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Resumen

En la actualidad el conocimiento ancestral ha sido la base, para conocer ciertos
parametros de especies de plantas, que presenten caracteristicas que definen la
actividad bioldgica, que podria ser de utilidad en la medicina moderna. El angoyuyo
(Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn), se destaca por ser utilizada en diferentes
comunidades andinas del Ecuador, para diferentes dolencias como: inflamaciones,
afectaciones en la piel y como desinfectante, entre otras. El objetivo planteado fue
“Evaluar la accion biologica del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn
fundamentado en el uso etnobotanico”. El extracto se fundamenta en el uso
etnobotanico, informacion obtenida mediante una encuesta aplicada en diez mercados
del Distrito Metropolitano de Quito. La evaluacion bioldgica del extracto se realiz6
mediante el método de Microdilucion en caldo frente a la cepas de Escherichia coli
ATCC® 25922™ Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ vy Candida albicans
ATCC® 10231™, confirmandose a través de la prueba de Kirby-Bauer. Reportando
mejores resultados el extracto hidroalcohdlico seco de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, debido a que se identificO un nimero mayor de concentraciones que
presentaban actividad bioldgica, determindndose asi que el microorganismo mas
sensible es Staphylococcus aureus ATCC 25923, su porcentaje de inhibicion mayor es
del 40 %. Concluyendo asi que la especie angoyuyo utilizada en el extracto
hidroalcoholico obtenido por percolacion presenta actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y actividad

antimicética frente a Candida albicans ATCC 10231.

Palabras Clave: Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, actividad bioldgica,

actividad antimicrobiana, antimicotica, extractos naturales.



Abstract

Nowadays, ancestral knowledge has been the basis, to know certain parameters of
plant species, which have characteristics that define biological activity, which could
be of useful in modern medicine. The angoyuyo (Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn), stands out for being used in different Andean communities in Ecuador, for
different ailments such as: inflammations, skin involvements and as disinfectant,
among others. The objective posed was "Assess the biological action of
Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn extract based on ethnobotanical use". The
extract is based on the use of ethnobotanical, information obtained through a survey
applied in ten markets of the Metropolitan District of Quito. The biological evaluation
of the extract was performed using the method of Microdilution in broth against the
strains of Escherichia coli ATCC® 25922, Staphylococcus aureus ATCC® 25923 and
Candida albicans ATCC 10231 strains, confirmed through the Kirby-Bauer test.
Better reporting of the dry hydroalcoholic extract of Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, due to the identified a higher number of concentrations that exhibited
biological activity, determining that the most sensitive microorganism is
Staphylococcus aureus ATCC 25923, its highest inhibition rate is 40 %. Concluding
that the angoyuyo species used in the hydroalcoholic extract obtained by percolation
presents antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus

aureus ATCC 25923 and antifungal activity against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, biological activity,

antimicrobial activity, antimicrobial, natural extracts.



Introduccion
El continente americano posee la mayor cantidad de paises ricos en biodiversidad
como: Brasil, Colombia, Ecuador, México, Pert, Venezuela, Estados Unidos, entre
otros, albergan una rica diversidad bioldgica, en ella se encuentra alrededor del sesenta
por ciento de la vida terrestre del planeta, junto a una diversa flora, fauna marina y de

agua dulce (UNEP, 2016).

El Ecuador es un pais megadiverso en cuanto a flora y fauna, segun el Ministerio del
Ambiente del Ecuador (2015), se reportan 18.198 especies de plantas vasculares, estas
han ido incrementado de acuerdo a los actuales descubrimientos cientificos ademas de
los aportes realizados por comunidades indigenas. Las comunidades indigenas han
aportado en gran parte al conocimiento ancestral, que ha sido tan valioso y necesario
para la actualidad en diferentes puntos como en la medicina, dando las pautas primarias
para enriquecer el conocimiento presente. Dichos saberes no solo consideran
parametros amplios del ser humano, sino también de: la naturaleza, el tiempo, la vida
y las cosas como una totalidad de relaciones que definen las caracteristicas esenciales

de un sistema vivo (APRODIN, 2011).

El saber ancestral en el Ecuador al pasar de los afios se ha dejado a un lado perdiéndose
conocimiento importante sobre plantas naturales, existe informacién acumulada que
ha sido transmitida de generaciones en generaciones que de igual manera se ha ido
desvaneciendo, el poder rescatar informacion valiosa que pueda apoyar a la comunidad
cientifica es muy ventajoso, porque ademas de permitir la sustentacion de diferentes
campos como biologicos o medicinales, se apoya a diferentes comunidades andinas,
ademas el empleo de algunas plantas con fines terapéuticos con un indicio de gran

interés e importancia (Bruneton, 1993; Rios, De la Cruz, & Mora, 2008).



Segun la Dr. Zhang, (2010) de la OMS, los medicamentos herbarios abarcan: material
botanico, preparaciones herbarias y productos naturales acabados, que contienen
como principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales, o
combinaciones de esos elementos, y su uso estd bien establecido y ampliamente

reconocido como inocuo Y eficaz.

La presente investigacion resalta una especie de la familia Polygonaceae la cual se
caracteriza por la produccion de una gran diversidad de metabolitos secundarios,
muchos de los cuales exhiben actividad farmacol6gica potencial, entre los cuales se
puede mencionar; antraquinonas, naftalenos, estilbenoides, esteroides, flavonoides
glicosilados, leucoantocianidinas y &cidos fendlicos, entre otros en donde evaltan las
diferentes actividades bioldgicas (Vasas, Orban-Gyapai, & Hohmann, 2015). Uno de
los especimenes pertenecientes a esta Familia esta; Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn, conocido tradicionalmente como Anku yuyu 0 yuyu Lutu, es utilizado por
comunidades indigenas en Ecuador, para el tratamiento de enfermedades renales, en
bafios para aliviar el dolor 6seo, como enjuague bucal para el dolor de muelas, y en
combinacidn con otras plantas, para el tratamiento de golpes y la inflamacién. También
se aplica como desinfectante y para el tratamiento de heridas de la piel purulenta,
ademas de reportar actividades antimicrobianas (De la Torre, Navarrete, Muriel,

Macia, Balslev, 2008).

Recientes investigaciones demostraron la presencia de metabolitos de baja polaridad,
como el fitol que es un terpeno producido por las plantas, formando parte de aceites
esenciales, ademas de ser antimicrobiano, anticancerigeno, anti-inflamatorio,
antidiurético, inmunoestimulante y antidiabético (Rodriguez, Torrenegra, Beltran,
Matulevich, & Castrillon, 2014; Venkata Raman, Samuel, Pardha Saradhi,

Narashimha Rao, Naga VVamsi Krishna, Sudhakar & Radhakrishnan, 2012).
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Existe muy pocos estudios realizados en Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, los
cuales han sido enfocados a la parte fitoquimica de la especie, en esto han utilizado
extractos vegetales con diferentes tipos de solventes o extractos vegetales orientados
solo en una parte de la planta evaluando las propiedades terapéuticas. La presente
investigacion pretende realizar una evaluacion cientifica de la planta utilizada en la
medicina ancestral, razon por la cual el extracto se fundamenté en el uso etnobotanico,
ademas es muy importante comenzar a retomar las especies que son menos estudiadas

y que presentan grandes caracteristicas biologicas.

Considerando todo lo mencionado anteriormente el presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo general: Evaluar la accion bioldgica del extracto de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn fundamentado en el uso etnobotanico y como objetivos
especificos: estandarizar un método para la obtencién del extracto vegetal de
Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, evaluar la actividad biol6gica del extracto
vegetal de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn frente a microorganismos
patdgenos de la piel como: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aereus
subsp. aureus ATCC 25923 y Candida albicans ATCC 10231 y comprobar que

extracto vegetal de Muehlenbeckia tamnifolia presenta mejores resultados.

Las hipdtesis planteadas son: La hipdtesis de investigacion (Hi) sostiene que existe
diferencia significativa en cuanto al porcentaje de inhibicién antimicrobiana de al
menos un tratamiento del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn,
mientras que la hipdtesis nula (Ho) sostiene que no existe diferencia significativa en
cuanto al porcentaje de inhibicion antimicrobiana en los tratamientos del extracto de

Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.



Capitulo 1

Marco Tedrico

1.1. La Medicina Tradicional en el Ecuador.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2013), la medicina tradicional es una
parte importante y fundamental, subestimada al pasar de las décadas en los servicios
de la salud, definida como medicina no convencional o complementaria. La medicina
tradicional se ha utilizado desde siempre para tratamientos de diferentes afecciones o

enfermedades de la salud o a su vez para prevencion de enfermedades.

Una de las estrategias de la Organizacién Mundial de la Salud es el aprovechamiento
de contribuciones potenciales de medicina tradicional y complementaria (MTC)
enfocada en la salud, bienestar y la atencion de personas ademas promover una
utilizacion segura y eficaz de la MTC a través de investigaciones y reglamentos,
dandose una incorporacion de productos, profesionales y practicas en los sistemas de

salud (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

En el Ecuador se conoce y se utiliza centenares de especies medicinales nativas e
introducidas en todas las regiones del pais, se han registrado hasta el momento 3118
especies pertenecientes a 206 familias de plantas usadas con fines medicinales, de este
total de especies medicinales el 75 % son plantas nativas y el 5 % de ellas son

endémicas y el restante 11 % son introducidas en el Ecuador (De la Torre et al., 2008).

La medicina tradicional en el Ecuador estd comprendida con diferentes saberes
ancestrales distribuidas en las regiones definidas del pais como son: Costa, Sierra y
Amazonia. La sabiduria andina representa un rol importante en hombres y mujeres

como un don humano y divino, basada en la estabilizacion del equilibrio espiritual



perdido con la Pacha Mama, adquiriendo conocimiento a través de este proceso

(MSPE, 2008).

