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RESUMEN

Esta investigacion tiene como objetivo determinar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto seco hidroalcoholico al 70% de la especie vegetal Psidium guajava L.
“SAHUINTO”, sobre cepas ATCC y cepas aisladas a partir de urocultivos positivos de
pacientes atendidos en el Hospital Regional del Cusco de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa y determinar la toxicidad subaguda del mismo extracto en ratas Holtzman.

Se usaron las hojas de Psidium guajava y el extracto se obtuvo por maceracion, la
actividad antibacteriana se determino por el método de pozos excavados empleando como
antibidtico patrén la Amikacina a una concentracion de 30ug/100ulL; para la toxicidad
subaguda se utilizo 20 ratas macho Holtzman empleando el Protocolo estandar 28 dias (a
la cual se le realizo algunas modificaciones) que consiste en la administracién del extracto
a diferentes dosis por via oral a los grupos de experimentacidon durante 28 dias
procediendo finalmente a su sacrificio, andlisis sanguineo e histopatoldgico de corazén

rindén e higado.

Respecto a la cepa ATCC de Escherichia éoli, el farmaco patrén Amikacina presento un
halo de inhibicion de 28 mm, mientras que el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de
Psidium guajava presento el halo de inhibicidon mayor (de 15mm) a una concentracion de
248.4mg/100uL; En cuanto a las cepas aisladas de Escherichia coli se tuvo un halo de
inhibicién de 27.8 mm por parte del farmaco patrén Amikacina y por parte del extracto
seco hidroalcohdlico al 70% de Psidium guajava se tuvo un halo de inhibicion de 29.90
mm a la concentracién de 276mg/100uL. Respecto a la cepa ATCC de Pseudomona
aeruginosa, el farmaco patron Amikacina presento un halo de inhibicion de 26 mm,
mientras que el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Psidium guajava presento el halo
de inhibicién mayor (de 28mm) a una concentracion de 219.2mg/100ul; En cuanto a la
cepa aislada de Pseudomona aeruginosa se tuvo un halo de inhibicién de 22 mm por parte
del farmaco patrén Amikacina, y por parte del extracto seco hidroalcohodlico al 70% de
Psidium guajava se tuvo el mayor halo de inhibicién (de 11.66 mm) a la concentracién de
54.8 mg/100ul.. De la determinaciéon de la toxicidad subaguda del extracto, se observo
necrosis renal media y un proceso de regeneracion celular a nivel de hepatocitos en los
animales de experimentacion tratados con una dosis de 200mg/Kg de extracto.

Se concluye que el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Psidium guajava L.. presenta
actividad antibacteriana elevada frente a cepas aisladas de Escherichia coli y frente a la

Xiv



cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa, asi como también presenta toxicidad subaguda 3
la dosis de 200mg/Kg en animales de experimentacién.

Palabras clave:

Psidium guajava, Actividad Antibacteriana, Toxicidad Subaguda, Escherichia col,
Pseudomona aeruginosa.
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SUMMARY

This research aims to determine the in-vitro antibacterial activity of 70% Hydro-
alcoholic dry extract of Psidium guajava L. "SAHUINTO" against Escherichia coli
and Pseudomona aeruginosa ATCC strains and isolated strains from urine cultures
of patients treated at “Hospital Regional del Cusco” and also determine the

subacute toxicity of the extract in Holtzman rats.

Psidium guajava leaves were used and the extract was obtained by maceration,
antibacterial activity was determined by the method of wells drilled using Amikacin
as the standard antibiotic at a concentration of 30ug/100uL.; for subacute toxicity
was used 20 Holtzman male rats using the “28 days standard protocol”, which
involves the administration of the extract at different oral doses to experiméntal
groups for 28 days, proceeding finally to slaughter, blood test and histopathological
analysis of heart kidney and liver.

In regard to Escherichia coli ATCC strain, Amikacin showed an inhibition halo of
28 mm, while the 70% hydroalcoholic dry extract of Psidium guajava showed the
greatest inhibition zone (15mm) at a concentration of 248.4mg / 100uL; As regards
Escherichia coli isolated strains they showed an inhibition halo of 27.8 mm by the
standard drug amikacin and the 70% hydroalcoholic dry extract of Psidium guajava
showed inhibition zone of 29.90 mm at a concentration of 276mg/100ul.. Regarding
the Pseudomona aeruginosa ATCC strain, Amikacin showed an inhibition zone of
26 mm, while the 70% hydroalcoholic dry extract of Psidium guajava presented the
largest inhibition zone (28 mm) at a concentration of 219.2mg / 100uL; with respect
to Pseudomona aeruginosa isolated strain, it showed an inhibition halo of 22 mm by
standard amikacin drug, while the 70% hydroalcoholic dry extract of Psidium
guajava showed the largest inhibition zone (11.66 mm) at a concentration of 54.8
mg/100uL. In regard to subacute toxicity, renal necrosis and cell regeneration
process was observed at the level of hepatocytes in experimental animals treated
with a dose of 200mg/Kg of extract.



it is concluded that 70% hidroalcohdlic dry extract of Psidium guajava L. has high
antibacterial activity against Escherichia coli isolated strains and against
Pseudomona aeruginosa ATCC strain and subacute toxicity occurs at the dose of
200mg/Kg in experimental animals.

