problema a nivel mundial provocando
una alta mortalidad. Existiendo una alteracion en la relacion antibiético-bacteria
por diferentes factores como dosis, tiempo del tratamiento, farmacocinética, etc.
(Mosquito, Ruiz, Bauer, & Ochoa, 2011).

11.6. Antibioticos

Los antibioticos son medicamentos utilizados para el tratamiento y prevencion
de enfermedades causadas por bacterias, existen diferentes tipos de bacterias
con caracteristicas particulares, de ahi la existencia de diversos antibidticos,
cabe destacar que los virus son otro tipo de microorganismos y que los

antibidticos son ineficaces en su tratamiento (WHO, 2018).
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11.6.1. Antibiéticos segun su efecto

11.6.1.1 Efecto bactericida

Son farmacos que estan destinados a la destruccion de bacterias (Tortora,
Funke, & Case, 2015).

11.6.1.2. Efecto bacteriostatico

Son farmacos que estan destinados a impedir el crecimiento de las bacterias
(Tortora, Funke, & Case, 2015).

11.6.2. Antibiéticos segun su espectro

1.6.2.1. Antibiéticos de amplio espectro

Son farmacos que actuan frente a multiples bacterias, ya sean estas gram-
positivas 0 gram-negativas, impidiendo su reproduccion o destruyéndolas
(Basualdo, Coto, & Torres, 2007).

1.6.2.2. Antibidticos de espectro reducido

Son farmacos que impiden la reproduccion o destruyen bacterias, pero estos
solo lo hacen frente a un grupo en especifico de microorganismos (Basualdo,
Coto, & Torres, 2007).

11.6.3. Principales grupos de antibiéticos

11.6.3.1. Betalactamicos

Son antibidticos naturales o sintéticos que actuan a nivel de la pared celular
bacteriana inhibiendo su sintesis en su ultima etapa. Poseen un efecto
bactericida lento y son de amplio espectro, ya que incluyen bacterias Gram-

positivas, Gram-negativas y espiroquetas. Su clasificacion es la siguiente:
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- Penicilinas: Son antibiéticos que se caracterizan por poseer el
nucleo de acido 6-aminopenicilanico, que consiste en un anillo triazdlico

unido a un anillo betalactamico.

- Cefalosporinas: Son antibidticos que se caracterizan por poseer
un nucleo de &acido 7-aminocefalosporanico formado por un anillo

betalactamico unido a un anillo de dihidrotiazino.

- Monobactamicos: Dentro de este grupo solo hay un antibidtico,
Aztreonam, que puede ser utilizado clinicamente por poseer actividad frente

a bacterias gram-negativas aerobias facultativas.

- Carbapenemes: Son los que tienen mayor espectro dentro de este

grupo, tienen actividad bactericida elevada y anaerobicida.

Mecanismo de accién: Son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de
la pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico (Seija &
Vignoli, 2016).

11.6.3.2. Glicopétidos (Vancomicina, teicoplanina)
Son antibiéticos que contienen azucares ligados a aminoacidos, con efecto
bactericida de espectro reducido, que actuan a nivel de la pared bacteriana de

microorganismos gram-positivos (cocos gram-positivos).

Mecanismo de accion: Actluan a través de la inhibicién de la sintesis de la

pared bacteriana (Esparza, 2008).

1.6.3.3. Aminoglucésidos (Estreptomicina, neomicina, amikacina,

kanamicina, tobramicinam, gentamicina, espectinomicina)

Son un grupo de antibidticos que contienen un aminociclitol con

aminoazucares ciclicos ligados por enlaces glicosidicos, de efecto bactericida,
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que generalmente son activos para estafilococos y para la mayoria de las

especies de Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae.

Mecanismo de accién: Se unen a los ribosomas bacterianos (fraccion 30S),
lo que ocasiona la produccion de proteinas bacterianas defectuosas, o bien la

inhibicion total de la sintesis proteica de la bacteria (Esparza, 2008).

11.6.3.4. Macrodlidos (Eritromicina, espiramicina, josamicina,

midecamicina, roxitromicina, azitromicina, claritromicina, telitromicina)

Son antibidticos principalmente bacteriostaticos, que se caracterizan por
poseer un anillo macrociclico de lactona que puede tener 14, 15 0 16 atomos de
carbono, al que se unen diversos desoxiazucares. Poseen un espectro amplio
debido a que presentan actividad frente a diferentes bacterias gram-positivas y
gram-negativas, dentro de las cuales estan: Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae, Ureaplasma urealyiticum, Chlamydia trachomatis, Treponema

pallidum y Haemophilus ducreyi.

Mecanismo de accion: Se encargan de inhibir la sintesis proteica

dependiente de ARN en los microorganismos sensibles (Macri & Kaler, 2017).

1.6.3.5. Quinolonas (Acido nalidixico)

Son antibiodticos sintéticos, bactericidas, con una estructura quimica basica
comun, 4-oxo-1,4-dihidroxiquinoleina, compuesta por dos anillos, uno de tipo
piridona y otro aromatico, que puede ser bencénico, que poseen un amplio

espectro antibacteriano frente a bacterias gram-positivas y gram-negativas.
Mecanismo de accion: Se encargan de bloquear el proceso de replicacion

del ADN bacteriano, por medio de la inhibicion de la ADN girasa y topoisomerasa
IV bacteriana (Macri & Kaler, 2017).
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Il.7. Antibiograma

Es una prueba in vitro en donde se evalua la sensibilidad de los
microorganismos frente a determinados antibiéticos. Este método es aplicado
con la finalidad de conocer qué antibidticos tienen la capacidad de inhibir o
destruir determinadas bacterias de forma in vitro, para posteriormente tener una
idea de cdmo estos antibidticos actuarian al ser aplicados de forma in vivo para
el tratamiento de determinadas enfermedades bacterianas (Basualdo, Coto, &
Torres, 2007).

I.7.1. Halo de inhibicion

Los resultados del antibiograma se veran reflejados de acuerdo con el
diametro del halo de inhibicion, en el cual se observa a simple la inhibicién del
crecimiento bacteriano alrededor del disco de antibidtico aplicado en un

antibiograma.

Se puede interpretar de tres formas distintas:

- Sensible: Se refiere a que dicho antibidtico utilizado, en dosis
adecuadas, podria ser de gran utilidad para una determinada enfermedad
bacteriana ya que si produce la inhibicién del crecimiento bacteriano frente

ha determinado microorganismo.

- Intermedio: Se refiere a que dicho antibiético utilizado produce una
inhibicion parcial del crecimiento bacteriano, por lo que seria recomendable
utilizar dosis mas elevadas para tratar una enfermedad bacteriana en

especifica.

- Resistente: Se refiere a que dicho antibidtico utilizado no tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de forma in vitro, por lo tanto,
no es adecuado que sea aplicado para una enfermedad bacteriana
determinada (Picazo, 2000).
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I.7.2. Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)

Es una organizacién que se encarga de desarrollar estandares de pruebas
aplicadas en laboratorio clinico. Esta organizacion realiza un consenso anual de
los halos de inhibicion obtenidos mediante diferentes pruebas in vitro de
susceptibilidad de los microorganismos frente a distintos antibiéticos, que pueda

servir como una guia entre todas las industrias (CLSI, 2019) Ver Anexo 10.

11.8. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que el cuerpo humano utiliza
para impedir o retrasar la oxidacion de diversas sustancias, especialmente de
los acidos grasos. Siendo los antioxidantes capaces de neutralizar la accion
oxidante de los radicales libres a través de la liberacion de electrones, los cuales
son captados por los radicales libres. De modo que cumplen una funcién
preventiva en el desarrollo de envejecimiento celular y de diferentes

enfermedades neurodegenerativas (Zamora, 2007).

También los antioxidantes son los encargados de favorecer el uso fisioldgico
del oxigeno por parte de las mitocondrias celulares, permitiendo reducir los
efectos del estrés oxidativo y eliminacion de los radicales libres, que son
sustancias quimicas muy reactivas que introducen oxigeno en las células y

provocan la oxidacién celular (Zamora, 2007).

Los antioxidantes se clasifican en dos grandes grupos:

- Enzimaticos o endégeno: son aquellos antioxidantes producidos por el
organismo Yy disminuyen los efectos de los radicales libres en cierto grado.
Dentro de este grupo comprenden las defensas enzimaticas, ejemplo de ellos
el Glutation Perdxidasa (transforma el perdxido de hidrogeno y los peréxidos
lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales
libres); Superédxido Dismutasa (elimina el perdoxido de hidrégeno y los

hidroperoxidos organicos); Catalasa (elimina el peroxido de hidrégeno).
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- No enzimaticos o exdgeno: son aquellos antioxidantes obtenidos por la
dieta tales como vitamina E (principal antioxidante presente en la membrana
celular); vitamina C (elimina radicales y recicla la vitamina E); Acido urico
(elimina radicales hidroxilo); Acido lipoico (sustituto eficaz del glutation);

carotenoides (antioxidante de lipidos) (Zamora, 2007).