El etnobotanico Carlos Cerdon es uno de los primeros pioneros en realizar diversas
investigaciones sobre medicina natural en conjunto con diferentes grupos indigenas en
las tres regiones continentales, también con participacion de expedicionistas mestizos

(Ceron Martinez, 2006; De la Torre et al., 2008).

1.2. Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

1.2.1. Clasificacién Taxondmica.
Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Caryophyllanae Takht
Orden Caryophyllales Juss. Ex Bercht. & j.
Presl
Familia Polygonaceae Juss
Género Muehlenbeckia Meisn
Especie Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn
Nombre comun anguyuyo

Nota: Véase certificado de identificacion Anexo 2.
Identificacion realizada por: Alvaro J. Pérez, (2019). (Curador de Angiospermas Herbario QCA).
Fuente: (Missouri Botanical Garden, 2019).

1.2.2. Descripcion Botanica

Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn es un arbusto trepador de origen nativo,
segun Vargas esta especie “posee variedad de ramificaciones, con las partes terminales
frecuentemente rojizas, hojas con la base cordada o sagitada, hasta ocho centimetros,

Ocreas membranosas muy notorias, inflorescencias en espigas axilares y frutos de color



oscuro al madurar; es frecuente en bordes de bosques, claros y en bordes de caminos,

a veces creciendo sobre rocas o reptante ” (Vargas, 2002) .

1.2.3. Distribucion Geografica.

El arbusto Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, se encuentra distribuida en
regiones andinas frias como: México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Costa Rica,
Panama, Venezuela, Colombia, Ecuador, Per(, Bolivia, Paraguay, Argentina.
Enfocandonos en el Ecuador esta especie se encuentra distribuida en las provincias de
Azuay, Bolivar, Cafar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja, Morona-
Santiago, Napo, Pichincha, Tungurahua, Zamora-Chinchipe comprendiendo regiones
frias cerca de los 2000 metros hasta el paramo (Missouri Botanical Garden, 2019;

Vargas, 2002).

1.2.4. Composicion Quimica.

Investigaciones orientadas a evaluar la capacidad hipoglucemiante de extractos crudos
y de extractos obtenidos a partir de solventes como; el hexano, acetato de etilo y
metanol. Se identificaron en los extractos de las hojas de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, nueve diferentes componentes quimicos como: acetato de lupeol,
acido cumarico, lupeol, B-sitosterol, trans-p-acido cumaérico, acido linoleico, (+)-
catequina, afzelin, quercitrina (Torres-Naranjo, Suarez, Gilardoni, Cartuche, Flores &

Morocho, 2016).

Otro tipo de extractos como el extracto hidroalcoholico de las hojas de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn, se evalud la actividad antiinflamatoria con ratas Wistar,

comparada con un antiinflamatorio comercial, reporto valores mayores que el blanco



negativo y menores que el medicamento comercial (Mojica B, Torrenegra G, Pombo

O, Cadavid G, & Rodriguez A, 2017).

Otra de las evaluaciones realizadas con la especie Muehlenbeckia tamnifolia es la
evaluacion frente a protozoos y parésitos, en esta investigacion se utilizaron extractos
etéreos y alcoholicos, obteniendo una actividad moderada frente a los protozoarios,
explicAndose dicha actividad debido a la presencia de compuestos bioactivos como
triterpeno (lupeol) y frente a los parasitos una baja actividad (Rodriguez, Torrenegra,

& Pombo, 2019).

Las extracciones con el solvente éter de petroleo a partir de las hojas de Muehlenbeckia
tamnifolia en época de floracion y concentrandolo en Soxhlet, arrastraron diferentes
tipos de compuestos como:  nonacosano, heptacosano, metil-commate A,
hexadeciloxirano, hentriacontano, tricosano, pentadecano, alfa-tocoferol , 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadecen-1-ol , nor-olean-12-ene , &cido n-hexadecanoico, heniecosano,
acido 9,12,15-octadecatrienoico, docosano, tetracosano, docosanoato de metilo,
nonadecano, hexacosanoato de metilo, octadecano, 9,12-octadecadienato de etilo,
heptadecano, friedelan-3-one. Ademas se destaca gran variedad de metabolitos
secundarios como: el benzoato de bencilo encargado de aliviar y controlar infecciones
producidas por las escabiosis, el alfa-tocoferol posee una actividad antioxidante
ademas de prevencion contra el cancer, entre otros metabolitos de importancia

medicinal y cosmética (Rodriguez et al., 2014).

1.2.5. Uso Etnoboténico
En el libro Enciclopedia de las plantas Gtiles del Ecuador, De la Torre et al., sefiala que
la especie Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, es utilizada en el campo

medicinal, en diferentes comunidades indigenas empleada de diferentes formas: “Las



hojas maceradas se usan para tratar afecciones de los rifiones. La infusién de la planta
se usa para tratar granos; en bafio alivia el dolor de los huesos (artritis) y como lavado
bucal calma el dolor de muelas (Etnia no especificada-Chimborazo). La planta,
especialmente las hojas, en infusion y mezclada o no con linaza, se usa para tratar
lisiados, golpes e inflamaciones (Kichwa de la Sierra-Pichincha, Cotopaxi; Mestiza-
Pichincha; Etnia no especificada-Carchi, Imbabura, Tungurahua, Cotopaxi,
Chimborazo, Bolivar, Azuay, Napo). Las hojas se usan para tratar el dolor de cabeza
(Etnia no especificada-Azuay). Las hojas, en emplasto, se aplican para tratar heridas
con pus (Mestiza-Pichincha; Etnia no especificada-Cafar). Se usa, en infusion y
mezclada con hierba mora, como desinfectante de la piel (Etnia no especificada-
Carchi). Se usa, en infusidn, para curar heridas en animales y personas. Puede
mezclarse con otras plantas (Etnia no especificada-Carchi, Pichincha)” (De la Torre et

al., 2008).

En el articulo Plantas medicinales de los Andes ecuatorianos, Cerén presenta
informacion recopilada de acercamientos a comunidades indigenas topando diferentes
pardmetros importantes del saber ancestral de los Andes ecuatorianos, mencionando
que Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn es utilizada en: Inflamacion, bafios
calientes, dolor de muela, bafio posparto, ademas de mencionar que son plantas

medicinales que se expenden en mercados de Quito (Cerén Martinez, 2006).

En el articulo A survey of traditional medicinal plants from the Callejon de Huaylas,
Department of Ancash, Pert, Hammond e investigadores mencionan que, la especie
Muehlenbeckia tamnifolia para su preparacion y usos se utiliza; “Las hojas jovenes
trituradas aplicAndose como vendaje de heridas externas; también la decoccion de las

hojas, junto con las de Chenopodium murale ("hierba del gallinazo"), unas gotas de



jugo de lima y sal, se beben para tratar el cancer uterino” (Hammond, Fernandez,

Villegas, & Vaisberg, 1998).

Investigaciones por De Feo citado por Hammond et al., mencionan; “El jugo de las
hojas trituradas de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn se usa principalmente
como cicatrizante de heridas externas por los herbolarios del Callejon de Huaylas. Se
usa como agente de cicatrizacion de heridas, también se ha observado en la parte norte
del Perd, donde se usa internamente como cicatrizante para las Ulceras gastricas” (De

Feo, 1992; Hammond et al., 1998).

Las hojas maduras de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn pueden ser utilizadas
también como un remedio para la influenza ademas es aplicable cuando se tiene
colicos o dolores menstruales (Tene, Malagon, Vita Finzi, Vidari, Armijos &

Zaragoza, 2007).

Por otro lado, existen estudios en la familia Polygonaceae, en el género Muehlenbeckia
donde utilizan el extracto de la planta y evalGan la concentracion minima inhibitoria

(Tamariz-Angeles, Olivera-Gonzales, & Santillan-Torres, 2018).

1.3. Extractos vegetales

Un extracto vegetal es un preparado producido por la obtencién de principios activos
que pueden estar presentes en cualquier parte de una planta, estos pueden ser obtenidos
a través del fraccionamiento total o parcial utilizando diferentes tipos de solventes
como: agua, alcohol, éter de petroleo, etc., considerando un proceso de extraccion
conveniente para el mismo (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2013; Santamaria,

Martin Gonzélez, & Astorga, 2015; USP30-NF25, 2007).



1.3.1. Tipos de extractos

De acuerdo a las Farmacopeas Argentina y Estadounidense, se puede reconocer tres

tipos de extractos considerando la consistencia: Extractos liquidos, Extractos en polvo

y Extractos semisolidos (ANMAT, 2003; USP30-NF25, 2007).

Considerando la concentracién del principio activo y su consistencia segin Kuklinski

se clasifica también en:

Extracto fluido: son preparaciones liquidas de drogas vegetales, que utilizan
como solvente alcohol o algun tipo de solvente adecuado necesario, cada
mililitro contiene los elementos constitutivos extraidos correspondiendo a 1 g
de material crudo (ANMAT, 2003; USP30-NF25, 2007).

Extracto blando: este tipo de extracto contiene una consistencia semisolida,
la concentracion del principio activo es mayor a la de la droga inicial, este tipo
de extractos son muy inestables y dificiles de manejar (Kuklinski, 2003).
Principalmente este tipo de extracto se lo obtiene por la evaporacion de un
extracto fluido (Ochoa, Marin, Delgado, Silva, & Salgueiro, 2008).

Extracto seco: este tipo de extracto poseen una textura seca polvorienta y son
faciles de triturar, se obtienen por la evaporacion total del disolvente
(Kuklinski, 2003; Voigt, 1982).