Key words: Psidium guajava, Antibacterial activity, Subacute Toxicity, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa.
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INTRODUCCION

El uso exagerado e inapropiado de los antibidticos ha favorecido un aumento
importante en la prevalencia de microorganismos patdégenos resistentes a multiples
farmacos (55); es por esto que la investigacion de plantas medicinales es muy
importante. _

La especie vegetal Psidium guajava L. contiene una serie de compuestos quimicos
como compuestos fendlicos (taninos y flavonoides), terpenos (triterpenoides) y
quercetina que segln distintas investigaciones poseen actividad antibacteriana,
antidiarreica, antituberculosa, antidiabética, antipaludica, citotéxica y antioxidante.
(2), sus hojas tienen una larga historia de usos tradicionales en Egipto y a nivel
mundial como antitusigeno, antidiarreico, en el control de la hipertension, obesidad,
y el control de la diabetes mellitus. También se encontré que el extrécto de las
hojas posee actividad anticestodal, analgésica, propiedades antiinflamatorias,
antimicrobiana, hepatoprotectora y antioxidante. (56)

Existen estudios sobre la actividad antibacteriana de la especie vegetal Psidium
guajava que demuestran su eficacia frente a distintas cepas bacterianas (2), (4),
(9), (18), (56) pero en este caso se intenta determinar Ia eficacia de dicha especie
frente a cepas de Escherichia coli ATCC y Pseudomona aeruginosa ATCC y
también frente a cepas de Eschen'chié coli y Pseudomona aeruginosa aisladas a
partir de urocultivos positivos obtenidos de pacientes atendidos en el Hospital
Regional del Cusco; teniendo en cuenta el aumento de la resistencia bacteriana
con el pasar de los afos, esta investigacion también contribuye proporcionando y
actualizando datos que puedan ser aplicables a nuestra realidad. No han sido
encontradas investigaciones respecto a la toxicidad subaguda de la especie vegetal
en estudio, siendo probablemente  esta investigacion la primera en aportar
informacién de este tipo con el fin de demostrar si la administracién continua
durante 28 dias por via oral del extracto seco hidroalcohélico al 70% de la especie
vegetal Psidium guajava “SAHUINTQO” produce algln tipo de toxicidad realizando

analisis hematolégicos e histopatolégicos.
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1. ASPECTOS GENERALES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La especie vegetal Psidium guajava L. se ha usado como antidiarreico en muchos
paises de América asi como también en Africa (1) por sus propiedades

antiespasmaédicas y antimicrobianas (2).

La etiologia de la diarrea aguda puede deberse a infeccion por virus o bacterias; entre
las bacterias mas comunes que producen diarreas tenemos a Escherichia coli, Shigella,
Salmonella, Campilobacter, y especies de Yersinia (3); en cuanto a los agentes mas
frecuentes que producen infecciones del tracto urinario tenemos a Escherichia coli,
Enterococcus sp., Klebsiella sp., Pseudomona aeruginosa y Proteus sp. En el Pert son
pocos los estudios realizados, pero se tiene como agente causal mas frecuente a

Escherichia coli con un 53.3% (4).

Como vemos la Infeccion del Tracto Urinario y la Diarrea tienen en comin como agente
etiopatologico a Escherichia coli, es por esta razdén que se decidié determinar la
actividad antibacteriana in-vitro en bacterias aisladas a partir de urocultivos positivos; el
estudio de toxicidad subaguda nos ayuda a ampliar la informacién sobre la especie
vegetal en estudio, este tipo de datos es muy importante en especial para futuros
investigadores que deseen realizar mas estudios sobre Psidium guajava L.

La especie vegetal Psidium guajava cuenta con estudio de toxicidad aguda con dosis
anicas de 250, 500, 1000 y 2000 mg/kg/p.c. en los cuales se encuentran ausencia de
toxicidad en el ensayo clasico de toxicidad aguda y en el ensayo de clases toxicas
aguda (CTA) con una Unica dosis 2000 mg/kg/p.c. (6), la DLso de los Extractos Secos
Hidroalcohélicos al 70% de las Hojas de la especie vegetal Psidium guajava
“SAHUINTOQO” esta por encima de 5000mg/kg por lo que carece de interés practico. (9)
Como en ninguno de los estudios de toxicidad aguda se encontré indicios de que el
extracto de la especie vegetal Psidium guajava “SAHUINTQO” sea toxico en dosis tnicas
nos parecié importante realizar un estudio de toxicidad subaguda que complemente y
que corrobore que el extracto de la especie vegetal Psidium guajava “SAHUINTO” no
produce ningun tipo de toxicidad.



Esta investigacién tiene como fin determinar la actividad antibacteriana de la especie
vegetal Psidium guajava (recolectada en la ciudad de Abancay-Apurimac) contra cepas
de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa ATCC y también sobre cepas aisladas a
partir de urocultivos positivos de pacientes atendidos en el Hospital Regional del Cusco.
Ademas de determinar la toxicidad sub aguda de la especie vegetal Psidium guajava en

ratas Holtzman debido al amplio uso gue esta especie vegetal tiene a nivel mundial.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.- ¢ Presentara el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Psidium
guajava “Sahuinto” actividad antibacteriana frente a cepas ATCC y cepas aisladas de
bacterias gram negativas Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa?

2.- s Presentara el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Psidium
guajava “Sahuinto” toxicidad subaguda sobre ratas albinas?

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. OBJETIVOS GENERALES
1. Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto seco hidroalcéholico al
70% de la especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto” frente a cepas ATCC y
cepas aisladas de bacterias gram negativas causantes de infecciones del tracto
urinario (Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa).
2. Determinar la toxicidad subaguda del extracto seco hidroalcohélico al 70% de la
especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto” sobre ratas albinas.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto seco hidroalcélico al 70% de las hojas de la especie vegetal
Psidium guajava “SAHUINTO".

2. Obtener los resultados de la prueba de solubilidad, andlisis fitoquimico
cualitativo, porcentaje de humedad y porcentaje de extraccién del extracto seco
hidroalcohdlico de la especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto”

3. Determinar las curvas de crecimiento bacteriano de las cepas aisladas de
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa y compararlas con las curvas de
crecimiento de las cepas ATCC de dichas especies.
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4. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), de los extractos secos
hidroalcohoélicos al 70% de las hojas de la especie vegetal Psidium guajava
“Sahuinto” frente a cepas ATCC de: Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa.

5. Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto seco hidroalcohélico al
70% de la especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto” versus un antibacteriano
patron (Amikacina).

6. Determinar los parametros hematol6gicos bioquimicos e histopatologicos luego
de la administracién por via oral del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la
especie vegetal Psidium guajava “SAHUINTO” durante un periodo de 28 dias en

ratas de experimentacién para determinar la toxicidad subaguda

1.4 LIMITACION DE LA INVESTIGACION

1. En todo el periodo de experimentacion solo se obtuvo una cepa de Pseudomona
aeruginosa aislada a partir de un urocultivo positivo de un paciente atendido en
el Hospital Regional.

2. Respecto al estudio de toxicidad sub aguda, no se pudo determinar los valores
iniciales de los parametros hematologicos y bioquimicos de las ratas de
experimentacion debido a que el volumen de sangre obtenido fue insuficiente -
para realizar dichas pruebas.

3. El analisis histopatolégico solo se realiz6 en tres 6rganos de las ratas
sacrificadas al concluir el estudio debido al elevado costo.

1.5 JUSTIFICACION

El aumento inevitable de la resistencia bacteriana y la preferencia en el uso de plantas
medicinales por gran parte de la poblaciéon nos llevan a la realizacion de esta
investigacién que aporta informacion sobre la actividad antibacteriana de la especie
vegetal Psidium guajava sobre cepas bacterianas que producen infecciones del tracto
urinario (Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa); y ya que en este estudio se
realiza la comparacion entre cepas bacterianas aisladas a partir de pacientes atendidos
en el Hospital Regional del Cusco y cepas ATCC, esto nos permite ver las diferencias
que existen entre este tipo de cepas, siendo el aporte de informacion no solo para el
ambito microbiolégico sino que también para la comunidad médica. El estudio
Toxicologico, amplia la informacioén en cuanto a los efectos tdxicos que podria producir



el consumo del extracto de Psidium guajava por un periodo prolongado, esto con el fin
de proveer informacién para posibles investigadores que deseen continuar con los
estudios de esta especie vegetal.
1.6 HIPOTESIS
1. El extracto seco hidroalcohélicos al 70% de las hojas de la especie vegetal
Psidium guajava "Sahuinto” presenta actividad antibacteriana in vitro frente a
cepas ATCC y cepas aisladas de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa
principales causantes de las infecciones urinarias. '
2. El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de las hojas de la especie }vegetal
Psidium guajava “Sahuinto”, no presenta toxicidad subaguda.
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2. MARCO TEORICO CONCEPTUAL
21 ANTECEDENTES DE LA ESPECIE VEGETAL Psidium guajava

“SAHUINTO”
2.1.1.- ESTADO DE LA CUESTION

El estudio de la especie vegetal Psidium guajava “SAHUINTQO”, a nivel mundial es muy
amplio abarcando diversas propiedades que posee esta especie vegetal ademas de
estudios que buscan optimizar la produccion de los frutos, debido al alto contenido de
vitamina C que esta posee. Investigaciones farmacoldgicas indican que la corteza, fruto
y hojas poseen actividad antibacteriana, hipoglucemiante, anti-inflamatoria, analgésica,
antipirética, espasmolitico y depresor del Sistema Nervioso Central. (8)

Se determino la actividad antibacteriana in-vitro de Psidium guajava contra cepas ATCC
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes,
dicha especie fue recolectada en {a Provincia de “Abancay ", en el Departamento de
Apurimac, a 2377 m.s.n.m. (9), a continuacién mostramos mas antecedentes:

2.1.2.- ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS

NUBILDE MARTINEZ, Las Plantas Medicinales, Boletin de Nutricién Infantil
“CANIA” N°8, VENEZUELA 2003

De esta planta (Psidium guajava L.) se utiliza la corteza del tallo, hojas y frutos, los
cuales contienen un flavenoide, la quercetina, que podria ser el responsable del efecto
anticolinérgico gastrointestinal lo cual le confiere una actividad antidiarreica inespecifica.

Segun el uso popular, es un fruto con alta concentraciéon de potasio y de vitamina C. Su
exceso puede producir dofor de cabeza y sus hojas quitan la diarrea. Tiene efecto
astringente, afrodisiaco, antiespasmddico, emenagogo, antiescorbutico y se recomienda
su uso en caso de diarrea, malestar estomacal, faringitis, impotencia, malestar de la

menstruacion, quemaduras, sudoracién excesiva y varices.



CALIXTO COTOS MARIA ROSARIO; Plantas Medicinales Usadas en Odontologia;
Volumen 3; N° 2; Facultad de Odontologia USMP; Produccion Cientifiéa, Perq
2006

Menciona que las hojas de Psidium guinensis (Guayaba) son utilizadas como
analgésicos dentales en nuestro pais. Previa masticacion de estas mismas.

GUTIERREZ RM, MITCHEL, SOLIS RV.; Psidium guajava: Una revisién de los usos
tradicionales, su fotoquimica y farmacologia; J Ethnopharmacol. 2008 Mexico;
117(1):1-27, Citado en PubMed PMID: 18353572

Un estudio de la literatura muestra que P. guajava es conocido principalmente por sus
propiedades antiespasmédicas y antimicrobianas en el tratamiento de la diarrea y la

disenteria. También se ha utilizado ampliamente como un agente hipoglucemiante.