1.8.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El oxigeno es una molécula principalmente oxidante, que las células lo utilizan
para su metabolismo y es basicamente el responsable de la produccién de

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Avello & Suwalsky, 2006).

Cabe mencionar que las especies oxidantes son de origen enddgena y
exodgena, en la primera esta constituida por el metabolismo de las células
defensivas tales como monocitos, eosindfilos y los macréfagos y en la segunda
se menciona factores como la radiacion solar, pesticidas, toxinas fungicas o

xenobidticos (Avello & Suwalsky, 2006).

El término especies reactivas de oxigeno (ERO), se basa en dos tipos de
moléculas que son radicales libre (anidén superdxido y el hidroxilo) y los no
radicales que son agentes oxidantes o son facilmente convertidos en radicales.
Este conjunto de especies reactivas se produce como resultado del metabolismo
celular (Avello & Suwalsky, 2006).

11.8.2. Radicales libres (RL)

Son moléculas quimicas capaces de existir de manera independiente, poseen
en su estructura uno o mas electrones no apareados, ya sea por ganancia o
pérdida de un electron, propiedad que los convierte en moléculas inestables y
bastante reactivas, tienen la facilidad de unirse de forma inespecifica a cualquier
tipo de molécula estable con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica, a
través de reacciones de Oxido reduccién (redox), en este caso hay una

transferencia de electrones que implican la reduccidén (ganancia de electrones)
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y oxidacioén (perdida de electrones) entre las moléculas participantes (Corrales &
Munoz, 2012).

11.8.3. Compuestos polifenoles

Son compuestos secundarios que se encuentran presentes en diferentes
plantas, los cuales en su estructura poseen al menos un anillo aromatico que se
encuentra unido a uno o mas grupos hidroxilos. Debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas, estos van a poder actuar en diferentes reacciones metabdlicas
de 6xido-reduccion, interfiiendo asi en actividades enzimaticas y en distintos
procesos celulares. Ejercen multiples funciones, entre estas tenemos: proteccion
contra lesiones celulares, impiden el crecimiento de tumores e inhiben las vias
metabdlicas que puedan ocasionar carcinogénesis (Mercado & De la Rosa,
2013).

11.8.3.1. Clasificacion

Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y
los acidos hidroxicinamicos. Cabe destacar, que la presencia del anillo aromatico
juega un papel fundamental en la actividad antioxidante, ya que la presencia de
mas de un grupo hidroxilo y un mayor alejamiento del anillo aromatico con el
grupo carbonilo, incrementara dicha actividad. Por esta razén, segun su
estructura, los acidos hidroxicinamicos poseen mayor actividad antioxidante que

los acidos hidroxibenzoicos (Pefiarrieta, Tejeda, & Mollinedo, 2014).

Flavonoides

Son derivados fendlicos sintetizados por las plantas, los cuales son
responsables del color de las flores y frutas, tienen minimo 2 subunidades
fendlicas en su estructura, poseen actividad antioxidante y son capaces de

captar radicales libres. En el reino vegetal se encuentran en forma de glicésidos
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y esto los convierte en compuestos altamente polares. Su variacion estructural
es inmensa, ya sea por la naturaleza del azucar o por la posicién del enlace
glicosidico. Dentro de las estructuras mayoritarias de flavonoides que se
encuentran son: antocianinas, flavanoles, flavanonas, flavonas, isoflavonoides y

chalconas (Macias, 2019).

Taninos

Son derivados fendlicos complejos de definir, ya que su estructura se origina
por caracteristicas comunes, tienen 3 0 mas subunidades fendlicas, presentan
caracteristicas acidas y de acuerdo con su estructura se pueden diferenciar dos
tipos; hidrolizables y condensados. Los hidrolizables son ésteres de acidos
aromaticos carboxilicos, que por hidrolisis generan un azucar y un residuo
fendlico acido; mientras que los condensados son estructuras de flavonoides

polimerizados (Macias, 2019).

11.8.4. Método de capacidad ferro-reductora (FRAP)

Este método determina la cantidad del catién férrico (Fes+) que se reduce a
ferroso (Fe2+) en presencia de un agente acomplejante, el denominado TPTZ
(2,4,6-tri(piridil)-1,3,5-triazina). EI complejo de TPTZ y el Fes+ actuan con las
sustancias antioxidantes dando como producto un ion complejo de Fez+, TPTZ y
sustancias oxidadas. Este ion complejo [Fe(TPTZ)2]2+ resultante es de color azul

intenso y tiene una absorcion maxima a 593 nm (Mesa, Zapata, & Arana, 2015).

11.8.5. Ensayo con el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-)

Es un método espectrofotométrico, que se caracteriza por emplear el 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) que es un radical libre que puede receptar un
electron permitiendo su estabilidad. Basicamente consiste en una solucion
metandlica, de color morado, que en condiciones normales muestra una
absorbancia determinada a 517 nm. Este radical va a reaccionar con un agente

reductor, generando un nuevo enlace, la concentracion del DPPH disminuye
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mientras aparece la forma reducida DPPH-H, como consecuencia esto hara que
el color de la solucién inicial cambie de morado a amarillo y esto sera
monitoreado en el espectrofotometro, ya que su absorbancia inicial disminuira
(Bautista, 2017).

NO, NO,
A |
ON N—N A:H _ﬂ. O.N N—N
NO NO,
Morado Amarillo
Difenilpicrilhidrazilo (DPPH) AH: Molécula antioxidante

Figura 5 Reaccién del radical DPPH con un antioxidante
Fuente: (Bautista, 2017)

1.8.6. Ensayo del acido (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)
(ABTS-+)

Es una técnica que se usa para medir la capacidad antioxidante de un material
biolégico, compuestos puros o extractos de frutas y verduras de naturaleza
hidrofilica o lipofilica. Involucra un compuesto coloreado de origen radical
(ABTSe+), con la finalidad de simular especies reactivas de oxigeno y nitrégeno;
de esta manera la presencia del antioxidante conduce a la desaparicion de este
radical coloreado; dicho radical se genera a partir de su precursor el acido 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTSe+). El radical catidnico obtenido
es un compuesto de color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcién
en el UV-visible (734 nm.) (Mesa, Zapata, & Arana, 2015).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

lll.1. Tipo de investigacidn

La investigacion es de caracter hipotético, cuantitativo y experimental, sobre
la actividad antibacteriana y antioxidante de Malva sylvestris y Malva
pseudolavatera. Debido que al inicio del estudio se plante6 una hipdtesis, el cual
a través de la experimentacion de los ensayos in vitro y cuantificacion de los
resultados obtenidos sera aceptada o rechazada, indicando si alguna de las dos

especies de Malva presenta actividad antibacteriana o antioxidante.

lll.2. Equipos, Materiales y Reactivos

lll.2.1. Equipos
Tabla 2 Equipos utilizados en el analisis
Equipos utilizados para la actividad Equipos utilizados para la
antibacteriana actividad antioxidante

-  Molino eléctrico marca IKA MF10

BASIC
- Balanza analitica marca Shimadzu - Espectrofotometro UV-visible marca
- Incubadora marca memmert Thermo Spectronic modelo Genesys
- Contador de colonias manual de 20

campo oscuro marca Reichert
Technologies

- Regriferadora marca Durex

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).
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111.2.2. Materiales

11l.2.2.1. Material vegetal y biolégico

Tabla 3 Materiales usados

Materiales utilizados para la
actividad antibacteriana

Cajas Petri con agar Muller Hinton

Cajas Bipetri con Agar sangre -

manitol

Micropipeta automatica de 5 -

1000uL

Punta para pipeta color azul (50 -

1000 pL).

Hisopos

Jeringas 1mL

Asa

Matraces volumétricos

Agitadores

Vasos de precipitacion

Tubos de ensayo

Probeta

Materiales utilizados para la

actividad antioxidante

Vasos de precipitacion
Micropipeta automatica de
5-1000uL

Punta para pipeta color azul (50-
1000 pL).

Cubetas de caras paralelas (1cm)

Papel absorbente

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).

Tabla 4 Material vegetal y biol6gico

Material vegetal

Malva sylvestris

Malva pseudolavatera

Material biolégico

Cepas de Escherichia coli ATCC
25922

Cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Cepas de Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).



111.2.2.3. Reactivos.

Actividad
antibacteriana

Etanol
Caldo de
infusion
cerebro
corazon
(BHI)
Reactivo de
Mcfarland
Suero
fisiologico
Discos de
Cefotaxima
30 mcg
Discos
blancos

11.3. Muestra

Tabla 5 Reactivos que se utilizaron en el analisis

Actividad antioxidante

FRAP
Acetato de sodio
anhidro
Acido acético
(99,7%)

2,4 ,6-tripiridil-s-

triazina (TPTZ)
Acido clorhidrico

(37 %)

FeCl3

FeSO4 x 7 H20
(sustancia de
referencia)

Acido ascérbico
(99% pureza),
(sustancia de
referencia)

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).