Crioextracto: Segun Castillo & Martinez, este tipo de extracto es obtenido
partir de la trituracion de; “droga vegetal correctamente desecada y
previamente troceada sometida a condiciones de congelacion (—196 °C)
mediante inyeccion de nitrogeno liquido, de forma que los principios activos
no se ven alterados por la accién del calor desprendido en un proceso de
molturacion normal y que, dependiendo de la droga vegetal, podria llegar a ser

hasta de 70 °C” (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).
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1.3.2. Meétodos de obtencidn de extractos vegetales.

La obtencion de extractos se puede lograr a partir de diferentes métodos extractivos
como la extraccion con disolventes, este es la disociacion o separacion de los
componentes activos presentes en la planta con la utilizacion de un tipo de disolvente
0 mezcla del mismo (Aguado Bernal, 2013). Cuando se realiza una extraccion con
solventes segun Osorio Durango (2009), se debe considerar varios factores
importantes para que se lleve a cabo una extraccion correcta como son: Caracteristicas
de la droga, naturaleza del solvente, temperatura, tiempo de contacto entre la droga y

el disolvente y el control de la difusion celular.

Existen dos principales tipos de extracciones con disolventes que son:

e [Extraccion discontinua o simultanea: en este tipo de extraccion el material
vegetal utilizado se sumerge en el solvente apropiado directamente, asi se va
arrastrando todos los componentes activos hasta que se encuentren en un total
equilibrio. De acuerdo al tipo de solvente, temperatura y tiempos utilizados
existen procedimientos de extraccion como: maceracion, digestion, infusion y
decoccion (Kuklinski, 2003; Osorio Durango, 2009).

e Extraccion continua o progresiva: en este tipo de extraccion el material
vegetal utilizado se pone en contacto con el disolvente adecuado manteniendo
un desequilibrio entre la concentracion de los activos presentes en la planta y
el disolvente. El disolvente utilizado se debe ir renovando progresivamente, el
cual actuara en una sola direccion. Se considera en esta extraccion dos
procedimientos: percolacion y Soxhlet (Kuklinski, 2003; Osorio Durango,

2009).
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1.3.3. Infusion.

Este tipo de extracto vegetal viene desde épocas precolombinas de nuestros ancestros,
de acuerdo a Villamagua-Vergara mencionado por Guevara e investigadores indican
que, “La infusion es particularmente tradicional entre los pueblos indigenas de la
region que tomaron las costumbres traidas por los colonizadores y las adaptaron a su
cultura, conocimiento ancestral y caracteristicas de la region. Entonces, los pueblos
indigenas combinaron plantas localmente conocidas como “calientes” (calidas) y
"frias" (frias) para mejorar el efecto terapéutico de la bebida” (Guevara et al., 2019;

Villamagua Vergara, 2014).

Segun Boxler, la infusiéon “Es un preparado natural de las partes blandas y secas de
hojas, flores o frutos de diversas hierbas aromaticas, a las cuales se les vierte agua
caliente y se las deja reposar, en un recipiente tapado, durante 5 a 10 minutos” (Boxler,
2011). Este tipo de preparados fitoterapéuticos son los més utilizados habitualmente,
debido a su procedimiento sencillo, ademas para la preparacion de un remedio base es
indispensable la mezcla de diferentes plantas para obtener un resultado mejor en sabor

y color (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).

Este tipo de preparaciones presenta una principal ventaja es muy facil y sencilla de
usar sin tener un uso prolongado, sin embargo presenta dificultades como que presenta
baja estabilidad del preparado, por lo cual es imprescindible que la administracién sea
inmediata (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007; Macheiner, Schmidt, Schreiner, &

Mayer, 2019).

El extracto acuoso de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn se obtendra a través
de infusion siguiendo con las especificaciones mencionadas en USP30-NF25 (2007),

utilizando como solvente agua, ademas para la obtencion de los dos extractos a partir
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de este procedimiento se considerara toda la planta exceptuando raiz y considerando

el tipo de material vegetal (fresco y seco).

1.3.4. Decoccion.

La cultura tradicional china posee un sistema de diagndstico que no solo considera el
tratamiento de la persona y la farmacologia de una planta sino que también incluye “al
cuerpo humano en relacion con su propio entorno natural, fisico y social” (Chan,

2005).

En la revision Chinese medicinal materials and their interface with Western medical
concepts, Chan menciona que, la extraccion de principios activos a través de
preparados naturales para la mayoria de hierbas medicinales su modo de utilizacion es

a través de decocciones acuosas 0 como extractos acuosos-etandlicos (Chan, 2005).

La decoccion es una preparacion farmacéutica, la cual es obtenida por el arrastre de
los componentes activos. También como sefialan Castillo y Martinez “se extraen los
compuestos al poner en contacto prolongado el material vegetal con agua hirviendo o
muy caliente, manteniendo la fuente de calor después de haber anadido la planta”

(Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).

La decoccidn es mas empleado cuando se utiliza material vegetal es mas rigido, como
cortezas, tallos o raices, es importante considerar que existen plantas con componentes
volatiles, de tal forma que se debe tener precaucion evitando la pérdida de éstos. Para
la realizacion de este preparado el material junto el solvente que es el agua se hierve
por un tiempo determinado entre 10 y 15 minutos (Baulies Romero & Torres Castella,

2012; Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).
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El extracto acuoso de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn se obtendra por
decoccion de acuerdo a las especificaciones mencionadas en USP30-NF25 (2007),
utilizando como solvente agua, ademas para la obtencion de los dos extractos a partir
de este procedimiento se considerara toda la planta exceptuando raiz y considerando

el tipo de material vegetal (fresco y seco).

1.3.5. Percolacion.

En el libro Farmacognosia- Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de
origen natural, Kuklinski define que la percolacion es; “un procedimiento que se
realiza a temperatura ambiente. EI material crudo se coloca en una columna
(percolador) y esta en contacto permanente con el disolvente establecido que gotea por
la parte superior de la columna, atraviesa toda la zona donde se encuentra el material
crudo con los componentes activos, arrastrandolos, por la parte inferior, se recogen los

liquidos extractivos que contienen los principios activos” (Kuklinski, 2003).

Previamente a la extraccion es necesario humectar la droga con el disolvente,
permitiendo su esponjamiento con el fin de facilitar la entrada del menstruo en las
membranas celulares durante la percolacién (Carrion Jara & Garcia Gomez, 2010;

Sellés Flores, 1995).

El extracto fluido de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn se obtendra a través de
percolacion acorde a las especificaciones dadas en USP30-NF25 (2007), se empleara
como solvente etanol : agua, ademas para la obtencion de los dos extractos a partir de
este procedimiento se considerara toda la planta exceptuando raiz y considerando el

tipo de material vegetal (fresco y seco).
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1.4. Actividad Bioldgica.

1.4.1. Evaluacion de la Actividad antibacteriana.

Existen diferentes métodos que permiten evaluar la sensibilidad o actividad
antimicrobiana de diversos extractos o aceites esenciales de una especie vegetal, como
menciona Reyes-Jurado e investigadores, “la determinacion de las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI), la eficacia antimicrobiana y la evaluacion de espectro

antimicrobiano, entre otros” (Reyes Jurado, Palou, & Lépez Malo, 2014).

1.4.1.1. Método de difusion en agar.

Este método también conocido como método Kirby-Bauer, es un procedimiento
recomendado actualmente por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS
0 CLSI, de Estados Unidos. Los investigadores Ramirez y Marin, citando al CLSI
afirman que el fundamento es “establecer en forma cuantitativa, el efecto de un
conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se
aislan de procesos infecciosos o cepas puras” (CLSI, 2015; Ramirez & Marin Castafio,

2009).

Segln Ramirez y Marin este método se basa en “la relacion entre la concentracion de
la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado
un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, o se ha sembrado en pozo impregnado
con una cantidad conocida de la sustancia” (CLSI, 2015; Ramirez & Marin Castafo,

2009).
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1.4.1.2. Método de microdilucion en caldo.

Este tipo de metodologia es llevada a cabo en pocillos con medios de cultivo liquidos
(caldos) de acuerdo al microorganismo de interés, Reyes-Jurado e investigadores
mencionan que; “el medio de cultivo contienen concentraciones crecientes de extractos
0 aceites esenciales diluidos en el medio, el cual se inocula un nimero de células

bacterianas” (Reyes Jurado et al., 2014).

El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio por sus siglas en inglés (CLSI),
menciona que se denomina microdilucion en caldo debido a que se da la
implementacion de pequefios volumenes dispensados en microplacas estériles, este

método de microdilucion se rige bajo normas ISO 20776-1 (CLSI, 2012).

Ramirez y Marin afirman que este tipo de procedimiento se lleva a cabo para las
pruebas de actividad antimicrobiana “en una microplaca de 96 pocillos, se preparan
diferentes concentraciones de los aceites y /o extractos a ensayar, los cuales se mezclan
con el medio de cultivo, el cual ha sido inoculado previamente con el microorganismo
de prueba , se deja incubar y posteriormente se determina por turbidez o por cambio
de color con un agente que defina si existe crecimiento o0 no del microorganismo, el
pozo que contenga la menor concentracion del agente que inhibe completamente el
crecimiento define la MIC (Concentracion minima inhibitoria). Como prueba
confirmatoria se siembra por superficie en caja de Petri con agar nutritivo, 20 pL del
contenido del pozo, dejando incubar por 24 horas a 37 °C; para posteriormente realizar

la lectura” (Ramirez & Marin Castafio, 2009).
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Capitulo 11

Metodologia utilizada para la evaluacion bioldgica del extracto de

Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn fundamentado en el uso etnobotanico.

2.1. Identificacion del uso Etnoboténico.

La identificacion del uso Etnobotéanico, se realiz6 mediante la aplicacion de encuestas
abiertas basadndose en aplicaciones masivas, que mediante técnicas de muestreo
adecuadas pueden hacer extensivos los resultados a comunidades enteras (Casas

Anguita, Repullo Labrador, & Donado Campos, 2003).