2.1.3 ANTECEDENTES FITOQUIMICOS

METWALLY AM, OMAR AA, HARRAZ FM, EL SOHAFY SM; Investigacién Fitoquimica y
Actividad Antimicrobiana de Hojas de Psidium guajava; PharmacognMag. 2010
Egipto; 6(23):212-8.; Citado en PubMed PMID: 20931082

Las hojas de Psidium guajava L. fueron sometidas a extraccién, fraccionamiento y
aislamiento de flavonoides, cinco flavonoides fueron aislados los cuales son:
Quercetina, quercetina-3-0O-a-L-arabinofuranosido, _quercetina-3-0-3-D-
arabinopiranosido, quercetina-3-O-B-D-glucosido y quercetina-3-O-B-D-galactosido.
Quercetina-3-O-p-D-arabinopiranosid fue aislado por primera vez de las hojas. Se probd
la actividad antimicrobiana de estos componentes contra cepas de Escherichia coli y

Pseudomona aeruginosa teniendo los siguientes resultados:

GRAFICA N°1.1 Halos de inhibicién de Extractos de Psidium guajava y distintos

Flavonoides aislados de la misma

Drvy extractfisolate Inhibition zone (IZ) in mm
Bacteria

Gram negative i

E. coli P. aeruginosea

" Aq.ext. 16 15
16% ethan. 17 15
* 50% ethan. 17 16
959% ethan. : 17 15
' P.E. 19 —
- Chloroform. 20 —
Et. Ac. 5 —
. But. — —
Quercetin 17 18
) Que.r,ceti‘n.—3~0-a—L—arabinofuranoside 17 —
Quercetin-3-0-§-D-arabinopyranoside 20 —
© Ampicillin (10 ug/disk) 11 -

FUENTE: METWALLY AM et al. 2010



Como vemos la determinacién de la actividad antimicrobiana se realizo con distintas
concentraciones del extracto de Psidium guajava L. y también con los flavonoides
aislados. Se uso el método de pozos excavados realizando pozos de 8mm de diametro;
doce miligramos de cada extracto fue diluido en 1mi de dimetilformamida.

Los resultados muestran que la Quercetina y sus glicosidos tienen fuerte actividad
antibacteriana contra Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa; pero solo la
Quercetina tiene actividad contra ambas cepas bacterianas.

Esto explica el uso tradicional de esta especie vegetal como bactericida, en tos, diarrea
y para aliviar ulceras orales y encias inflamadas.

GRAFICA N°1.2 Estructura quimica de la Quercetina

QUERCETINA: R=0H
FUENTE: METWALLY AM et al. 2010
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P. GHOSH, A. MANDAL, P. CHAKRABORTY, M. G. RASUL, MADHUMITA
CHAKRABORTY, Y A. SAHA.; Triterpenoides de Psidium guajava con actividad
biocida; Indian J Pharm 2010;72(4): 504-507; Citado en PubMed PMID: 21218065

Se presenta aqui, el aislamiento de dos triterpenoides, el acido betulinico y el lupeol del
extracto de hojas de Psidium guajava y sus posibles actividades antimicrobianas y
fitotoxicas. Todas las estructuras de los compuestos aislados fueron confirmados por
espectros (IR, RMN) el andlisis y la comparacion con los informes de 1a literatura.

GRAFICA N°1.3 Estructura quimica del Lupeol y el Acido Betulinico

i

HO

LUPEOL ACIDO BETULINICO
FUENTE: P. GHOSH, A. et al, 2010

MARQUINA V, ARAUJO L, RUIZ J, RODRIGUEZ-MALAVER A, VIT P. “Composicion
quimica y capacidad antioxidante en fruta, pulpa y mermelada de guayaba
(Psidium guajava L.)” Volumen 58; Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Facultad
de Medicina. Universidad de los Andes, VENEZUELA 2008 [acceso 19 diciembre
2011}; Disponible en: http://www.scielo.org.ve/pdf/alan/v58nl/art14.pdf

La guayaba (Psidium guajava L.) es una fruta tropical de gran aceptacién en los
trépicos, donde se consume fresca y procesada. En este trabajo se compar6 la acidez
libre, el pH, el contenido de cenizas, nitrégeno y la humedad, junto con el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante de la piel, el casco y la pulpa de ia fruta
fresca, y de la pulpa procesada y la mermelada de guayaba. El mayor contenido de
polifenoles fue encontrado para la piel de la guayaba (10,36 g/100 g piel) y el menor en
la mermelada (1,47g/ 100g mermelada), expresados en base seca. Se encontré que la
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capacidad antioxidante de la piel fue diez veces superior a la de la pulpa, y la de la
mermelada el doble que la del casco.

2.1.4 ANTECEDENTES DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

ADRIANA M. NEIRA-GONZALEZ, MARTHA B. RAMIREZ-GONZALEZ. Actividad
Antibacteriana de Extractos de dos Especies de Guayaba Frente A Streptococcus

mutans Y Escherichia coli’; Actual Biol. Colombia 2005

Se evalu6 la actividad antimicrobiana de varios extractos de Psidium guajava L y
Psidium guineense Sw contra las bacterias Streptococcus mutans ATCC 31089, aislada
de paciente y Escherichia coli 011-A8. Los resuitados obtenidos indican alta actividad
antimicrobiana de los extractos etanélicos crudos y las fracciones acetato de etilo a una
concentracion de 400 ug/ul.

BIBLIOTECA DIGITAL DE LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA; Atlas de las
Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, MEXICO 2009 [acceso 15 enero
2012]; Disponible en:

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?=3&t=&id=7651

Se ha confirmado la actividad antiespasmédica de extractos acuosos y liposolubles de
las hojas de guayaba en ileon de cobayo, inhibiéndose el peristaltismo. Probada in vivo,
en el ratén, esta planta disminuye de manera significativa el transito intestinal. También
se ha demostrado que un extracto etandlico (al 80%) y la fraccién liposoluble del
extracto metandlico de las hojas administrados por via oral, el primero y por via
intraperitoneal en segundo, ejercen una actividad sedante en ratén. Asi mismo se ha
detectado la actividad antibacteriana in vitro contra Shigella dysenteriae, Escherichia
coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Candida albicans y los
extractos liposoluble y metandlico de las hojas inhiben el crecimiento in vitro a
Plasmodium falciparum.
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DHIMAN A, NANDA A, AHMAD S, NARASIMHAN B.; Actividad antimicrobiana in-vitro del
extracto metandélico de hojas de Psidium guajava; J} PharmBioalliedSci. 2011 India;
3(2):226-9; Citado en PubMed PMID: 21687350

El extracto metandlico mostro actividad antibacteriana contra Escherichia coli a una
concentracion minima inhibitoria de 0,78ug/ml y una concentracién minima bactericida
de 50ug/ml.