Actividad antibacteriana

Extractos

acuosos de

Malva

sylvestris y Malva pseudolavatera

al 2.5-5y 10%.

Extractos

hidroalcohdlicos de

Malva sylvestris (0.16 mg/10uL —
0.32 mg/20puL y 0.48 mg/30uL) y

Malva

pseudolavatera

(0.30

mg/10uL — 0.60 mg/20uL y 0.90

mg/30uL)

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).

DPPH

- DPPH (2,2
difenil-1-
picrilhidracilo)

- Etanol
absoluto

- Acido
ascorbico
(99% pureza)
(sustancia de
referencia)

- Trolox
(sustancia de
referencia)

ATBS

ABTS (acido 2,2-

azino-bis (3-
etilbenzotiazolina)-
6-sulfénico)
Persulfato de
potasio

Etanol al 96%
Acido  ascérbico
(99% pureza)
(sustancia de

referencia)

Tabla 6 Muestra: Actividad antibacteriana y antioxidante

Actividad antioxidante

FRAP DPPH

ATBS

Extractos hidroalcohdlicos al 80% de Malva

sylvestris y Malva pseudolavatera

Concentraciones:
25, 50, 100, 150 y
200 pg/mL
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lll.4. Metodologia Experimental

Actividad

Recolecciébn y seleccibn de especies

Secado de las especies vegetales

Pulverizacion y almacenamiento

A

antibacteriana

Obtencidn del extracto acuoso de ambas especies

Concentraciones del extracto acuoso (2.5
— 5 y 10%) e hidroalcohdlicos de M.
sylvestris (0.16 mg/10uL — 0.32 mg/20pL
y 0.48 mg/30uL) y M. pseudolavatera
(0.30 mg/10uL — 0.60 mg/20uL y 0.90
mg/30uL).

Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de ambas especies

Actividad

antioxidante

v

v

FRAP —| |—

DPPH

Extractos hidroalcohdlicos al

80% a las concentraciones de
25, 50, 100, 150 v 200 ua/mL.

v
ABTS

Activacion de los microorganismos
I

Preparacion y suspension del

Siembra de microorganismos

Medicidn de la zona del halo de

inhibicion

Preparacion del reactivo FRAP
(buffer acetato + TPTZ + FeCl3)

Extractos hidroalcohdlicos al 80% a
las concentraciones de 100, 200,
300. 400 v 500 ua/mL.

Preparacion de la solucion
de DPPH

30uL de cada extracto + 900uL
FRAP y 90uL de agua destilada.

Preparacion del radical catidnico
ABTS

Preparacion del control

positivo y control negativo.

Evaluacion de la actividad

antioxidante (593 nm)

Evaluacion de la actividad

antioxidante (517 nm)

980uL ABTS + 20puL de los extractos

y sustancia de referencia.

Resultados expresados como pmol
equivalentes de acido ascérbico y
FeSO4

Resultados expresados
como porcentaje de
inhibicién del radical DPPH

Evaluacion de la actividad

antioxidante (734 nm)

Figura 6 Metodologia experimental de la actividad antimicrobiana y antioxidante
Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019).

Resultados expresados como
porcentaje de inhibicion del radical
ABTS




ll.4.1. Recoleccidon y seleccion de especies de Malva

La recoleccion de las especies vegetales constituidas por Malva sylvestris y
Malva pseudolavatera, fueron obtenidas en la provincia de Chimborazo, cantdn
Guano y seleccionadas con el fin de establecer una comparacion de la actividad

antibacteriana y antioxidante de ambas especies.

lll.4. Secado de las especies vegetales

Las dos especies de Malva fueron previamente limpiadas de sus impurezas y

se procedié a exponerlas a un secado natural sin exposicion del sol.

lll.4.3. Pulverizaciéon y almacenamiento

Luego del secado natural, se deshojé las plantas de ambas especies, las
hojas se llevaron a la estufa por un periodo de 2h a 50°C. Posteriormente las
hojas fueron trituradas en el molino eléctrico marca IKA MF10 BASIC a 3500
rom. Una vez obtenido el pulverizado de ambas especies se dejaron
almacenadas en funda ziploc a temperatura de refrigeracion, para luego ser

utilizado en la obtencidon del extracto hidroalcohdlico.

ll.4.4. Obtencion del extracto acuoso de ambas especies

A partir de las muestras vegetales liofilizadas de Malva sylvestris y Malva
pseudolavatera, se procedid a pesar la cantidad necesaria para las
concentraciones establecidas (2.5 %, 5 % y 10 %) y para su disolucion se empled

agua destilada. El extracto fue preparado el mismo dia del analisis.

11.4.5. Obtencién del extracto hidroalcohdlico de ambas especies

A partir de las muestras vegetales pulverizadas de Malva sylvestris y Malva
pseudolavatera, se procedio a pesar 50 g de polvo de cada una de las especies,
se la humectd con 60 mL de solucion hidroalcohdlica (50:50) y se dejéo macerar

durante 48 horas con 150 mL de la misma solucion hidroalcohdlica a temperatura
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ambiente. Luego se filtr6, se midid el volumen obtenido y se calculd su

concentracion.

Calculo de la concentracion de los extractos

Para calcular la concentracion se tomd una alicuota de 5 mL, se la colocd en
una capsula previamente tarada, se dej6 evaporar a sequedad en bafo de agua

y se pesé nuevamente.

111.4.6. Actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana de los extactos obtenidos de
Malva sylvestris y Malva pseudolavatera, se realiz6 mediante un analisis in vitro,
utilizando el método de difusion en disco o tambien llamado técnica de Kirby-

Bauer.

11.4.6.1. Preparacion de las concentraciones de los extractos

En diferentes vasos de precipitacion, se trabajé con soluciones del extracto a
diferentes concentraciones (2.5 %, 5 %, 10 %), para lo cual se realizaron calculos
a partir del liofilizado de ambas especies y se lo disolvi6 en 3 mL de agua

destilada.

_E hidroalcohdli

A partir del extracto hidroalcohdlico obtenido, se procedié a preparar las
diferentes concentraciones del extracto de acuerdo con la especie vegetal,
obteniendo en Malva sylvestris las siguientes concentraciones en volumenes
diferentes (0.16 mg/10pL — 0.32 mg/20uL y 0.48 mg/30puL) y en Malva
pseudolavatera (0.30 mg/10uL — 0.60 mg/20uL y 0.90 mg/30uL).
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11.4.6.2. Activacion de los microorganismos

Se realiz6 la siembra de los microorganismos antes de cada analisis, a partir
de una cepa pura (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, K. pneumoniae
ATCC 700603) de cada uno, en cajas bipetri con agar Manitol (S. aureus) y agar
Sangre (E. coliy K. pneumoniae); luego se las rotul6 respectivamente y fueron

colocadas en la incubadora a 37 °C durante 24 h.

11.4.6.3. Preparacion y suspension del inéculo

Se seleccionaron 4 6 5 colonias de cada microorganismo del cultivo puro
obtenido en la activacion de microorganismos, se transfirieron las colonias
utilizando un hisopo a un tubo estéril que contenia 3 mL de solucién salina estéril,
y se ajustd el indculo a una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de

McFarland, el cual corresponde a 108 microorganismos viables por mL.

11.4.6.4. Siembra de microorganismos

Se sumergié un hisopo estéril en la suspensién del inéculo y el exceso de
liquido fue eliminado por rotacion del hisopo contra las paredes del tubo de
ensayo, luego se realizd la siembra en tres o cuatro direcciones sobre toda la
superficie del medio de agar Mueller Hinton, girando dicha caja en angulos de
90°.

Se colocaron 20 pyL de cada concentracion del extracto acuoso sobre discos
en blanco de la marca Oxoid™ de 6 mm de diametro, como control negativo se
utilizé un disco en blanco con 20 pyL de agua destilada y como control positivo
(referencial) un disco de Cefotaxima; realizando cinco repeticiones. Las cajas

Petri fueron debidamente rotuladas e incubadas a 37 °C durante 24 horas.
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Se colocaron tres volumenes diferentes con sus respectivas concentraciones
sobre discos en blanco de la marca Oxoid™ de 6 mm de diametro; como control
negativo se utilizé un disco en blanco con 20 pL de solucion hidroalcohdlica
(50:50) y como control positivo (referencial) un disco de Cefotaxima; realizando
cinco repeticiones. Las cajas Petri fueron debidamente rotuladas e incubadas a
37°C durante 24 horas.

111.4.6.5. Medicion de la zona del halo de inhibiciéon

Para la interpretacion de los resultados, se midid la zona de inhibicién
redondeando al perimetro mas cercano al disco con una regla milimetrada,
manteniendo la caja sobre el contador de colonias manual de campo oscuro de
Quebec marca Reichert Technologies para medir con claridad el halo de
inhibicién, y luego se comparé con las medidas estandarizadas del control

positivo por el CLSI de cada uno de los microorganismos utilizados.