La aplicacion de las encuestas se realizo en 10 mercados del Distrito Metropolitano de
Quito, considerando un muestreo de un 50 % en relacion a una poblacion de 20
mercados definidos por entidades municipales como principales, los mercados

encuestados fueron los siguientes:

e Mercado Central de Quito.

e Mercado de “El calzado”.

e Mercado Ifaquito.

e Mercado Municipal de Conocoto.

e Mercado Municipal “La Rumifiahui”.
e Mercado Municipal de La Kennedy.
e Mercado Municipal Mayorista.

e Mercado Municipal San Francisco.

e Mercado de San Roque.

e Mercado de Santa clara.
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El disefio del cuestionario fue orientado a obtener informacion sobre: manejo,
utilizacion, localizacion y usos principales de la especie vegetal Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn. Esta informacion fue recopilada a través de preguntas
abiertas, las cuales son empleadas en estudios de caracter exploratorio, cuando se
desconoce el nivel de informacién que tienen los encuestados (Casas Anguita et al.,

2003).

La metodologia para la aplicacion de encuestas se desarrolld de la siguiente manera:

e Se procedio al acercamiento directo a cada uno de los mercados seleccionados
del Distrito.

e Se realiz6 un consentimiento verbal en el cual la persona entrevistada accedia
a participar voluntariamente a la encuesta.

e Se procedio a preguntar todo el cuestionario previamente definido.

2.2. Disefio experimental.

El disefio experimental de la investigacion fue orientado con la informacidn recopilada
de las encuestas en cuanto al uso del material vegetal (infusion, decoccion y
percolacion), teniendo como principal variable la condicion del mismo (seco y fresco).
El disefio al combinar las variables y realizarse por triplicado generé 18 unidades

experimentales, presentadas en la Tabla 2.
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Tabla 2.
Disefio experimental para elaboracion de extractos de Muehlenbeckia tamnifolia

(Kunth) Meisn.

Tipo de extracto  Material vegetal Tratamientos Unidades

experimentales

Infusion Fresco A Al, A2, A3
Seco B B1, B2, B3

Decoccion Fresco C C1,C2,C3
Seco D D1, D2, B3

Percolacion Fresco E El,E2,E3
Seco F F1, F2, F3

Elaborado por: La autora, 2019.

2.3.0btencion de la muestra vegetal

2.3.1. Recoleccion de la especie vegetal Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.
La especie fue recolectada en la ciudad de Quito en el Barrio San Roque ubicado en el
centro de la ciudad, con unas coordenadas de Latitud -0.218664 y Longitud -

78.521567, se recolecto en los meses de abril y agosto del 2019.

2.3.2. ldentificacion taxonomica

La identificacién de la especie vegetal Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn se
realizd en Herbario de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, se siguié un
método taxonémico tradicional, con la utilizacién de claves de identificacion y con
ejemplares de herbario, basandose en que la identificacién taxonémica comprueba
propiedades bajo un microscopio, determinando el nombre cientifico de la planta y la
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relacion filogenética que exista con otras especies, ademas se utiliza una base de datos
electronica donde se encuentra recopilado nomenclatura, bibliografia, etc.,
confirmandose asi, que es la especie deseada, asimismo de conocer la jerarquia
taxonémica (Missouri Botanical Garden, 2019; Tapia, Arias, Yafez-Espinosa, &

Terrazas, 2016; Torres Molinares, 2006).

2.3.3. Seleccion, preparacion y conservacion de la muestra vegetal

Basado en la informacion etnobotanica, recolectada en las encuestas realizadas, se
determina la utilizacion de toda la planta excepto raiz, la recoleccion y seleccién
considerd los siguientes aspectos: hojas tallos y flores en buen estado es decir se
tomaron las plantas sanas, sin presencia de gusanos, ni con alguna alteracion visible y

evitando plantas con signos de enfermedad o con coloracion café.

Una vez seleccionado el material vegetal, se procedi6 a prepararlo de acuerdo al tipo
de extracto a realizarse, considerando que cada extracto se realizara tanto con material

como también con material seco.

El material fresco requiere una hidratacion previa con agua destilada cuando se realiza

infusién, decoccidn y con solvente (etanol: agua) cuando se realiza percolacion.

Para obtener el material seco se utilizé un horno a una temperatura de 55 °C por 48

horas.

La conservacion del material vegetal seco de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)

Meisn, se realiz6 en bolsas plasticas oscuras a temperatura ambiente de 20 — 24 °C.
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2.4.0btencion de los extractos vegetales acuosos.

2.4.1. Infusion.
La técnica de infusion es la extraccion de principios activos utilizando como solvente
el agua, obtenida al sumergir el espécimen vegetal en agua destilada hirviendo (x 90

°C) (Boxler, 2011; USP30-NF25, 2007).

Para la realizacién de la técnica de infusion se sigue el procedimiento de USP30-NF25,

(2007):

e Secoloco 100 mL de agua destilada en un vaso de de precipitacion sobre una
plancha de calentamiento Fisher Scientific, se llevo el agua destilada hasta su
punto de ebullicion.

e Luego se procedio a colocar 50 g de material vegetal seco o fresco previamente
troceado.

e Se tap6 herméticamente el recipiente por 20 minutos al término de los cuales
se procedid a filtrar.

e Se almaceno en un frasco ambar de 100 mL.

2.4.2. Decoccion.

La técnica de decoccion es la elaboracion de una solucion extractiva que por accion
del agua mantenida a ebullicion (x 90 °C) junto con el material vegetal durante un
tiempo determinado, alcanza un liquido concentrado recientemente preparado de la

especie vegetal (Boxler, 2011; USP30-NF25, 2007).

Para la realizacion de la técnica de decoccidn se sigue el procedimiento de USP30-

NF25, (2007) :
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e Se colocd 100 mL de agua destilada en un vaso de precipitacién sobre una
plancha de calentamiento Fisher Scientific.

¢ Inmediatamente que se colocd 50 g de material vegetal seco o fresco segln sea
el caso, previamente cortado en pedazos pequefios.

e Se llevo a punto de ebullicion ambos componentes durante 20 minutos, luego
se procedio a filtrar.

e Se almaceno en un frasco &mbar de 100 mL.

2.5. Obtencién de los extractos fluidos.

2.5.1. Percolacion.

La técnica de Percolacion se basa en la extraccion exhaustiva de ingredientes activos
de la planta, conseguido al hacer pasar lentamente el disolvente por el material vegetal,
extrayendo completamente los componentes activos de la especie vegetal. La
percolacion comprende una etapa preliminar de humedecimiento del material vegetal
con el disolvente, de tal forma que facilite el hinchamiento de las paredes celulares y
proporcionando la extraccion de la moléculas activas de la especie vegetal (Sharapin

et al., 2000).

Para la realizacion de la técnica de percolacion se sigue el procedimiento de USP30-

NF25, (2007):

a) Se coloco6 300 g de material vegetal en un horno MEMMERT SM 200 a 55 °C,
por 48 horas.
b) Se pes6 100 g de material vegetal fresco o seco, en una balanza semianalitica

OHAUS Scout Pro-SP2001; para la elaboracion de los dos tipos de extractos
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diferentes, previamente se humectdé con 200 mL de disolvente etanol:agua
(90:10) por 2 horas.

c) Se coloco el material vegetal humectado en el percolador afiadiendo 400 mL
del disolvente etanol/agua (90:10), por un tiempo de 48 horas.

d) La recoleccion de las fracciones del percolador se realizé a las 24 horas una
primera fraccion de 85 mL y a las 48 h una segunda fraccion de 300 mL. Esta
ultima fraccion fue concentrada en un rotavapor BUCHI R-100 a 50 °C y 200
revoluciones por minuto hasta obtener un volumen de 15 mL.

e) El total del extracto correspondiente a 85 mL de la primera fraccion y 15 ml
de la segunda fraccion, formaron una concentracion 1:1 que representa un
extracto fluido.

f) Se realizdé una clarificacion mediante papel filtro y se almacend en las

condiciones antes mencionadas.

2.6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los
extractos obtenidos por el método de microdilucién en caldo.

La determinacion de la actividad antimicrobiana se baso en la técnica de microdilucion

en caldo, es un método que determina el crecimiento de microorganismos en presencia

de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio

de cultivo (caldo o agar), este utiliza pequefios volumenes de caldo dispensados en

bandejas de microdilucion estériles (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016; CLSI, 2012;

Picazo, 2000).

Los microorganismos escogidos para el estudio se encuentran relacionados a la flora
microbiana presente en la superficie de la piel, se encuentra formando parte bacterias

como la microbiota bacteriana residente en la piel como Escherichia coli, la microbiota
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transitoria Staphylococcus aureus y la microbiota fangica Candida albicans que se
pueden encontrar en una piel sana, también pueden ser responsables de principales

dermatosis (Patifio & Morales, 2013).

Considerando el uso etnobotéanico de la planta, se utiliza en gran porcentaje de forma
topica, la investigacion se orienta a determinar la actividad antimicrobiana y
antifungica de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn sobre diferentes
microorganismos: utilizando cepas puras de: Escherichia coli ATCC® 25922™,
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ y Candida albicans ATCC® 10231™, al
respecto es importante mencionar que esta especie ha sido ya mencionada por estudios
de tipo cualitativo definiendo una actividad desinfectante y en el tratamiento de heridas

de la piel purulenta (De la Torre et al., 2008; Torres-Naranjo et al., 2016).

2.6.1. Preparacion del inoculo.

La preparacion del inoculo se fundament6 en la metodologia detallada por CLSI,
(2015), se realizé una suspension directa de colonias, luego se procede a escoger 3 a 5
colonias de Escherichia coli ATCC® 25922™  Staphylococcus aureus ATCC®
25923™ y Candida albicans ATCC® 10231™ independientemente, con una asa
bacterioldgica impregnada del microorganismo se transfiere a un tubo de ensayo de
vidrio con medio de cultivo TSB (Tryptic Soy Broth), se procede a incubar en una
incubadora MEMMERT, UV-VIS de 18 a 24 horas a 36 °C, todo el procedimiento se

lo realizd en la cdmara de flujo laminar evitando cualquier tipo de contaminacién.