PONGSAK RATTANACHAIKUNSOPON AT EL.; Contenido y actividad
antibacteriana de flavonoides extraidos de las hojas de Psidium guajava;
Departamento de Ciencias Biolégicas de la Universidad de UbonRatchathani
Tailandia; JOURNAL DE PLANTAS MEDICINALES, 2010; 393-396

Se aislaron 4 flavonoides con actividad antibacteriana (morin-3-O-lyxoside, morin-3-0O-
arabinoside, quercetin, y quercetin-3-O-arabinoside) de las hojas frescas y secas de
Psidium guajava. Entre ellos el quercetin y el morin-3-O-arabinoside fueron el mas y el
menos abundante respectivamente. Los estudios contra el deterioro y bacterias
patégenas transmitidas por alimentos revelo que poseen un modo de accion
bacteriostatico contra todas las bacterias patégenas en estudio que incluyen a Bacilluss
tearothermophilus, Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enterica, Staphylococcus
aureusy Vibrio cholerae.

2.1.5 ANTECEDENTES TOXICOLOGICOS.

LIC. MARIA JULIA MARTINEZ, LIC. MARISOL LOPEZ, DR. JOSE BETANCOURT
BADELL, DR. HECTOR BARCELO PEREZ, LIC. MARIA ELENA MONTE Y DRA.
ROSAURA REGO “Estudio toxicolégico preclinico de la Psidium guajava L.
(guayaba)” REVISTA CUBANA DE PLANTAS MEDICINALES (2):56-61; CUBA 2001

Este estudio toxicoldgico preclinico se realizé con hojas secas de Psidium guajava L.

A este material vegetal se le efectué un estudio toxicolégico agudo por 2 métodos: 1)
dosis letal media LD50 en ratones suizos (OF1) y 2) toxicologia alternativa (clases
téxicas agudas) en ratas Wistar. También se realizé la evaluacién genotoxica de 2
extractos, uno acuoso y otro hexanico en un sistema in vitro de ensayo de induccion de
segregaciéon somatica a corto plazo en el hongo Aspergillus nidulans, y un ensayo in
vivo de la droga seca en el test de induccion de micronucleos en médula ésea de raton.
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Los resultados toxicolégicos no arrojaron muertes en ninguno de los 2 modelos
experimentales en el rango de dosis empleando hasta 2 000 m?;/kg de peso y los
resultados histolégicos no sugieren danos atribuibles a toxicidad del material vegetal
probado. En el estudio in vitro con Aspergillus nidulans D-30, los resultados demuestran
la ausencia de efecto genotéxico de estos extractos, asi como en el sistema de

induccion de micronucleos en médula 6sea de raton.

DEODELSY BERMUDEZ TOLEDO “Evaluacién de la toxicidad aguda de extractos
de plantas medicinales por un método alternativo”. Revista Electrénica de
Veterinaria volumen VI N°3 Cuba 2007

En este estudio se evaluaron la toxicidad a dosis Unica de seis extractos de plantas
medicinales, entre estos Psidium guajava L. (guayaba) mediante un método alternativo
e internacionalmente validado y aceptado (procedimiento de dosis fijas) en ratas
Sprague Dawley. El grupo tratado recibi6é por via oral una dosis limite de 2000 mg/kg de
masa corporal y el control negativo cloruro de sodio 0,9%. En las condiciones del
ensayo no se produjo mortalidad ni se manifestaron sintomas indicativos de toxicidad en
los animales. Los estudios anatomopatoldgicos macroscéopicos no mostraron ninguna
alteracién en los 6rganos estudiados. La DL50 de los extractos de estudio se encuentra
por encima de 2000 mg/kg de masa corporal, calificandose éstos, segin el Sistema
Global Armonizado, como “No clasificadas” ("No toxicas”).
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2.2 BASES TEORICO CIENTIFICAS:
2.2.1 ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE VEGETAL Psidium guajava.
2.2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase :‘Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden . . Myrtales
Familia : Myrtaceae
Género : Psidium
Especie . Psidium guajava L.
N. vulgar . Sahuinto, guajava

Fuente: Herbario Vargas (CUZ-UNSAAC).

2.2.1.2 SINONIMIAS DE NOMBRES DE ESPECIES CONOCIDAS Y NOMBRES
COMUNES DE LA PLANTA

Guayaba, Araza, Hurapo, Luma, Parcha, Piche, Sahuinto. (10)

Guava, Goyav, Guayabo. (11)
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2.2.1.3. DESCRIPCION BOTANICA

GRAFICO N° 2.1 Psidium guajava L.