111.4.7. Actividad antioxidante

1.4.7 1. Actividad antioxidante por el método de FRAP (capacidad ferro-

reductora)

La capacidad de reduccidn de los extractos hidroalcohdlicos fue medida
acorde al procedimiento descrito por Benzie y Strain (1996). Las
determinaciones fueron de caracter espectrofotométrico, se empled un

espectrofotdmetro UV- visible a una absorbancia de 593 nm.

Concentraciones de los extractos

Los extractos hidroalcohdlicos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera al

80% fueron a las concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL.
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Preparacion de la soluciéon FRAP

Para conformar el reactivo de FRAP, se mezcld buffer acetato de sodio 300
mM (pH 3,6), 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) y 20 mM de cloruro férrico
(25:2,5:2,5 viviv).

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se tomaron 30 uL de cada dilucion de los extractos (a las concentraciones de
25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL) y se mezclaron con 900 pL de la disolucion FRAP
y 90 uL de agua destilada. Una vez realizada la mezcla, la reaccion que ocurre
mide la reduccion del complejo férrico-TPTZ, en la cual el hierro férrico (Fe3+ -
TPTZ) se reduce a ion ferroso a bajo pH, causando la formacién de un complejo
ferroso-tripiridiltriazina (Fe2+ - TPTZ) de color azul intenso con un maximo de
absorcién a una longitud de onda de 593 nm. El blanco consistié en 120 pL de

agua y 900 uL de reactivo. Cada determinacion se llevo a cabo por triplicado.

Los resultados fueron expresados como pmol equivalentes de acido ascérbico
(EAA) y como pmol equivalentes de FeSOs4, a partir del calculo interpolando la
densidad ¢éptica (D.O) de las muestras en las curvas de calibracién de ambas
sustancias de referencia a las concentraciones de 100, 200, 400, 500 y 800 puM.

Las lecturas se realizaron por triplicado a los cuatro minutos.

11.4.7.2. Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)

Para la evaluacién de la actividad antioxidante de los extactos obtenidos de
Malva sylvestris y Malva pseudolavatera, se realizO mediante la técnica del
radical libre DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo), basado en la metodologia
descrita por Brand-Willians et al., se emple6 un espectrofotometro UV-visible y

las determinaciones fueron medidas a 517 nm al cabo de los 30 minutos.
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Concentraciones de los extractos

Los extractos hidroalcohodlicos de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera

fueron al 80% en concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL.

Preparacion de la solucion de DPPH

La solucién de DPPH fue preparada a una concentracion de 0,075mg/mL en
un matraz aforado cubierto con aluminio, empleando como solvente el metanol.
Esta solucion se debe preparar el mismo dia que se va a realizar el ensayo dado
que es una solucion fotosensible. La solucién debe almacenarse en un frasco

color ambar y mantenerse fuera del alcance de la luz.

Preparacion del control positivo y control negativo

El control positivo utilizado en el ensayo de actividad antioxidante fue el acido
ascorbico en concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL utilizando como

solvente el etanol absoluto.

El control negativo o blanco consistio en una mezcla de 900 yL de DPPH Y
100 pL de etanol absoluto.

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se tomaron 10 pL de cada concentracion de los extractos (25, 50, 100, 150 y
200 pg/mL) y de las sustancias de referencia a las mismas concentraciones, se
mezclaron con 900 yL del reactivo DPPH (0,075 mg/mL) y 90 pyL de etanol
absoluto. La reaccion se dejo en la oscuridad durante 30 minutos en un
espectrofotometro y posteriormente se leyeron las muestras a una longitud de

onda de 517 nm. Cada determinacion se llevd a cabo por triplicado.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion del radical

DPPH segun la siguiente formula:
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(Ab — Am)
—x1

% DPPH = ~—

00
Donde:

- Ab: absorbancia del blanco (nm)

- Am: absorbancia de la muestra (nm)

11.4.7.3. Ensayo del ABTS<+ (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-

sulfénico)

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de los extactos obtenidos de
Malva sylvestris y Malva pseudolavatera, se realizé mediante la técnica del
radical libre ABTSe+ (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico), se
empled un espectrofotdmetro UV-visible y las determinaciones fueron medidas

a 734 nm al cabo de los 30 minutos.
Concentraciones de los extractos

Los extractos hidroalcohdlicos al 80% de Malva sylvestris y Malva

pseudolavatera a las concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL.
Preparacion de la soluciéon ABTS-+

El ensayo fue basado en la habilidad de diferentes sustancias de secuestrar
el radical cationico ABTSe+, el cual fue preparado mezclando una solucion de
ABTS 7mM y persulfato de potasio 2,45 mM (1/1, v/v). La mezcla se mantuvo en
la oscuridad por 16 horas para la formacién del radical. La solucion ABTSe<+ fue

diluida con etanol al 96% hasta lograr una absorbancia de 0,700 £ 0,05 a 734nm.
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Evaluacion de la actividad antioxidante

Se tomaron 980 uL de la solucién de ABTSe+ radicalico con 20 pyL de los
extractos ensayados y la sustancia de referencia (acido ascorbico) a las
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL. Se incubd por 30 min para
su posterior lectura a 734 nm en un espectrofotometro UV- visible. Cada

determinacion se llevo a cabo por triplicado.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion del radical

ABTS-+ segun la formula siguiente:

[A734_ (ABTS) - A734_ (antIOXIdante)]

100
A3, (ABTS) X

% de inhibicion =

40



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV. Recoleccion de datos

A continuacion, se detalla los resultados obtenidos mediante la evaluaciéon de
la actividad antibacteriana y antioxidante de los extractos de la M. sylvestris y M.

pseudolavatera.

IV.1. Resultados: Actividad antibacteriana

En las tablas 7 — 10, se muestran los resultados de los dos extractos
estudiados (acuoso e hidroalcohdlico) para evaluar la actividad antibacteriana de
Malva sylvestris y Malva pseudolavatera contra E. coli, S. aureus y K.

pneumoniae.

IV.1.1. Malva sylvestris

Extracto acuoso

En la evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto acuoso en el cual
se realiz6 a partir de tres concentraciones (2.5%, 5% y 10%) contra E. coli, S.
aureus y K. pneumoniae. Se demostré que en ninguna de las tres
concentraciones evaluadas frente a E. coli y S. aureus inhibié el crecimiento de
los microorganismos utilizados, pero si presenta una minima inhibicion del
crecimiento bacteriano de K. pneumoniae en la concentracién 5% presentando
un halo de 8 mm. y en la concentracion al 10% se obtuvo un halo de 7mm.

resultados que se reflejan en la tabla 7.
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En cuanto los diametros obtenidos de los halos de inhibicién del control
positivo utilizado en este caso fue Cefotaxima, estan dentro de los patrones
estandar de halo de inhibicion establecidos por NCCLS, 2000.

Tabla 7 Valores de halo de inhibicion del extracto acuoso de M. sylvestris y controles

Concentraciones Controles
2.5% 5% 10% | C+ (CTX) C-

- - - 29 mm -

- - - 28 mm -
E. coli - - - 30 mm -
- - - 30 mm -
- - - 30 mm -
Promedio - - - 29 mm -
- - - 30 mm -
- - - 29 mm -
S. aureus - - - 30 mm -
- - - 29 mm -
- - - 30 mm -
Promedio - - - 29 mm -
- - - 18 mm -
- 7mm | 8 mm 17 mm -
K. pneumoniae - - 7 mm 18 mm -
- 8mm | 7 mm 18 mm -
- - - 18 mm -
Promedio - 8mm | 7 mm 17 mm -

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

Microorganismos

A continuacion, se presentan fotografias mas representativas de los
resultados obtenidos del extracto acuoso de Malva sylvestris frente a cada

microorganismo.