Una vez transcurrido el tiempo establecido con un crecimiento moderado se diluyo el
cultivo incubado, con medio de cultivo TSB estéril hasta obtener una turbidez

equivalente a 0.5 McFarland, es confirmada mediante un espectrofotometro UV-VIS
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a una longitud de onda de 625 nm obteniendo una absorbancia entre 0,08 y 0,10

(Becton-Dickinson and Company, 2005; Bernal & Guzman, 1984).

2.6.2. Microdilucion en Caldo.

La técnica de microdilucion en caldo se llevdé a cabo de acuerdo al protocolo
establecido en CLSI ( 2015), se procedié a trabajar en microplacas de 96 pocillos
estériles, en la parte superior horizontal de la fila A se colocaron 60, 30 y 15 L de las
diferentes soluciones de extractos preparadas, que corresponden a una concentracion
del 20 %, 10 % y 5 % p/v respectivamente, se considerd que el pocillo debe contener
medio de cultivo TSB, indculo y los extractos ensayo de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, se realizan diluciones secuenciales en cada concentracién hasta llegar

a 0,156 %, 0,078 %, 0,039 % p/v respectivamente.

Como controles positivos siendo distintos para cada microorganismo empleado se
utilizo para el caso de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923; Gentamicina de 160 mg marca Life y para el caso de Candida albicans ATCC
10231 se utilizé Tinidan® en suspension de 10 mL marca ECU, y como control
negativo utilizdndose medio de cultivo estéril respectivamente para cada

microorganismo (Bernal & Guzman, 1984).

La microplaca se sell6 con parafilm y se cubrié con papel aluminio toda la placa y se
incubd a 35 °C en una incubadora con agitacién por 24 horas, luego de transcurrido el
tiempo establecido se procedid a colocar en los pocillos la cantidad de 10 pL del
colorante para la revelacion de resultados con trifeniltetrazolio (TTC) al 0,06 %.
Nuevamente se introdujo en la incubadora con agitacién durante 40 minutos a una

temperatura de 35 °C hasta obtener cambios de coloracion (Véase Figura 1).
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Esquematizacion de la microplaca.

Extracto Extracto Extracto
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Figura 1. Disefio de la microplaca de 96 pocillos para los diferentes tipos de extractos (infusién,
decoccidn y percolacion).

Nota: C- (Control negativo), C+ (Control positivo).

Fuente: Adaptado de ALGUNS ASPECTOS DE IMUNOENSAIOS APLICADOS A QUIMICA
ANALITICA (Souza & Tatsuo, 1999).

Modificado por: La autora, 2019.

2.7. Determinacién de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos

obtenidos, mediante difusion en agar.

Para la determinacién de la actividad antimicrobiana se utilizé la técnica de difusién

de discos utilizada por (Azuero, Jaramillo-Jaramillo, San Martin & Armas, 2016) y

detallada en la metodologia descrita por Bauer et al. (1966), empleando cepas

certificadas de Escherichia coli ATCC® 25922™, Staphylococcus aureus ATCC®

25923™ y Candida albicans ATCC® 10231™ frente a los extractos obtenidos.
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2.7.1. Preparacion del inéculo.
El procedimiento llevado a cabo para la preparacion del indculo fue de la misma forma
descrita en el apartado 2.6.1 [Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

(CMI) de los extractos obtenidos por el método de microdilucién en caldo].

2.7.2. Comparacion de la actividad antimicrobiana de los extractos mediante
prueba de sensibilidad por discos.
La prueba de sensibilidad por discos o la técnica Kirby Bauer, permite la

determinacion rapida de sensibilidad de diferentes cepas de microorganismos frente a
diferentes tipos de antimicrobianos, como es el caso de los extractos naturales,
mediante el empleo de discos de papel filtro estandarizados, los cuales estan
embebidos en el antimicrobiano y definidos mediante un halo de inhibicion que indica
si existe 0 no crecimiento del microorganismo (Bernal & Guzman, 1984; Malbrén,

2012; Picazo, 2000).

La prueba de sensibilidad por discos se trabajo con los extractos que dieron positivos
en la evaluacion de microdilucién en caldo, determinandose asi la actividad
antimicrobiana de 2 productos: extracto hidroalcohdlico fresco de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn y extracto hidroalcohdlico seco de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn, probando a diferentes concentraciones de [20 %, 10 %, 5

%, 2,5 %).

Para la inoculacion de las placas se procedié a sumergir un hisopo estéril dentro de la
suspension del microorganismo correspondiente, se tomé una placa Petri con medio
de cultivo Muller-Hinton para Escherichia coli ATCC® 25922™ y Staphylococcus
aureus ATCC® 25923™ y medio de cultivo de SDA para Candida albicans ATCC®

10231™ y se sembro uniformemente en tres 0 mas direcciones sobre la superficie del
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medio de cultivo con el hisopo impregnado del microrganismo, se dejé secar la
superficie del medio sembrado durante 5-20 minutos manteniendo la tapa cerrada,
luego se coloco los discos en blancos Thermo Scientific ™ sobre la superficie del agar
con pinzas metalicas estériles, con la micropipeta se toma de 30 a 40 pL de extracto
hidroalcoholico, colocandose progresivamente sobre el disco en blanco hasta observar
que el disco este empapado del extracto, se realizé una leve presion contra el agar, en
cada placa se colocaron 2 discos embebidos con extracto vegetal y 2 discos para los
controles positivo y negativo respectivamente, se usé como control positivo en el caso
de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, un disco de
tetraciclina marca Thermo Scientific ™, para el caso de Candida albicans ATCC
10231 se utilizé un antimicatico para levaduras fluconazol; para el control negativo se
usé medio de cultivo estéril para cada microorganismo respectivamente (Bernal &

Guzman, 1984).

Posteriormente se procedi6 a llevar las placas Petri incubadas a 36 °C en la incubadora,
se verifico resultados desde las 24 a 72 horas, considerando resultado positivo al halo

de inhibicion definido como la zona clara que este alrededor del disco.

En los estudios de Cruz-carrillo, Rodriguez N, & Rodriguez, (2010); Diaz Solares,
Lugo Morales, Fonte Carballo, Castro Cabrera, Lopez Vigoa & Montejo Sierra,
(2017), descrita por Martinez, Betancourt & Alonso (1996), para el conocimiento del

porcentaje de inhibicion se empleo la siguiente formula:

o efecto inhibitori diametro del halo de inhibicion del tratamiento 100 %
- X
o clecto Inhibitorio diametro del halo del control positivo °
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2.7.2.1. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se enfocara en la aplicacion de un ANOVA, con un disefio
experimental completamente al azar (DCA), que permitié observar el porcentaje de
inhibicién producido por el extracto hidroalcohdlico a diferentes concentraciones
frente a los diferentes microorganismos, de tal forma comparar los resultados
obtenidos. El programa estadistico utilizado fue el programa Infostat “version libre

2016" y se desarroll6 pruebas Post Hoc de Tukey 5 %.

29



Capitulo 111

Resultados y discusion

3.1. Resultados entrevista etnobotanica.

Una vez realizada la encuesta se trabajo utilizando un cuestionario previamente
estructurado (véase Anexo 1), aplicado en los diferentes mercados dedicados a la
medicina natural, los resultados se presentan en cuadros estadisticos, agrupando las
preguntas de acuerdo a los objetivos de cada una, presentandose en las siguientes

tablas.

A continuacion, en la tabla 3 se detalla los nombres de los mercados y la cantidad de

personas que fueron encuestadas en el Distrito Metropolitano de Quito.

Tabla 3.

Distribucion de encuestas aplicadas en el Distrito Metropolitano de Quito.

Nombre del mercado Total de personas encuestadas
Mercado Central de Quito 2
Mercado de “El calzado”
Mercado Ifiaquito
Mercado Municipal de Conocoto
Mercado Municipal “La Rumifahui”
Mercado Municipal de La Kennedy
Mercado Municipal Mayorista
Mercado Municipal San Francisco
Mercado de San Roque
Mercado de Santa clara
Total

AOINOCIWEFRLINWN

w
o

Elaborado por: La autora, 2019.

En la Tabla 3 se observa que el mayor nimero de personas encuestadas, esta en el
mercado de San Roque, en relacion a los deméas mercados, de acuerdo a Guerrero,

(2015), donde menciona que dicho mercado es el segundo punto clave para la

30



distribucion de insumos hacia los diferentes puntos de comercio en el Distrito
Metropolitano de Quito, por tal motivo se puede suponer que estd mas especializado

en el expendio de plantas medicinales.

Para la interpretacion de los datos obtenidos se tabul6 las diferentes respuestas. Las
preguntas del cuestionario definido se enfocaron en identificar el uso, la forma de
utilizacion y las principales aplicaciones que tiene la especie vegetal obteniendo las

tablas 4,5y 6:

Uso de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

Tabla 4.