Yo

a 5

FUENTE: PROPIA

Forma: Un pequefio arbol de 10 metros de altura, con ramas extendidas; la
guayaba es facil de reconocer por su fina y lisa corteza de color cobrizo, que se
descascara, mostrando la capa de color verde debajo y también por el atractivo
aspecto de su tronco, que con el tiempo puede alcanzar un diametro de 10
pulgadas (25 cm).(12)

Hojas: Las hojas, aromaticos cuando se estrujan, son perennes, opuestas,
pecioladas, ovales u oblongo-elipticas, 7-15 cm de largo, 3-5 cm de ancho, con
visibles venas paralelas y mas o menos suaves en la parte inferior. (12)

Flores: Ligeramente fragantes, de color blanco, crecen solas o en pequerios
grupos en las axilas de las hojas, 2,5 cm de ancho, con 4 o 5 pétalos blancos, y
un mechoén prominente de tal vez 250 estambres blancos con la punta palida,

anteras de color amarillo. { 12)
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¢ Fruto: Esférico, ovoide o piriforme de 3-10 cm de diametro, amarillo con la pulpa
blanca, rosada, o rojiza, algo acida con olor a almizcle. Segun las diversas
variedades, la guayaba puede tener forma redondeada semejante a un limén o
parecida a una pera. Su cascara es cerosa; en algunas variedades de piel lisa,
otras rugosa y de un color, de verde a amarillento segun la especie y su grado
de maduracion. Bajo la cascara se encuentra una primera capa de pulpa,
consistente y firme. La capa interior es mas blanda, jugosa y cremosa
albergando un gran numero de semillas de constitucién lefiosa y dura. La pulpa
puede ser color beige en ocasiones y en otras de color rosado. (13)

2.2.1.4 USOS MEDICINALES:

La planta tiene las siguientes propiedades y acciones: febrifuga, antisecretoria,
antibacteriana, cicatrizante, emenagoga, hipoglicemica, laxante, nutritiva, espasmolitica.
Es utilizada con frecuencia en enfermedades gastrointestinales como diarrea, mediante
la infusibn de las hojas tres veces al dia, también puede tomarse con leche,
bicarbonato, aztcar y hojas de hierba bueha, también la coccion de las hojas se usa
para la disenteria y coélicos. Se recomienda para la caries, hinchazén, escarlatina,
hemorragia vaginal, heridas y deshidratacion. Las hojas estrujadas se usan para curar
heridas, ulceras y masticadas para curar las heridas en la boca; los extractos fenélicos
de hojas y flores han demostrado actividad antibidtica contra Escherichia coli,
salmonella enteriditris, shigella flexneri. La corteza se usa para cicatrizar heridas de la
piel. El té de hojas y/o corteza se usa como un tratamiento efectivo para desordenes
gastrointestinales (disenteria, dispepsia, diarrea, dolores de estdmago), vértigo, nausea
y para regular los periodos menstruales. La raiz, corteza, hojas y frutos verdes son muy
astringentes y se emplean contra disenterias atonicas y también como remedio para la
sarna y la picazén. Raiz: para curar hidropesia. El fruto fresco es laxante y tiene
propiedades hipoglicémicas. (14)

2.2.1.5 METABOLITOS IMPLICADOS EN LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA:
COMPUESTOS FENOLICOS:

Los compuestos fendlicos son probablemente las sustancias con mayor actividad

antimicrobiana presentes en las plantas. (15)
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Los acidos como el acido cafeico, ferulico y p-cumarico, inhiben E. coli, S. aureus y B.
Cereus; otros compuestos fendlicos que han demostrado tener actividad antimicrobiana

son los taninos y el acido tanico. (16)

A) TANINOS:
Conforman un grupo de sustancias fendlicas poliméricas capaces de precipitar gelatina
en solucién, una propiedad conocida como astringente.

Se cree que la actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a su interaccion
sobre las adhesinas, proteinas de la pared celular, y a su capacidad de unirse a
polisacaridos. (17)

B) FLAVONOIDES:

Las plantas superiores sintetizan una ampilia variedad de compuestos fenélicos durante
su crecimiento y desarrollo, entre ellos los flavonoides; estos compuestos intervienen en
los vegetales en la formacion de pigmentos, en la proteccion frente a la radiacion
ultravioleta, en la defensa durante la interaccion planta-patégeno y posiblemente
modificando la accion de distintas hormonas vegetales. (7)

Las hojas de Psidium guajava contienen flavonoides, principalmente derivados de la
Quercetina, los cuales son hidrolizados en el cuerpo para producir Quercetina la cual es
responsable de la actividad espasmolitica de las hojas. Quercetina tienes muchas
acciones farmacolégicas, inhibe el transito intestinal, reduce la permeabilidad capilar en
la cavidad abdominal y posee propiedades antioxidantes dosis dependientes, actividad

antinflamatoria, antiviral y antitumoral. (5)

La Quercetina y sus glicosidos (Flavonoides) tienen fuerte actividad antibacteriana
contra Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa; pero solo la Quercetina tiene
actividad contra ambas cepas bacterianas a una concentraciéon de 12 mg/mil. (5)

Los siguientes flavonoides fueron aislados a partir de hojas de Psidium guajava: morin-
3-O-lixosido, morin-3-O-arabinosido, quercetin-3-0-arabinosido. Se demostré su
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actividad antibacteriana obteniendo concentraciones minimas inhibitorias de 72, 70y 70
ug/mi respectivamente. (18)

2.2.2 INFECCIONES URINARIAS

2.2.2.1 DEFINICION

Es una respuesta inflamatoria del urotelio contra la invasiébn de una bacteria que es
usualmente asociado con bacteriuria o piuria. (19)

En las infecciones agudas suele encontrarse un microorganismo simple, mientras que
en las infecciones crénicas se observan con mayor frecuencia 2 o mas patoégenos. (20)
Las localizaciones mas comunes de las infecciones de las vias urinarias son la vejiga
(cistitis), uretra (uretritis), también se pueden localizar en la préstata (prostatitis) y
afectar a los rifiones (pielonefritis). (21)

La via urinaria, desde los rifiones a la vejiga, es estéril en circunstancias normales, pese
a la gran probabilidad de contaminacién por las bacterias col6nicas a través de la uretra
distal. Entre los mecanismos que mantienen la esterilidad de la via urinaria se
encuentran la acidez de fa orina y el flujo libre, un mecanismo de vaciamiento normal,
esfinteres ureterovesical y uretral intactos y las barreras inmunitaria y mucosa. Las
alteraciones de cualquiera de estos mecanismos y la estasis de la orina son factores

importantes que predisponen a la Infecciones Urinarias. (22)

2.2.2.2 EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGOS

La naturaleza del huésped determina la epidemiologia de una infeccion del tracto

urinario.