Escherichia coli

En las figuras 7 — 10, se puede observar los resultados de los antibiogramas
obtenidos de los extractos acuosos de Malva sylvestris en las concentraciones
de 2.5-5y 10 %, frente a Escherichia coli, en el cual no se presenta ningun halo
de inhibicidn, es decir que los extractos acuosos de Malva sylvestris a las tres
concentraciones de estudio no presentan actividad antibacteriana contra

Escherichia coli en comparacion con el antibiotico de referencia.
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Figura 7 Antibiograma E. coli — M. Figura 8 Antibiograma E. coli — M.
sylvestris — extracto acuoso 2.5% sylvestris — extracto acuoso 5%

Figura 9 Antibiograma E. coli — M. Figura 10 Antibiograma E. coli — M.
sylvestris — extracto acuoso 10% sylvestris — Controles

Staphylococcus aureus

En las figuras 11 — 14, se reflejan los resultados obtenidos de los
antibiogramas de los extractos acuosos de Malva sylvestris en las
concentraciones de 2.5 - 5y 10 %, frente a Staphylococcus aureus, en el cual
se observan que no se presenta ningun algo de inhibicion, es decir que los
extractos acuosos de Malva sylvestris a las concentraciones de 2.5 - 5y 10%,
no presentan actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus en

comparaciéon con el antibiotico de referencia.
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Figura 11 Antibiograma S. aureus — M. Figura 12 Antibiograma S. aureus — M.
sylvestris — extracto acuoso 2.5% sylvestris — extracto acuoso 5%

Figura 13 Antibiograma S. aureus — M. Figura 14 Antibiograma S. aureus — M.
sylvestris — extracto acuoso 10% sylvestris — extracto acuoso - Controles

Klebsiella pneumoniae

En las fotografias 15 — 17, se observa los resultados obtenidos de los
antibiogramas de los extractos acuosos de Malva sylvestris en las
concentraciones de 2.5 — 5 y 10% en réplicas de cinco, frente a Klebsiella
pneumoniae, en la concentracion de 5% presenta halo de inhibiciéon de 8 mm y
en la concentracién de 10% presenta halo de inhibicion de 7 mm, es decir que
los extractos acuosos de Malva sylvestris a las concentraciones de 5y 10%,
presentan una moderada actividad antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae

en comparacion con el antibiético de referencia.
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Figura 15 Antibiograma K. Figura 16 Antibiograma K.pneumoniae - M.
pneumoniae - M. sylvestris - extracto sylvestris - extracto acuoso 5%
acuoso 2.5%

Figura 17 Antibiograma K. pneumoniae - M. sylvestris - extracto acuoso - Control +

Extracto hidroalcohodlico

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico
de Malva sylvestris se determind en tres concentraciones diferentes (0.16
mg/10uL — 0.32 mg/20uL y 0.48 mg/30uL) contra E. coli, S. aureus y K.
pneumoniae. Se demostré que a la concentracion de 0.16mg/10uL del extracto
no presentd inhibicibn de crecimiento microbiano de ninguno de los
microorganismos mencionados, a la concentracion de 0.32mg/20uL presento
una modera actividad contra Klebsiella pneumoniae con un halo de 7 mm, y a la

concentracion de 0.48mg/30uL presenté una moderada actividad de inhibicién
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contra Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, mostrando halos de 7 mm (ver
tabla 8).

Los diametros obtenidos de los halos de inhibicion del control positivo utilizado
fue Cefotaxima, y estan dentro de los patrones estandar de halo de inhibicién
establecidos por NCCLS, 2000.

Tabla 8 Valores de halo de inhibicién del extracto hidroalcohdlico de M. sylvestris y

controles
Concentraciones Controles
Microorganismos 0.16 0.32 0.48

mg/10pL | mg/20uL | mgr3opL  C* (CTX) | C-

- 7 mm 7 mm 29 mm -

- - - 28 mm -

E. coli - - 8 mm 30 mm -

- - 7 mm 30 mm -

- - 7 mm 30 mm -

Promedio - - 7 mm 29 mm -
- - - 30 mm -

- - - 29 mm -

S. aureus - - - 30 mm -
- 7 mm - 29 mm -

- - 7 mm 30 mm -

Promedio - - - 29 mm -
- 7 mm - 18 mm -

- - 7 mm 17 mm -

K. pneumoniae - 7 mm - 18 mm -
- 7 mm - 18 mm -

- 8 mm 7 mm 18 mm -

Promedio - 7 mm 7mm 17 mm -

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

A continuacion, se presentan imagenes mas representativas de los resultados

obtenidos del extracto hidroalcohdlico de Malva sylvestris.

Escherichia coli

En las figuras 18 — 22, se reflejan los resultados obtenidos del extracto
hidroalcohdlico de Malva sylvestris frente a Escherichia coli, en el cual solo

presenta una moderada actividad de inhibicion en la concentracién 0.48mg/30uL

con un halo de 7 mm.
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Figura 18 Antibiograma E. coli — M. Figura 19 Antibiograma E. coli — M.
sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico sylvestris - Extracto Hidroalcohdlico
0.16mg/10uL 0.32mg/20uL

Figura 20 Antibiograma E. coli — M. Figura 21 Antibiograma E. coli — M.
sylvestris — Extracto Hidroalcohélico sylvestris — Extracto Hidroalcohélico (Control
0.48mg/30uL -)

Figura 22 Antibiograma E. coli — M. sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico (Control +)
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Staphylococcus aureus

En las figuras 23 — 26, se reflejan los resultados obtenidos del extracto
hidroalcohdlico de Malva sylvestris frente a Staphylococcus aureus, en el cual

no presenta actividad de inhibicién en ninguna concentracion.

Figura 23 Antibiograma S. aureus M. Figura 24 Antibiograma S. aureus M.
sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico sylvestris — Extracto Hidroalcoholico
0.16mg/10uL 0.32mg/20uL

Figura 25 Antibiograma S. aureus M. Figura 26 Antibiograma S. aureus M.
sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico
0.48mg/30uL (Control+)
Klebsiella pneumoniae

En las figuras 27 — 30, se reflejan los resultados obtenidos del extracto

hidroalcohdlico de Malva sylvestris frente a Klebsiella pneumoniae, en el cual
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no presenta actividad de inhibicién en la concentracion 0.16mg/10uL, pero si
presenta actividad moderada en las concentraciones 0.32mg/20uL vy

0.48mg/30uL, mostrando halos de 7 mm.

Figura 27 Antibiograma K. pneumoniae Figura 28 Antibiograma K.
— M. sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico pneumoniae —M. sylvestris — Extracto
0.16mg/10uL Hidroalcohdlico 0.32mg/20uL

Figura 29 Antibiograma K. Figura 30 Antibiograma K. pneumoniae —
pneumoniae — M. sylvestris — Extracto M. sylvestris — Extracto Hidroalcohdlico
Hidroalcohdlico 0.48mg/30umL (Control+)

IV.1.2. Malva pseudolavatera

Extracto acuoso

Los resultados obtenidos por el método de Kirby-Bauer o difusiéon en disco,

demostraron que las bacterias gram-negativas (E.coli y K. pneumoniae) y gram-
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positivas (S. aureus) no presentaron halos de inhibicién, en ninguna de las
concentraciones (2.5 %, 5 %, 10 %) de los extractos acuosos analizados. Se
consideré como control positivo cefotaxima y como control negativo el agua

destilada. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9 Valores de halo de inhibicion del extracto acuoso de M. pseudolavatera y controles

Concentraciones Controles
2.5 % 5% 10% | C+ (CTX) C-

- - - 30 mm -

- - - 29 mm -
E. coli - - - 30 mm -
- - - 30 mm -
- - - 30 mm -
Promedio - - - 29.8 mm -
- - - 30 mm -
- - - 28 mm -
S. aureus - - - 29 mm -
- - - 30 mm -
- - - 28 mm -
Promedio - - - 29 mm -
- - - 18 mm -
- - - 17 mm -
K. pneumoniae - - - 18 mm -
- - - 18 mm -
- - - 18 mm -

Promedio - - - 17.8 mm -
Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

Microorganismos

A continuacidn, se presentan imagenes mas representativas de los resultados

obtenidos del extracto acuoso de Malva pseudolavatera.

Escherichia coli

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto acuoso de Malva pseudolavatera frente a la cepa de E.coli se puede
apreciar que no hubo halos de inhibicion en ninguna de las concentraciones
evaluadas (Ver figuras 31, 32, 33); mientras que con el antibiético (cefotaxima)
utilizado como control positivo frente a la misma cepa, se pueden observar los

respectivos halos de inhibicion (Ver figura 34).
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Figura 31 Antibiograma E. coli M. Figura 32 Antibiograma E. coli M.
pseudolavatera - E. acuoso 2.5% pseudolavatera - E. acuso 5%

Figura 33 Antibiograma E. coli M. Figura 34 Antibiograma E. coli M.
pseudolavatera - E. acuoso 10% pseudolavatera - E. acuoso (Control+)

Staphylococcus aureus

De acuerdo con los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto acuoso de Malva pseudolavatera frente a la cepa de S. aureus se puede
apreciar que no hubo halos de inhibicion en ninguna de las concentraciones
evaluadas (Ver figuras 35, 36, 37); mientras que con el antibiético (cefotaxima)
utilizado como control positivo frente a la misma cepa, se pueden observar los

respectivos halos de inhibicion (Ver figura 38).
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Figura 35 Antibiograma S. aureus M. Figura 36 Antibiograma S. aureus M.
pseudolavatera - E. acuoso 2.5% pseudolavatera - E. acuoso 5%

Figura 37 Antibiograma S. aureus M. Figura 38 Antibiograma S. aureus M.
pseudolavatera - E. acuoso 10% pseudolavatera - E. acuoso (Control +)