Tabulacién de encuesta sobre usos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

N° PREGUNTAS RESPUESTAS (%)
1  ¢Con que otro nombre/s sele Angoyuyo 6,67
conoce a la planta? Molentin 40,00

Muelan, Molentin 6,67
Muelango, Muelan, 13,33

Molentin
Chin-Chin 6,67
No conoce 26,67
2 ¢Aquien solicito orientacion Médico 0,00
sobre el uso de plantas Revista/periodico 0,00
medicinales? Radio/Television 0,00
Amigos/Vecinos 0,00
Familia 63,33
(conocimiento
ancestral)
No Conoce 36,67
3 ¢Hace cuanto tiempo utiliza  Hace 2 afios 0,00
plantas medicinales? Hace 4 afios 0,00
Hace 5 afios 6,67
Hace 7 afios 3,33
Mas de 10 afios 56,67
No Conoce 33,33

31



4 ¢Por qué utiliza plantas Por consejo familiaro 0,00

medicinales? amigo
Por consejo de mi 0,00
médico
Por consejo 0,00
farmacéutico
Por publicidad/ 0,00

lectura de revista

Por informacion en 0,00
Internet

Por confianza en la 66,67
medicina natural

No Conoce 33,33
5 ¢ Con qué frecuencia 1 vez al mes 6,67
adquieren la planta las 1 vez por semana 20,00
personas, en su puesto de 2 Veces por semana 3,33
trabajo? 3 veces por semana 6,67
no conoce 36,67
Todos los dias 26,67
6 ¢Usted siembra la planta? Si 0,00
No 66,67
No Conoce 33,33

Nota: Las respuestas fueron obtenidas a partir de las encuestas realizadas a los Mercados del Distrito
Metropolitano de Quito.
Elaborado por: La autora, 2019.

Los resultados obtenidos, que se detallan en la tabla 4, en la pregunta N° 1, reflejan
que existen varios nombres comunes para la especie vegetal Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, segun Cerén Martinez (2006), el nombre vulgar mas conocido es
Angoyuyo, de acuerdo con los resultados existentes, ademas del nombre principal
comun de la planta también se la conoce también como Molentin y Muelan. Del total

de personas encuestadas el 26,67 % no conocen la planta o sus beneficios.

Por otro lado los resultados obtenidos detallados en la tabla 4, en las preguntas N° 2,
3,4, 5y 6, especifican que el 65 % aproximado de la poblacion encuestada se dedican
al expendio de plantas medicinales con mas de 5 afios de experiencia, se puede suponer

que estas personas han adquirido conocimientos de sus ancestros, de tal forma que la
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sabiduria ha sido transmitida de generacion en generacion, teniendo una confianza

total en la medicina natural.

El 27 % de los consumidores adquieren la planta todos los dias. Igualmente se denota
un 67 % de los encuestados que indican que no siembran la planta, se puede atribuir
que ellos no son proveedores directos, existiendo una cadena de produccion o
recoleccion invisibilizada, que tiene como responsabilidad &area de recoleccion,

tiempos de recoleccion, que podrian generar variabilidad terapéutica.

Forma de uso de la especie Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

Tabla 5.

Tabulacion de encuesta sobre forma de usos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)

Meisn.
N° PREGUNTAS RESPUESTAS (%)
7 ¢ Qué parte de la planta Solo hojas 0,00
utiliza? Raices 0,00
Solo Tallo 0,00
Solo flores 0,00
Tallo y hojas 0,00
Toda la planta (tallo, 66,67
hojas, flores)
No Conoce 33,33
8 ¢Utiliza la especie seca o fresca Fresca 16,67
para hacer el preparado? Seca 0,00
Ambas 50,00
No Conoce 33,33
9 ¢Como obtiene el extracto de  Solo infusion 43,33
la planta? Solo Decoccion 10,00
Infusion y Decoccion 10,00
No Conoce 36,67
10  ¢(Coloca la planta luego que  Si 63,33
hierve el agua? No 0,00
No Conoce 36,67
11 5 43,33
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¢ Cuénto tiempo deja la planta 6 13,33

dentro del agua durante la 7 6,67
infusion? - en minutos No Conoce 36,67
12 ¢Adiciona de alcohol al Si 10,00
preparado? No 53,33
No Conoce 36,67
13 De ser el caso que adicione 15 0,00
alcohol, ¢ Cuanta cantidad 30 0,00
aflade? - en mililitros 75 10,00
No Conoce 90,00

Nota: Las respuestas fueron obtenidas a partir de las encuestas realizadas a los Mercados del Distrito
Metropolitano de Quito.
Elaborado por: La autora, 2019.

Los resultados obtenidos detallados en las tabla 5, en las preguntas 7, 8, 9, 10, 11, 12
y 13, permiten definir que el 67 % de la poblacion encuestada dedicada a la medicina
natural, recomiendan la utilizacion de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn en
preparados naturales de toda la planta, como hojas, tallos y flores, corroborando con
lainformacién De la Torre et al. (2008), ademas existen estudios donde también toman

en consideracion las raices de esta especie (Torres-Naranjo et al., 2016).

El 50 % de la poblacion encuestada que tienen conocimiento sobre Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn, no denotan preferencia en utilizar la especie fresca o seca,
esto concuerda con informacién mencionada por De la Torre et al., (2008), donde se
utiliza la especie vegetal seca y fresca, sin presentar preferencia por ninguna de las

condiciones de la especie .

El 43 % de la poblacién encuestada define que la principal forma en que se recomienda
utilizar la planta es mediante la preparacion de un té, relacionandolo como modo de
extraccion a la infusién, mientras que un 10 % recomienda dejarlo hervir por un
tiempo, lo que podemos relacionarlo con un proceso de decoccion. La forma
recomendada de uso se corroborara con la informacion reportada por De la Torre et al.

(2008), en la que se indica que utiliza la especie vegetal en infusion (té) conjuntamente
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con otras especies (linaza, hierba mora), para el tratamiento de diferentes afecciones.
De la misma manera la informacion recopilada con un 43 % de la poblacion
encuestada, para el caso de té, especificando que el tiempo estimado recomendado que
la planta esté en contacto con el agua sea de 5 minutos, informacion coincidente con

el tiempo dado por Boxler, (2011) que es de 5 minutos para infusion.

La informacion recopilada permitio revelar también que para la realizacion de un
preparado natural de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, el 53 % de las personas
encuestadas utilizaban Unicamente agua para la preparacion, lo que deja imposibilitado
en la parte técnica que se pueda replicar la receta con otro tipo de solvente, como
alcohol. En contraste, existen estudios por Rodriguez. et al (2014), donde utilizan
diferentes tipos de solventes para la obtencién de extractos naturales de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn, como: éter de petrdleo, diclorometano, metanol, etanol, etc.
De igual manera es importante mencionar que existen estudios de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn, donde se obtiene extractos naturales utilizando como

disolvente el etanol (Vasquez, 2018).

Principales aplicaciones de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.
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Tabla 6.
Tabulacion de encuesta sobre principales aplicaciones de Muehlenbeckia tamnifolia

(Kunth) Meisn.

Pregunta
¢Para qué tipo de dolencias Respuestas
recomienda usted el uso del
angoyuyo?

Desinflamatoria, utilizada en 36,67 %
contusiones, dolores musculares

Bafios, lavado de heridas 30,00 %

(antibacterial, cicatrizante),
purulencia (abscesos), limpieza facial
No Conoce 33,33 %
Total general 100 %
Nota: Las respuestas fueron obtenidas a partir de las encuestas realizadas a los Mercados del Distrito

Metropolitano de Quito.
Elaborado por: La autora, 2019.

La informacién recolectada en la tabla 6, define que el 36,67 % de la poblacion
encuestada menciona que las principales aplicaciones de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn, son: desinflamatoria, utilizada en contusiones y dolores musculares,
mientras que el 30 % sefiala utilizarla para: Bafios, lavado de heridas (antibacterial,
cicatrizante), purulencia (abscesos) y limpieza facial. De la Torre et al. y Torres-
Naranjo et al. mencionan que Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, se utiliza en
bafios externos para algun tipo de inflamacion y como desinfectante (De la Torre et

al., 2008; Torres-Naranjo et al., 2016).

La poblacion encuestada detallo que Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn para su
respectiva aplicacion en diversas preparaciones naturales, utiliza toda la planta (hojas,
tallos, flores) exceptuando raiz. La manera en que se utiliza la planta podria ser de
forma seca o fresca indistintamente, principalmente la utilizan como desinflamante,
exfoliante, desinfectante y en algunas ocasiones como antimicrobiana sobre el

tratamiento externo de la piel.
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3.2. Obtencion de Extractos vegetales acuosos.

3.2.1. Infusiony Decoccion de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.
Se obtuvo cuatro extractos principales con una concentracion del 50 % p/v cada uno,
tomando en consideracion la principal variable que es la condicion de la planta (fresca

y seca).

La identificacion de los diferentes extractos se realiz6 mediante la codificacion:

e IF (Infusion fresca) 50 %.

IS (Infusién seca) 50 %.

DF (Decoccion fresca) 50 %.

DS (Decoccion seca) 50 %.

Para la obtencion del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, se opto6
por utilizar un extracto hidroalcohdlico, porque los extractos acuosos que fueron
obtenidos en primer lugar eran susceptibles a contaminarse y no permitieron
realizar las pruebas bioldgicas, obteniéndose resultados adversos, mientras que el

etanol empleado en el extracto sera utilizado Gnicamente como conservante.

3.3. Obtencidn de extractos fluidos.

3.3.1. Extracto Hidroalcoholico Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

Se obtuvo dos extractos a través de la metodologia de percolacion, tomandose en
consideracion la principal variable que es la condicion de la planta (fresca y seca). La
relacion entre el material vegetal utilizado y el extracto es de 1:1 (Baulies Romero &

Torres Castella, 2012).
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3.4.Determinacion de la CMI de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos por el
método de microdilucion en caldo.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los extractos acuosos

(infusion, decoccion) e hidroalcohdlicos frente a tres diferentes cepas de

microorganismos tales como; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus

ATCC 25923 y Candida albicans ATCC 10231, se realizd un estudio mediante una

microplaca de 96 pocillos, en donde se distribuy6 por triplicado, resumiéndose en la

tabla 7.

Tabla 7.
Resumen de los resultados totales de las diferentes metodologias utilizadas.