Del 1 al 2% de los recién nacidos desarrollan infecciones urinarias, con una relacion
varén: mujer de 5:1. En los varones, las infecciones suelen ser bacteriémicas. Entre los
factores predisponentes estan las malformaciones y las obstrucciones de la via urinaria,
la prematuridad, la sonda permanente y la falta de circuncisién; el 20-40% de los recién
nacidos con infeccién urinaria presentan alteraciones renales importantes. (22)

Tras el periodo neonatal, las infecciones urinarias afectan al 2 a 5% de los nifios
pequenos y al 5% de los que se encuentran en edad escolar. A partir de los 4 afos, la
relacién mujer : varén es >10:1. En las nifas, las infecciones suelen ser ascendentes y

no se asocian a bacteriemia. El notable predominio del sexo femenino es atribuible a la
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menor longitud de la uretra. Otros factores predisponentes en este grupo de edad son
las sondas permanentes, el estrefiimiento, la enfermedad de Hirschsprung y las
anomalias anatomicas de la via urinaria (p. ej., obstrucciones, vejiga neurégena,
duplicaciones ureterales). Otros factores de riesgo son la deficiencia de IgA, la diabetes,
los traumatismos y, en los adolescentes, las relaciones sexuales. Del 5 al 15% de los
nifios en edad escolar con infeccién urinaria tienen anomalias de la via urinaria que
requieren un tratamiento quirargico y del 30 al 40% presentan un reflujo vesicoureteral
que obliga a establecer una profilaxis con antibiéticos. La incidencia de reflujo es
inversamente proporcional a la edad a la que se produce el primer episodio de infeccion
urinaria. (22)

En la mujer la prevalencia de la infecciones del tracto urinario pasa del 1% en la edad
escolar al 5% a la edad de 20 afos, epidemiolégicamente asociado con el inicio de las
relaciones sexuales. El uso de diafragma y espermicidas también se ha relacionado con

una mayor incidencia de infecciones del tracto urinario en la poblacién mencionada.

A partir de los 20 afos la prevalencia de las infecciones del tracto urinario en la mujer va
en aumento, a razén de 1-2% por cada década de vida, de modo que a los 70 afios mas
del 10% de las mujeres tienen bacteriuria asintomatica. En la mujer postmenopausica
existe una mayor predisposicion a la infeccién urinaria, como resultado del incremento
del pH vaginal y la subsecuente alteracion de la flora endégena. (23)

El embarazo es un factor de riesgo independiente para el desarrolio de infecciones
urinarias, con una prevalencia de bacteriuria del 4-10% de las mujeres gestantes. (23)

2.2.2.3 PATOGENIA

Las infecciones del tracto urinario son resultado de la interaccién del uropatégeno y el
hospedador, una infeccidn exitosa del tracto urinario esté determinada en parte por los
factores de virulencia de la bacteria, el tamafio de la inoculacion, y los inadecuados
mecanismos de defensa del hospedador. Se tiene 3 rutas de infeccion las cuales son:

infeccion ascendente, diseminacién hematogena y diseminacion linfatica.
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2.2.2.4 PATOGENOS URINARIOS.

Escherichia coli es por lejos la causa mas comun de infecciones del tracto urinario, lo
que representa el 85% de la adquirida en la comunidad y el 50% de las infecciones
nosocomiales. Otras bacterias gram-negativas Enterobacteriaceae, incluyendo Proteus
y Klebsiella, y grampositivas E. faecalis y S. saprophyticus son responsables por el resto
de la mayoria de las infecciones adquiridas en la comunidad. Las infecciones
nosocomiales son causadas por Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, Pseudomonas aeruginosa, Providencia, E. faecalis y S. epidermidis. (23)

2.2.2.5. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES URINARIAS

El tratamiento varia dependiendo del tipo de infeccion urinaria:

En infecciones del tracto urinario bajo se recomienda un tratamiento empirico con
Sulfametoxazol /Trimetoprim800mg/160mg cada 12 horas por 7 dias, otra eleccién son
las flurogquinolonas de segunda generacion como Ciprofloxacino 500 mg cada 12 horas
por 7 dias, sin embargo esto cambia en casos de infecciones intrahospitalarias donde
influyen muchos factores, como el uso de catéter vesical, higiene de la entidad de salud,
en casos de pielonefritis donde el paciente presente vémitos y nauseas se recurre a
tratamientos por via parenteral con cefalosporinas de tercera generacion, o
fluroroquinolonas de segunda generaciébn o en todo caso ampicilina mas un

aminoglucosido. (3)
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2.2.3 DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS EN ESTUDIO
2.2.3.1 Escherichia coli

GRAFICO N°2.2 Escherichia coli

FUENTE: LERNER, 2003
Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que estad formado por un gran grupo de
heterogéneo de bastoncillos gramnegativos, se presenta como bacilos gruesos, cortos
de extremos redondeados, sueltos en parejas pudiendo ser moéviles e inmdviles y
carecen o no de esporas, colonias circulares convexas y lisas de bordes definidos, cuyo
habitad natural es el tubo intestinal de hombres y animales.(22)

El género Escherichia consiste de cinco especies, de las cuales la mas aislada es la
Escherichia coli. En el tracto gastrointestinal existen gran numero de Escherichia coli, y
estas son las Enterobacteriaceae asociadas mas frecuentemente con sepsis bacteriana,
meningitis neonatal, infecciones del tracto urinario y gastroenteritis en viajeros a paises
con higiene deficiente.

Bacilo gramnegativo habitual del intestino. Pero puede causar enfermedades en
cualquier otra parte del organismo incluyendo su Habitad normali.