Klebsiella pneumoniae

De acuerdo con los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto acuoso de Malva pseudolavatera frente a la cepa de K. pneumoniae se
puede apreciar que no hubo halos de inhibicion en ninguna de las
concentraciones evaluadas (Ver figuras 39, 40, 41); mientras que con el
antibiético (cefotaxima) utilizado como control positivo frente a la misma cepa,

se pueden observar los respectivos halos de inhibicion (Ver figura 42).
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Figura 39 Antibiograma K. pneumoniae Figura 40 Antibiograma K. pneumoniae
M. pseudolavatera - E. acuoso 2.5% M. pseudolavatera - E. acuoso 5%

Figura 41 Antibiograma K. pneumoniae Figura 42 Antibiograma K. pneumoniae M.
M. pseudolavatera - E. acuoso 10% pseudolavatera - E. acuoso (Control +)

Extracto hidroalcohoélico

Los resultados obtenidos por el método de Kirby-Bauer o difusion en disco, a
partir del extracto hidroalcohdlico con una concentracion de 150.7mg/5 mL de
Malva pseudolavatera, demostraron que a los diferentes volumenes con sus
respectivas concentraciones (0.30mg/10uL, 0.60mg/20uL, 0.90mg/30uL), los
microorganismos gram-negativos (E. coliy K. pneumoniae) no presentaron halos
de inhibicion. Por otro lado, el microorganismo gram-positivo (S. aureus) no
presentd halos de inhibicion en las concentraciones 0.30mg/10uL vy
0.60mg/20uL; mientras que en la concentracién de 0.90mg/30 uL presentd halos

de inhibicion de 7 mm y 8 mm de diametro. Se consideré como control positivo
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la cefotaxima y como control negativo la solucién hidroalcohdlica (50:50). Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10 Valores de halo de inhibicién del extracto hidroalcohdlico de M. pseudolavatera y
controles

Concentraciones Controles
Microorganismos 0.30 0.60 0.90
mg/opL | mg/20uL | mgr3opL | ©* (CTX) | C-
- - - 30 mm -

- - - 29 mm -
E. coli - - - 30 mm -
- - - 30 mm -
- - - 30 mm -
Promedio - - - 29.8 mm -
- - 7 mm 28 mm -
- - 7 mm 27 mm -
S. aureus - - 8 mm 29 mm -
- - 8 mm 28 mm -
- - 7 mm 28 mm -
Promedio - - 7.4 mm 28 mm -
- - - 18 mm -
- - - 17 mm -
K. pneumoniae - - - 18 mm -
- - - 18 mm -
- - - 18 mm -

Promedio - - - 17.8 mm -
Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

A continuacién, se presentan imagenes mas representativas de los resultados

obtenidos del extracto hidroalcohdlico de Malva pseudolavatera.

Escherichia coli

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto hidroalcohdlico de Malva pseudolavatera frente a la cepa de E.coli se
puede apreciar que no hubo halos de inhibicibn en ninguna de las
concentraciones evaluadas, ni con la solucion hidroalcohélica (50:50) utilizada
como control negativo (Ver figuras 43, 44, 45, 46); mientras que con el antibidtico
(cefotaxima) utilizado como control positivo frente a la misma cepa, se pueden

observar los respectivos halos de inhibicidn (Ver figura 47).
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Figura 43 Antibiograma E. coli M. Figura 44 Antibiograma E. coli M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico 0.30mg/10ul pseudolavatera - E. hidroalcohdlico
0.60mg/20ul

Figura 45 Antibiograma E. coli M. Figura 47 Antibiograma E. coli M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico 0.90mg/30ul pseudolavatera - E. hidroalcohdlico (Control -)

Figura 46 Antibiograma E. coli M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico (Control +)
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Staphylococcus aureus

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto hidroalcohdlico de Malva pseudolavatera frente a la cepa de S. aureus
se puede apreciar que no hubo halos de inhibicibn en las concentraciones
0.30mg/10pL, 0.60mg/20puL, ni con la solucién hidroalcohdlica (50:50) utilizada
como control negativo (Ver figuras 48, 49, 52); mientras que a una concentracion
de 0.90mg/30uL se apreciaron halos de 7 mm y 8 mm de diametro (Ver figura
50) y con el antibiético (cefotaxima) utilizado como control positivo frente a la
misma cepa, se pueden observar los respectivos halos de inhibicién (Ver figura
51).

Figura 48 Antibiograma S. aureus M. Figura 49 Antibiograma S. aureus M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico 0.30mg/10ul  pseudolavatera - E. hidroalcohélico 0.60mg/20ul

Figura 50 Antibiograma S. aureus M. Figura 51 Antibiograma S. aureus M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico 0.90mg/30ul pseudolavatera - E. hidroalcohdlico (Control +)
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Figura 52 Antibiograma S. aureus M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico (Control -)

Klebsiella pneumoniae

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el antibiograma realizado con el
extracto hidroalcohdlico de Malva pseudolavatera frente a la cepa de K.
pneumoniae se puede apreciar que no hubo halos de inhibicidon en ninguna de
las concentraciones evaluadas, ni con la solucién hidroalcohdlica (50:50)
utilizada como control negativo (Ver figuras 53, 54, 55, 56); mientras que con el
antibidtico (cefotaxima) utilizado como control positivo frente a la misma cepa,

se pueden observar los respectivos halos de inhibicién (Ver figura 57).

Figura 53 Antibiograma K. pneumoniae M. Figura 54 Antibiograma K. pneumoniae M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico pseudolavatera - E. hidroalcohdlico
0.30mg/10ul 0.60mg/20ul
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Figura 55 Antibiograma K. pneumoniae M. Figura 56 Antibiograma K. pneumoniae M.
pseudolavatera - E. hidroalcohdlico pseudolavatera - E. hidroalcohdlico (Control -)
0.90mg/30ul

Figura 57 Antibiograma K. pneumoniae M.
pseudolavatera - E. hidrolcohdlico (Control +)

IV.2. Resultados: Actividad antioxidante

IV.2.1. Método de FRAP (capacidad ferroreductora)

El ensayo FRAP esta basado en la habilidad de los compuestos fendlicos para
reducir Fes+ a Fe2+. En presencia de 2,4,6-tripiridil-s-triazina, la reduccion se
encuentra acompanada de la formacién de un complejo coloreado de Fe2+ de
color azul. El extracto a las cinco concentraciones ensayadas mostré desde el
punto de vista cualitativo un cambio del color a azul intenso, lo cual es indicativo

de la presencia de sustancias antioxidantes en el mismo.
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Los resultados expresaron la capacidad reductora del cation Fes+ del extracto
como PM equivalentes de acido ascorbico y uM equivalentes de FeSOs4
(sustancias de referencias utilizadas y reconocidas por tener un alto valor
antioxidante), a partir de las curvas de calibracion de dichos patrones obtenidas
por regresion lineal (figura 58) con sus respectivas ecuaciones, donde Y es la

absorbancia y X la concentracion.
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Figura 58 Curvas de calibracion del acido ascérbico y el FeSO4 para la determinacion de la
capacidad antioxidante por FRAP.

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

Se logré una buena correlaciéon entre las concentraciones ensayadas de las
sustancias de referencia y las densidades Opticas, con un coeficiente de
correlacién cercano a 0,99; esto es indicativo del buen ajuste de la ecuacién del

modelo a los datos experimentales.

En la tabla 11 se muestra la actividad ferro-reductora asociada a los extractos
evaluados. Se evidencié actividad antioxidante de manera concentracidn-
dependiente, lograndose en todas las concentraciones ensayadas de los
extractos, valores superiores (en equivalentes de acido ascoérbico y FeSO4) a la

menor concentracién ensayada (100 uM) de cada sustancia de referencia.
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Tabla 11 Actividad ferro-reductora de los extractos hidroalcohdlicos de Malva sylvestris y
Malva pseudolavatera

Actividad ferro-reductora £ DE
uM equivalentes de acido MM equivalentes de FeSO4
Concentracion ascorbico
Hg/mL Malva Malva Malva Malva

silvestre Pseudolavatera silvestre Pseudolavatera
25 348,67/5,47a 341,43/4,35a 112,88/5,13;i 106,08/4,08;
50 416,06/9,04b 387,08/9,96¢ 176,14/8,49; 148,93/9,35«
100 521,14/15,424 | 487,08/11,29 280,42/6,35i 242,81/10,60m
150 651,57/14,14¢ 635,63/14,79¢ | 397,23/13,27~ | 382,26/13,88n
200 832,73/19,31¢ 745,05/7,63n 567,30/18,140 484,99/7,16p

Se indica la media (n=3) + desviacién estandar (DE)
Letras diferentes en un mismo yM equivalente para los dos extractos a la misma

concentracion indica diferencias significativas y letras iguales que no existen diferencias

significativas (p< 0,05), segun t-student

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

Los resultados permitieron sugerir que el extracto hidroalcohdlico de Malva
silvestre presenta mayor actividad ferro-reductora que el extracto de Malva
pseudolavatera, lo cual se traduce en los altos valores de uM equivalentes

expresados en funcion de las sustancias de referencias ensayadas.