Metodologia del extracto con el tipo de material vegetal

Infusién Infusion Decoccion  Decoccion  Percolacion  Percolacion

fresca Seca fresca seca fresca seca
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Nota: El signo "-" representa que no existe actividad biolégica y el signo "+"significa presencia de
actividad bioldgica.
Elaborado por: La autora, 2019.
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Como se observaen latabla 7, los resultados para el método de extraccion por infusion
y decoccion de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, no presentaron una
respuesta inhibitoria positiva frente a ninguno de los microorganismos de estudio:
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Candida
albicans ATCC 10231, en ninguna concentracion. Se evidencia por el cambio en la
coloracion desde la primera fila, de un tono amarillento a un rojizo fuerte. Estudios
realizados por Berridge e investigadores, citado por Burdisso e investigadores,
mencionan que, debido a la utilizacidn del reactivo cloruro de trifeniltetrazolio (TTC),
el cual es reducido por deshidrogenasas bacterianas, que lo transforman en 1, 3, 5-
trifenilfformazan de color rojo, la cantidad de biomasa bacteriana existente es
proporcional al total de formazan obtenido como el resultado del transporte de

electrones (Berridge, Herst, & Tan, 2005; Burdisso, Salvatierra, & Pérez, 2015).

Si existe coloracién rojiza representard que no existe inhibicion del microorganismo
frente al extracto ensayo. Estos resultados permiten suponer que no existio inhibicién,
debido que al haber utilizado como solvente Unicamente agua, esta no fue suficiente
para extraer todos los bioactivos necesarios, que podrian generar actividad
antimicrobiana y antifingica, razén por la cual se debid optar para la obtencién de un
extracto natural de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, que permita potenciar la

extraccion de bioactivos de la planta con la utilizacion de una mezcla de agua: etanol.

Para Escherichia coli ATCC 25922, las concentraciones de extracto fresco que
reportaron inhibicién frente al microorganismo son de 20 y 10 % p/v (véase anexo 3A)
y en seco 20, 10 y 5 % p/v (véase anexo 4A), para el caso de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, las concentraciones de extracto fresco y extracto seco, para ambas son

de 20, 10, 5y 2,5 % (véase anexo 3B y 4B) p/v, y para el caso de Candida albicans
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ATCC 10231, las concentraciones de extracto en fresco y en seco, para ambas son del

20 % anicamente (véase anexo 3C y 4C).

Es importante mencionar que los resultados de la actividad antimicrobiana y
antifungica del extracto no pueden ser contrastados con estudios anteriores, debido a

la ausencia de los mismos.

3.5. Validacion de la actividad antimicrobiana de los extractos mediante prueba
de sensibilidad por discos.
Las mediciones de los halos de inhibicion se realizaron durante tres dias, en la tabla 8,
9 y 10, se detalla los halos de inhibicién generados por los diferentes extractos
hidroalcohdlicos a diferentes concentraciones frente a los microorganismos, teniendo
en cuenta también los halos de inhibicion formados por el control positivo y negativo.
Para el control positivo en el caso de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923 se utiliz6 un disco de tetraciclina, mientras que para el caso de

Candida albicans ATCC 10231 se us6 un antimicotico denominado fluconazol.

Tabla 8.
Medidas de halos de inhibicion de los extractos de extractos de Muehlenbeckia

tamnifolia (Kunth) Meisn frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Microorganismo Tipo de Extracto Concentracion Promedio
del extracto de halos de
(%) inhibicion
[mm]
Fresco 20 10
hidroalcoholico 10 11
. . C+ 20
Escherlcrzlg?9 ;:gll ATCC | Seco | 20 10
hidroalcohoélico 10 12
5 11
C+ 20

Nota: “C+” (Control positivo).
Elaborado por: La autora, 2019.
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En la tabla 8, contrastando el halo de inhibicion para Escherichia coli ATCC 25922
del control positivo con la del extracto resultante, se denota que el extracto fresco que
posee mejor actividad antimicrobiana es el extracto de 10 % p/v con un halo inhibicion
de 11 mm, para el caso del extracto seco se denota que, el que posee mejor actividad
antimicrobiana es el extracto del 10 % p/v teniendo un halo de inhibicién de 12 mm.
Es importante mencionar que la concentracion minima inhibitoria del extracto seco es

a partir del 5 % p/v, en diferencia al extracto fresco que es a partir del 10 % p/v.

Tabla 9.
Medidas de halos de inhibicion de los extractos de extractos de Muehlenbeckia

tamnifolia (Kunth) Meisn frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Microorganismo Tipo de Extracto  Concentraciéon  Promedio
del extracto de halos de

(%) inhibicion
[mm]
Staphylococcus aureus Extracto Fresco 20 10
ATCC 25923. hidroalcoholico 10 10
5 11
2,5 11
C+ 30
Extracto Seco 20 12
Hidroalcohdlico 10 11
5 11
2,5 11
C+ 30

Nota: “C+” (Control positivo).
Elaborado por: La autora, 2019.

En la tabla 9, comparando el halo de inhibicion para Staphylococcus aureus ATCC
25923 del control positivo con la del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn, se observa que el extracto fresco que posee mejor actividad antimicrobiana es
el extracto de 5y 2,5 % p/v, con un halo de 11 mm, para el caso del extracto seco

muestra que, el que posee mejor actividad antimicrobiana es el extracto del 20 % p/v
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teniendo un halo de 12 mm. También se puede mencionar que la concentracién minima

inhibitoria del extracto fresco y seco es a partir del 2,5 %.

Tabla 10.
Medidas de halos de inhibicion de los extractos de extractos de Muehlenbeckia

tamnifolia (Kunth) Meisn frente a Candida albicans ATCC 10231.

Microorganismo Tipo de Concentracion ~ Promedio
Extracto del extracto de halos de
(%) inhibicion
[mm]

Candida albicans ATCC Extracto Fresco 20 11

10231 hidroalcoholico C+ 15

Extracto Seco 20 11

hidroalcoholico C+ 13

Nota: “C+” (Control positivo).
Elaborado por: La autora, 2019.

En la tabla 10, cotejando el halo de inhibicion para Candida albicans ATCC 10231
del control positivo con la del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn,
se manifiesta que el extracto fresco y seco poseen mejor actividad antimicética para el

extracto de 20 % p/v para ambos casos con un halo de 11 mm.

Se puede observar al contrastar los resultados obtenidos en las tablas 8, 9 y 10 que el
extracto seco de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn posee una mejor actividad
bioldgica, se puede suponer que el extracto seco poseera una concentracion superior
de principios activos que la planta original, porque existira mayor contenido vegetal,
dado que en el proceso de deshidratacion se pierde el pesaje correspondiente al agua,
mismo que se compensara con mas contenido vegetal, obteniendo el mismo peso del

material fresco.

Los resultados de los diferentes porcentajes de inhibicion se detallan en la tabla 11.
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Tabla 11.
Porcentaje de inhibicidn de los extractos hidroalcohdlicos frente a los

microrganismos de ensayo.

Extracto Microorganismo Concentracion Halosde  Porcentaje
del extracto inhibicion de
(%) [mm] inhibicion
(%)
Extracto Fresco Escherichia coli 20 10 50
hidroalcoholico ATCC 25922 10 11 55
C+ 20
Extracto Fresco  Staphylococcus 20 10 33,33
hidroalcoholico aureus ATCC 10 10 33,33
25923 5 11 36,67
2,5 11 36,67
C+ 30
Extracto Fresco Candida albicans 20 11 73,33
hidroalcoholico ATCC 10231 C+ 15
Extracto Seco Escherichia coli 20 10 50
hidroalcohdlico ATCC 25922 10 12 60
5 11 55
C+ 20
Extracto Seco  Staphylococcus 20 12 40
Hidroalcoholico  aureus ATCC 10 11 36,67
25923 5 11 36,67
2,5 11 36,67
C+ 30
Extracto Seco  Candida albicans 20 11 84,62
hidroalcohdlico ~ ATCC 10231 C+ 13

Elaborado por: La autora, 2019.

La tabla 11 refleja el porcentaje mayor de inhibicion respectivo para cada
microorganismo frente al extracto fresco o seco, para el caso Escherichia Coli ATCC
25922 presenta un mejor porcentaje de efecto inhibitorio frente al extracto
hidroalcohdlico seco (10 %), con un 40 % de inhibicion, para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 presenta un mejor porcentaje de efecto inhibitorio frente al extracto
hidroalcohdlico seco (20 %), con un 85 % de inhibicion y para Candida albicans

ATCC 10231 presenta un mejor porcentaje de efecto inhibitorio frente al extracto
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hidroalcoholico seco (20 %), con un 85 % de inhibicidn, no existen estudios anteriores

que puedan confirmar estos resultados.

3.6. Analisis estadistico de la sensibilidad por discos.

3.6.1. ANOVA del porcentaje de inhibicion de Escherichia coli frente a los
extractos hidroalcohdlicos frescos y secos.

La tabla 12 representa el ANOVA de los diferentes tratamientos de extractos

hidroalcoholicos para la inhibicion de Escherichia coli ATCC 25922, obteniéndose un

resultado de p-valor 0,0018 con un estadistico de Fisher de 9,76, afirmandose de tal

forma que existe al menos un tratamiento presenta diferencia significativa.

Tabla 12.

ANOVA para los tratamientos de la inhibicidn de Escherichia coli.

Analisis de varianza (SC tipo 1)

Fuentes de variacion Fisher p-valor
Tratamientos (Extractos 9,76 0,0018
diferentes

concentraciones)
Elaborado por: La autora, 2019.