IV.2.2. Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)

Desde el punto de vista cualitativo se pudo apreciar un cambio de coloracién
de purpura a amarillo en ambos extractos conforme iba aumentando la
concentracion. Esto se debe por la presencia de sustancias antioxidantes en el
extracto que redujeron el radical 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH) en conjunto,

con la pérdida de absorbancia en la disolucién.

Se presentaron diferencias significativas entre las muestras en la mayoria de

las concentraciones ensayadas. A la concentracion de 100 ug/mL, los dos
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extractos no manifestaron diferencias significativas en los porcentajes de
secuestro del radical, con valores superiores al 55%, aunque menor que las
sustancias de referencias. Pero también fue posible observar una buena
actividad antioxidante de los dos extractos, ya que a mayor concentracion de los
extractos hidroalcohdlicos de ambas especies se obtuvieron valores superiores

al 75%. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 12.

Tabla 12 Capacidad secuestradora del radical DPPH de los extractos hidroalcohélicos de
M. sylvestris, M. pseudolavatera y las sustancias de referencias

Porciento de secuestro del radical DPPH (%) * DE
Concentracion Malva Malva
pg/mL sylvestris | pseudolavatera | \ijtamina C Trolox
25 39,53/1,05a 37,88/0,70p 69,46/0,86¢ 76,62/0,604
50 51,10/0,90e 48,19/0,75¢ 78,47/0,764 80,07/0,38n
100 61,81/1,80i 59,95/0,92i 82,23/0,43 83,03/0,83;
150 67,66/0,82« 65,76/1,33 83,73/0,70m | 83,98/0,62m
200 77,82/0,67n 75,22/0,510 85,68/0,37p 85,73/0,68p

Se indica la media (n=3) + desviacién estandar (DE). Letras diferentes en una fila
indica diferencias significativas y letras iguales que no existen diferencias
significativas, a una misma concentracion (p< 0,05), segun el test de comparacion
multiple de Tukey

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

A continuacién, se muestra en la figura 59, el comportamiento de la capacidad
secuestradora del radical DPPH de los extractos hidroalcohdlicos de Malva
sylvestris, Malva pseudolavatera y las sustancias de referencias, en donde se
puede observar que existe una tendencia al aumento de la capacidad de

inhibicion de dicho radical a medida que aumenta la concentracion.
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Figura 59 Comportamiento de la capacidad secuestradora del radical DPPH

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)

IV.2.3. Ensayo del ABTSe+ (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico)

Durante el desarrollo de este método, se observd una decoloracion del radical
catiénico ABTS++ a todas las concentraciones evaluadas, debido a la capacidad
del extracto y las sustancias de referencia de neutralizar dicho radical, esto se
ve reflejado en un descenso de absorbancia y una disminucién del color azul-

verde intenso hasta su decoloracion.

En la tabla 13 se presentan los porcentajes de inhibicion del radical ABTS<+
y se apreciaron diferencias significativas entre las muestras ensayadas. Los
extractos evidenciaron a la minima concentracion (100 ug/mL) una capacidad de
secuestro superior al 50%, incluso superior, a las mismas concentraciones
evaluadas para las dos sustancias de referencia. A las concentraciones de 200
y 300 pg/mL los extractos exhibieron mayor porcentaje de inhibicion que el

Trolox, lo que sugiere una elevada actividad antioxidante.
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Tabla 13 Capacidad secuestradora del radical ABTSe+ de los extractos hidroalcohdlicos de

Malva sylvestris, Malva pseudolavatera y las sustancias de referencias

Porciento de secuestro del radical ABTSe+ (%) £ DE
Concentraciéon Malva Malva O
Mg/mL sylvestris | pseudolavatera Vitamina C Trolox
100 52,78/0,444 50,63/0,72p 44,22/0,66¢ 37,72/0,7 34
200 61,87/0,44¢ 59,67/0,81f 71,45/0,73¢ 50,87/0,81n
300 68,51/0,66i 66,17/0,30; 81,86/0,69« 61,43/0,77
400 79,12/0,37m 77,75/0,34n 90,95/0,830 84,20/0,66p
500 85,83/0,45q 85,13/0,33q 92,56/0,30r 89,43/0,50s

Se indica la media (n=3) + desviacion estandar (DE). Letras diferentes en una
fila indica diferencias significativas y letras iguales que no existen diferencias
significativas, a una misma concentracion (p< 0,05), segun el test de comparacion
multiple de Tukey

Elaborado por: (Abrigo & Goyes, 2019)
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V.3. DISCUSION

Actividad antibacteriana

(Vahabi, Hakemi-Vala, & Gholami, 2019), realizaron un estudio in vitro para
evaluar la actividad antibacteriana de extractos hidroalcohélicos obtenidos por
maceracion de diferentes plantas, uno de ellos fue proveniente de Malva
sylvestris, para brindar una alternativa en el tratamiento de la periodontitis. Todos
los extractos tuvieron actividad antibacteriana frente al microorganismo
estudiado, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, sus halos de inhibicidn
fueron comparados con la clorhexidina al 0.2 % con el protocolo establecido en
el CLSI. La actividad antibacteriana mas baja (de las 3 plantas estudiadas) fue

de Malva sylvestris.

(Razavi, Zarrini, Molavi, & Ghasemi, 2011), realizaron la bioactividad de Malva
sylvestris frente a diferentes patégenos, en donde utilizaron sus hojas y flores
para realizar los respectivos extractos (n-hexano, diclorometano y metanol). Sus
resultados revelaron que posee actividad antibacteriana en el extracto
metandlico frente al Staphylococcus aureus, Erwinia carotovora, Streptococcus
agalactiae y Enterococcus faecalis, ademas posee una actividad citotoxica
elevada, razon por la cual puede ser usada como un agente antiproliferativo.
Finalmente, concluyeron que esta planta puede ser usada como agente

antiséptico para eliminar patdégenos resistentes a antibiéticos.

(Ramirez, Mojica, & Espitia, 2015), evaluaron la actividad antibacteriana de
diferentes extractos (metandlicos y diclorometanicos) de distintas plantas frente
al Staphylococcus aureus, dentro de este grupo se encontraba el género Malva
(parviflora). Para el ensayo de la actividad antibacteriana se sometio la cepa del
S. aureus a una concentracién de 10 mg/mL de cada uno de los extractos, dando
como resultado para el género de Malva en ambos extractos una actividad

inhibitoria escasa.
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Segun el Dr. Jorge Alonso en el Taller de Plantas Medicinales y Atencion
Primaria de la Salud, llamado “Técnicas de comprobacion de actividad
terapéutica en plantas medicinales” detalla lo siguiente: Si en los resultados
obtenidos, hay halos de inhibiciéon >9 mm es positivo (con actividad), entre 6-9
mm es intermedio (actividad moderada), y <6 mm es negativo (sin actividad),

estos valores solo se aplican para extractos vegetales (Alonso, 2002).

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, este género tuvo un
comportamiento similar con los distintos microorganismos evaluados en este
estudio, ya que en la evaluacion de la actividad antibacteriana en el extracto
acuoso con diferentes concentraciones (2.5 %, 5 %, 10 %) de Malva sylvestris,
se pudo observar que con las cepas de E. coliy S. aureus no presento actividad,
pero se pudo apreciar una moderada actividad frente a la cepa de K. pneumoniae
a concentraciones de 5 % y 10 %. En cuanto al extracto hidroalcohdlico con
concentraciones en base a los volumenes evaluados, se pudo observar que a
una concentracion de 0.16 mg/10 uL no presentd actividad frente a las cepas de
los microorganismos evaluados, pero a concentraciones de 0.32 mg/20 uL vy
0.48mg/30 uL si presentd una moderada actividad frente a las bacterias Gram-

negativas.

Por otro lado, los extractos acuosos de Malva pseudolavatera con diferentes
concentraciones (2.5 %, 5 %, 10 %) frente a las cepas de E. coli, S. aureus 'y K.
pneumoniae no presentaron actividad. En cuanto al extracto hidroalcohdlico con
concentraciones en base a los volumenes evaluados, se pudo observar que a
las concentraciones de 0.30mg/10 pL y 0.60 mg/20 uL no presentaron actividad
frente a ninguna de las cepas de los microorganismos mencionados, pero a la
concentracion de 0.90 mg/30 pl se pudo apreciar una actividad moderada contra

la bacteria Gram-positiva.

Actividad antioxidante

(Gracia, 2007), realizdé una cuantificacion de fenoles y flavonoides totales en
extractos (metandlicos) naturales de Malva sylvestris y otras plantas. En donde

dio como resultado una cantidad significativa de compuestos fendlicos los cuales
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estan relacionados con propiedades farmacoldgicas, como, por ejemplo, reducir

el riesgo de padecer enfermedades cronico-degenerativas.

(Samatavi & Manoochehrizade, 2013), realizaron la extraccion de
polisacaridos de las hojas de Malva sylvestris y evaluaron su actividad
antioxidante; dando como resultado fuertes actividades de captacién in vitro en
DPPH vy radicales hidroxilos, razon por la cual concluyeron que pueden tener

aplicaciones potenciales en las industrias médicas y alimenticias.

(Redzic, Hodzic, & Tuka, 2005), evaluaron la actividad cualitativa y cuantitativa
de los pigmentos vegetales (antioxidantes) de Malva sylvestris y Malva
moschata. Se elaboraron extractos de acetona. El analisis cualitativo se realizé
por cromatografia de papel y el analisis cuantitativo mediante
espectrofotometria. Segun los resultados, ambas plantas poseen cantidad
significativa de pigmentos vegetales (Clorofila A, Clorofila B y Carotenoides) que
pueden desempefiar un papel importante como antioxidantes y como medios
anticancerigenos; sin embargo, la especie moschata es mas eficaz como

antioxidante que la especie sylvestris.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, cabe indicar que la evaluacion de
la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de Malva sylvestris 'y
Malva pseudolavatera evaluados, mantuvieron un comportamiento similar en
este estudio, ya que segun los resultados de los tres métodos in vitro realizados,
se pudo comprobar que a medida que aumentaba la concentracion de los
extractos ensayados, la capacidad reductora incrementaba (FRAP) y la actividad
antirradicalaria (DPPH y ABTSe<+) también, manifestandose de esta manera, una

elevada actividad antioxidante.
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CONCLUSIONES

1) Los extractos acuosos de las especies de Malva sylvestris 'y
Malva pseudolavatera, solo present6 moderada actividad
antibacteriana la especie Malva sylvestris y los extractos
hidroalcohdlicos de Malva sylvestris presentaron moderada actividad
sobre Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, finalmente los
extractos hidroalcohdlicos de Malva pseudolavatera presentaron

moderada inhibicidn frente a Staphylococcus aureus.

2) De los resultados obtenidos en cuanto la evaluacion in vitro
de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos sobre los microorganismos
se pudo definir que solo presentd actividad los extractos acuosos de
Malva sylvestris a la concentraciéon de 10% que presenté un halo de
inhibicion de 8 mm frente a Klebsiella pneumoniae. Por otra parte, los
extractos hidroalcohdlicos de M. sylvestris a las concentraciones
(0.16mg/10uL — 0.32mg/20uL y 0.48mg/30uL) presentd moderada
inhibicion la concentracién 0.48mg/30uL con un halo de 7 mm frente a
E. coli y K. pneumoniae y los extractos hidroalcohdlicos de M.
pseudolavatera (0.30 mg/10uL — 0.60 mg/20uL y 0.90 mg/30uL), se
observd que presentaron moderada inhibicion a la concentracion de
0.90 mg/30uL frente a S. aureus, segun lo indica el Dr. Jorge Alonso
en el taller de plantas medicinales “técnicas de comprobacion de

accion terapéutica”.

3) La actividad antioxidante de los extractos hidroalcohodlicos
fue evaluada por tres métodos que presentan multiples mecanismos,
los métodos DPPH y ATBS se basan en la eliminacion de ciertos

radicales y el método FRAP mide el potencial de actividad de reduccion
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férrica, teniendo en consideracion los resultados de los tres métodos in
vitro ensayados se pudo constatar que a medida que aumentaba la
concentracion de los extractos, aumentaba el poder reductor (ensayo
FRAP) y la actividad antirradicalaria (ensayos DPPH y ATBS,

manifestando una elevada actividad antioxidante.
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RECOMENDACIONES

1) Evaluar la actividad antibacteriana de Malva sylvestris y Malva
pseudolavatera, utilizando diferentes microorganismos y empleando otro

solvente para la obtencion de sus extractos.

2) Realizar nuevos ensayos sobre la actividad antibacteriana y antioxidante,
utilizando como muestra otros érganos de la planta Malva sylvestris y

Malva pseudolavatera.
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GLOSARIO

Acido ascérbico: Es un potente antioxidante que presenta solubilidad
en agua y que es asociado con varios efectos beneficiosos en el
sistema inmune, en el proceso de envejecimiento, en la integridad

endotelial y en el metabolismo de las lipoproteinas.

Antibiograma: Método de estudio “in vitro” de los antibioticos frente a
los agentes infecciosos, con la finalidad de proporcionar informacién

util para la iniciacion y marcha de la terapéutica anti-infecciosa.

Antibiético: Sustancia quimica producida por diferentes especies de
microorganismos o sintetizados por métodos de laboratorio; estos
suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden

eventualmente destruirlos.

Antioxidante: Sustancia capaz de retardar o prevenir la oxidacién de

otras moléculas.

Cancer: Proliferaciéon anormal y descontrolada de células malignas en

un tejido con invasion local y a distancia de otros tejidos.

Cepa: Cultivo puro derivado de un solo aislamiento.

Disco de sensibilidad: Discos de papel secante impregnados con
diferentes antibioticos; tan pronto el disco impregnado de antibiético se

pone en contacto con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe

agua y el antibiético difunde al agar.
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Infeccion: Invasion y multiplicacion de agentes patégenos en los

tejidos de un organismo.

Inéculo: Microorganismos o muestra bacteriolégica que se pone en

contacto con el medio de cultivo.

Microorganismos: Seres vivos que solo se pueden ver a través de un

microscopio.

Radicales libres: Atomos o grupos de atomos que tienen un electrén

desapareado el cual tiende a aparearse, por lo que son muy reactivos.

Resistencia antimicrobiana: Resistencia de un microorganismo a un
medicamento o agente antimicrobiano al que originalmente era

vulnerable.

Trolox: Es un antioxidante que presenta solubilidad en agua, que fue
sintetizado como un derivado de la vitamina E y que ha sido empleado
como un antioxidante estandar para ensayos que evaluan capacidad

antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1: Secado natural de las hojas de Malva sylvestris y Malva pseudolavatera.

Malva sylvestris Malva pseudolavatera
Anexo 2 : Secado de las hojas de ambas Anexo 3: Pulverizacion de las hojas de
especies en la estufa a 50°C por 2h ambas especies
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ANEXO 4 Preparacion y suspension del inéculo

Anexo 5 Siembra de los microorganismos
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Anexo 7 Adicién de los discos con los extractos y antibiéticos en los antibiogramas

|
e QN

R, Lok
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Anexo 10 Difusién de disco de rangos de control de calidad para agentes combinados de B-Lactama

Table 4A-2. Disk Diffusion QC Ranges for Nonfastidious Organisms and B-Lactam Combination Age

Qe Orgaﬁisms and Characteristics

Escherichla Escherichia; Klobsiel;a Eschorl:;chia
_coli Pseudomonas | Staphylococcus coli preumoniae CO|
ATCC® aeruginosa aureus ATCC®Ye - Ach:’e 12?&2&
25922 ATCC® 27853 ATCC® 25923 35218 700803
8SHV-18
OXA-2
Mutations in
p-lactamase OmpK3S and
? ; B-lactamase Inducible negative, mecA OmpK37 CTX-M-15
Antimlicrobial ‘Disk negative AmpC negative TEM-1 TEM-1 -M-
A Content Zone Diameter QC Ranges, mm
Amoxicillin- '
clavulanate 20/10 pg 18-24 - 28-36 17-22 - &
(2:1) .
Ampicillin 10 pg 15-22 - 27-35 8 - -
Ampleillin-
sulbactam 1010 pg 19-24 -~ 29-37 13-19 - -
(2:1) : RS
Aztreonam 30 ug 28-36 23-29 31-38 10-16 -
Aztreonam- . 38 - 308 =
avibactam 30/20 ug 32-38 24-30 - 31-38 3 ﬁ2632
Cefepime 30 ug 31-37 25-31 23-29 = 23-29 =
Cefepime- na_” - a
st mcingid 30/20 g 32-37 27-31 24-30 25-30 27-31
Cofapime-
zidebactam 30/30 pg 33-40 2535 - - 28-34 29-356
Cefotaxime 30 ug 20-35 18-22 26-31 - 17-25 -
Cefpodoxime 10 pg 23-28 - 19-25 - 9-18 -
Ceftaroline 30 g 26~34 -~ 26-35 - = =
Ceftaroline-
avibactam 30/15 g 27--34 17-26 25-34 27-35 21-~27° B
Ceftazidime 30 ug 25-32 22-29 16-20 - 10-18 =
Ceftazidime-
aibactem 30/20 ug ~ 27-.35 25-31 16-22 28--35 21-27° -
Ceftolozane-
tazobactam 30/10 ng 24--32 25-31 10-18 25-31 17-25 _
Ceftriaxone 30 ng 29-35 17-23 22-28 - 16-24 =
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