Aplicando pruebas Post Hoc de Tukey 5 %, se pudo identificar 2 rangos de
significancia de los 5 tratamientos aplicados de extractos, obteniéndose los siguientes
resultados: (A) y (B). En la Figura 2 la letra “A” representa los extractos de F20
(Extracto fresco 20 %), F10 (Extracto fresco 10 %), S20 (Extracto seco 20 %) y S5
(Extracto seco 5 %) sin diferencia significativa obteniendo un porcentaje de inhibicién
de 50 %, 55 %, 50 % y 55 % respectivamente, el mejor tratamiento correspondiente al

rango “B” representa el extracto S10 (Extracto seco 10 %), con una inhibicion del 60

44



%, es importante mencionar que existe inhibicién del microorganismo desde la

concentracion del extracto del 5 %.

Porcentaje de inhibicidn de Escherichia coli.

Te

55.34

51.00

56.67 -

W%INHIBICION

52.334

4799 T
F20 Fi0 520 510 55

TRATAMIENTOS

Figura 2. Pruebas de Tukey 5 % para los extractos hidroalcohélicos frescos y secos frente
Escherichia coli ATCC 25922.
Elaborado por: La autora, 2019.

3.6.2. ANOVA del Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus frente a
los extractos hidroalcoholicos frescos y secos.

Se presenta en la tabla 13 el ANOVA de los diferentes tratamientos de extractos
hidroalcoholicos encargados de inhibir a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
alcanzandose un p-valor <0,0001 con un estadistico de Fisher de 189,13,
confirmandose que existe al menos un tratamiento que presenta diferencia

significativa.

Tabla 13.

ANOVA para los tratamientos de la inhibicién de Staphylococcus aureus.

Anélisis de varianza (SC tipo I11)

Fuentes de variacion Fisher p-valor
Tratamientos (Extractos 189,13 <0,0001
diferentes

concentraciones)
Elaborado por: La autora, 2019.
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Aplicando pruebas Post Hoc de Tukey 5 %, se pudo identificar 3 rangos de
significancia de los 5 tratamientos aplicados de extractos, obteniéndose los siguientes
resultados: (A), (B) y (C). En la Figura 3 la letra “A” representa los extractos de F20
(Extracto fresco 20 %), F10 (Extracto fresco 10 %) obteniendo ambos un porcentaje
de inhibicion de 33,33 %, el rango “B” representa los extractos de F5 (Extracto fresco
5 %), F2,5 (Extracto fresco 2,5 %), S10 (Extracto seco 10 %), S5 (Extracto seco 5 %)
Y S2,5 (Extracto seco 2,5 %) obteniendo todos un porcentaje de inhibicién de 36,67
% y el mejor tratamiento correspondiente al rango “C” representa el extracto S20
(Extracto seco 20 %) con una inhibicion del 40 %, es importante mencionar que existe

inhibicion del microorganismo desde la concentracion del extracto del 2,5 %.

Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus.

40,82
- C

18824

5 B B B B B
34.81
ny
3250 . .
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F20 F5 F25 S S10 55 5L
TRATAMIEMTOS

HWINHIBICION
b

(&)

Figura 3. Pruebas de Tukey 5 % para los extractos hidroalcoholicos frescos y secos frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Elaborado por: La autora, 2019.

3.6.3. ANOVA del Porcentaje de inhibicion de Candida albicans frente a los
extractos hidroalcohdlicos frescos y secos.

En ANOVA de los diferentes tratamientos de extractos hidroalcoh6licos se presenta

en la Tabla 14, para la inhibicion de Candida albicans ATCC 10231, se alcanza como
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resultado de p-valor <0,0001, con un estadistico de Fisher de 1900,58, aseverando de

tal manera que existe al menos un tratamiento que presenta diferencia significativa.

Tabla 14.

ANOVA para los tratamientos de la inhibicion de Candida albicans.

Anélisis de varianza (SC tipo I11)

Fuentes de variacion Fisher p-valor
Tratamientos (Extractos 1900,58 <0,0001
diferentes

concentraciones)

Elaborado por: La autora, 2019.

Aplicando pruebas Post Hoc de Tukey 5 %, se pudo identificar 2 rangos de
significancia de los 2 tratamientos aplicados de extractos, obteniéndose los siguientes
resultados: (A) y (B). En la Figura 4 la letra “A” representa los extractos de F20
(Extracto fresco 20 %) con un porcentaje de inhibicion de 73,33 % y el mejor
tratamiento correspondiente al rango “B” representa el extracto S20 (Extracto seco 20
%), con una inhibicion del 84,75 %, este valor es obtenido respectivamente

proporcional a la concentracion alta del extracto.

Porcentaje de inhibicién de Candida albicans.

86.35 1
B

§2.59

78.794

HIMHIBICION

74.99+

iﬂ
71.20

F20 520
TRATAMIEMTOS
Figura 4. Pruebas de Tukey 5 % para los extractos hidroalcoholicos frescos y secos frente Candida

albicans ATCC 10231.
Elaborado por: La autora, 2019.
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Los resultados permitieron identificar que la concentracion del extracto que presenta
una mejor actividad antimicrobiana y antimicética, demostrandose en todos los
ensayos un mejor resultado es el extracto seco de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn. También es importante mencionar que el extracto seco presento mejores
resultados contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 porque se obtuvo mas numero
de concentraciones de la planta que presentaban actividad bioldgica, lo que
determinaria como conclusion que Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible al
extracto hidroalcoholico de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn. Por otro lado es
destacable que para conocer los grupos bioactivos que generan actividad bioldgica, se
deberia realizar una evaluacion quimica de los extractos de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn que presentaron mas eficiencia frente a los microorganismos de

estudio.
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Capitulo IV

Conclusiones
Los extractos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn poseen actividad
antimicrobiana y antimicética frente a microorganismos de la flora cutanea,
considerados como patdgenos epidérmicos, lo cual valida la practica ancestral en
tratamientos para afecciones de la piel. Por otro lado, se identifica que el método de
extraccion que presenta actividad antimicrobiana y antiflngica es a traves de

percolacion, teniendo una inhibicidn positiva para el extracto fresco y seco.

Los extractos hidroalcohdlicos secos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn,
demostraron en la mayoria de sus concentraciones, presentar mejor actividad bioldgica
especialmente frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, determinando que este

microorganismo es sensible a este tipo de extracto.

El mejor extracto vegetal de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, que reporto
excelente actividad bioldgica, es el extracto hidroalcohdlico seco, ya que a las
concentraciones de 10 % p/v presenta un 60 % de efecto inhibitorio contra Escherichia
coli ATCC 25922 y para la concentracion de 20 % p/v demuestra un 40 % y un 84,75
% de efecto inhibitorio contras las cepas de Staphylococcus aereus subsp. aureus
ATCC 25923 y Candida albicans ATCC 10231 respectivamente, siendo estos los

mejores porcentajes de inhibicion correspondiente a cada microorganismo de estudio.
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Recomendaciones
Desarrollar estudios acerca de la actividad biologica de Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn que permita contrastar con mas resultados obtenidos por otros
investigadores, ya que la indagacion bibliogréafica realizada sobre la especie evidencia,

que no existe suficiente informacion sobre este espécimen.

Investigar a los extractos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn, profundizando
mas en su estudio y caracterizacion, como, por ejemplo, el realizar un analisis quimico,
que permita la continuidad de la investigacion, identificando los bioactivos

responsables de la actividad bioldgica.

Probar la capacidad inhibitoria de los extractos de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth)
Meisn, frente a diferentes microorganismos que sean responsables de diferentes
patologias cutaneas, de tal forma que se pueda llegar a formular un producto comercial,

con caracteristicas especificas para diferentes tipos de patologias.
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ANEexXos

Anexo 1. Disefio del cuestionario utilizado para la aplicacion de encuestas en los
mercados de Quito.

10.

11

12

13,

14.

Cuestionario para la aplicacion de encuestas en mercados de Quito.

iCon que otro nombrefs se le conoce a la planta?

A0ue parte de la planta utiliza?

AUtiliza la especie seca o fresca para hacer el preparado?

iPara qué tipo de dolencias recornienda usted & uso del angosyuyo?

iComo ohtiene € extracto dela planta?

iColoca la planta luego que hierve el agua?

iCuanto tiempo deja la planta dentro del agua durante la infusidn? - en mimitos
iddiciona alcohol al preparada?

De ser el caso que adicione alcohol, i Cudnta cantidad afiade? — (ze optd por deterrninar
en tililitros)

A& quien solicito orientacidn sobre el uso de plantas medicinal es?

iHace cuanto tiempo utiliza plantas medicinal es?

iPor qué utiliza plantas medicinal es?

iCon qué frecuencia adguieren la planta las personas, en su puesto de trabajo?

JUsted slembra la planta?

60




Anexo 2. Certificado de identificacion taxondmica Muehlenbeckia tamnifolia
(Kunth) Meisn.

Quito, 25 de Junio del 2019

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

El especimen examinado corresponde a:
Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

» Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

e Superorden: Caryophyllanae Takht.

e Orden: Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl

o Familia: Polygonaceae Juss.

« Género: Muehlenbeckia Meisn.

« Especie: Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn.

« Nombre comiin: anguyuyo

Curador de Angiospermas Herbario QCA
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Anexo 3. Resultados de microplaca de extractos hidroalcoholicos de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn frescos.
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Nota: Microplaca de 96 pocillos resultados del extracto hidroalcohdlico de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn fresco frente: A) Escherichia coli, B) Staphylococcus aureus y C) Candida

albicans.
Elaborado por: La autora, 2019.
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Anexo 4. Resultados de microplaca de extractos hidroalcohdlicos de Muehlenbeckia
tamnifolia (Kunth) Meisn secos.

A)
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C)
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Nota: Microplaca de 96 pocillos resultados del extracto hidroalcohdlico de Muehlenbeckia

tamnifolia (Kunth) Meisn seco frente: A) Escherichia coli, B) Staphylococcus aureus y C) Candida
albicans.

Elaborado por: La autora, 2019.

63