Escherichia coli es la causa mas comin de las infecciones urinarias y representa casi el
90% de las infecciones primarias de vias urinarias en mujeres jévenes.

Produce de manera tipica pruebas positivas al indol, descarboxilasa de la lisina y
fermenta la glucosa, lactosa y maltosa producen &cidos, gases y endotoxinas. Se
desarrollan con gran facilidad en el medio de cultivo Mac conkey donde forma colonias
grandes, rosadas, redondeadas con bordes definidos y con un manto caracteristico, El
microorganismo aislado de la orina se puede identificar con rapidez como Escherichia
coli porque produce hemolisis en agar sangre. En agar sangre no existe el manto
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rosado y las colonias son blanquecinas, ligeramente mucosas y presenta un olor
fecaloide.
Escherichia coli puede clasificarse en diferentes grupos segtin su relacién antigénica.
O: Antigeno somatico, termoestable se conocen 148 tipos.
K: Antigeno superficial de cobertura o capsular llamados L, A y B su presencia hace
inaglutinable el antigeno O; se conocen 80 tipos.
H: Antigeno flagelar, por sus propiedades generales se parecen a los de Salmonella y
Proteus, pero son monofasicos se conocen 49 tipos.
La virulencia del microorganismo estd asociada con su capacidad para unirse al lugar
de la infeccion y colonizarlo, con las subsiguientes alteraciones en el huésped causadas
normaimente por la produccion de toxinas. La virulencia est& promovida por agresinas
que interfieren con la defensa del huésped. Los factores de virulencia de Escherichia
coli son esencialmente complejos, pueden variar con el lugar y la naturaleza de la
infeccién.
Dentro de las determinantes relacionadas directamente con la virulencia se conocen:
a) Adhesinas: antigenos K de las fimbrias y adhesinas superficiales no fimbricas.
b) Toxinas: enterotoxianas termoestable y enterotoxinas termolabiles.
c) Agresinas: antigenos capsulares, factores séricos de resistencias.
Ademas de estos existen varios asociados con la capacidad agresiva del
microorganismo, por la produccién de hemolisina.
La adherencia de la Escherichia coli a las células epiteliales esta mediada por una o
varias adhesinas, en su mayoria de naturaleza fimbrial, actian con los receptores
especificos en las células huésped que determina su susceptibilidad a la colonizacion,
por ejemplo, la adherencia de la Escherichia coli a los fagocitos esta mediada por las

adhesinas de pared celular. (26)
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2.2.3.2. Pseudomona aeruginosa

GRAFICO N°2.3 Pseudomona aeruginosa

e

FUENTE: LERNER, 2003
Son organismos que se encuentran en el suelo, la materia organica en descomposicion
de la vegetacién y el agua, es saprofito de la piel y del aparato digestivo, no obstante
también se encuentra dentro del medio ambiente hospitalario en reservorios hiimedos
como alimentos , flores cortadas, sumidero, bayetas del suelo, equipo de terapia
respiratoria e incluso soluciones desinfectadas.

La amplia distribucion ambiental de Pseudomona aeruginosa esta favorecida por sus
requerimientos simples para el crecimiento. Estos gérmenes pueden usar mas de 30
sustancias organicas como fuente de carbono y nitrogeno y algunas cepas son incluso
capaces de crecer en el agua destilada, mediante el empleo de nutrientes vestigiales.

La Pseudomona aeruginosa crece bien en temperaturas que oscilan entre los 37 a
42°C; su crecimiento a temperaturas de 42°C ayuda a distinguirlo de otras especies de
Pseudomonas; en el cultivo puede producir muchos tipos de colonias, y da la impresion
de un cultivo de especies mixtas. (26)

Pseudomona aeruginosa, posee también un ndmero de factores estructurales y toxinas
gue aumentan la virulencia potencial del germen y lo hacen mas resistentes a la
mayoria de los antibiéticos empleados de modo habitual. (27)

Pseudomonas aeruginosas de tipos diferentes de colonias puede tener también
actividades bioquimicas y enzimaticas distintas y distintos patrones de sensibilidad a los
agentes antimicrobianos, Pseudomona aeruginosa es patégena solo cuando se

infroduce en zonas desprovistas de defensas normales, por ejemplo, cuando se alteran
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mucosas y piel por lesion tisular directa, cuando se aplican catéteres intravenosos o
urinarios o cuando hay neutropenia, como en el caso de la terapia del cancer... En
estado fresco adopta la forma de bastoncillo rectilineo a veces encorvado de 3um de
longitud, mévil por la presencia de un cilio polar (nico; son aerobios estrictos oxidasa
positiva. Poseen una accién bacteriostatica e incluso bactericida sobre otras especies y
la propiedad de producir la lisis de su propia especie. (26)

Casi todas las especies de Pseudomona aeruginosa producen piocianina, un pigmento
de finazina hidrosoluble azul no fluorescente, solubles en cloroformo. Es la Unica
especie de Pseudomona o bacilo gram negativo conocido que excreta piocianina. Las
cepas que producen piocianina y pioverdurinas amarilientas imparten a menudo un color
verdoso a los medios de cultivo. (28)

Las sustancias extra celulares incluyen dos hemolisinas una de las cuales es una
fosfolipasa y el otro un glucolipido no tiene actividad letal pero en la neumonia puede
destruir el tejido pulmonar causando destruccion total de los eritrocitos ademas
Pseudomona aeruginosa produce por [o menos dos tipos de proteasas que pueden ser
responsables de las lesiones cutaneas hemorragicas en algunas infecciones. A una de
ellas se le llama endotoxina A, esta es una enzima producida por bacterias que tienen
mayor mortalidad, esta formada por una fracciéon A y otra fraccién B, esta Gitima se fija
en las células receptoras y la fraccibn A como proenzima se activa e inhibe la sintesis
de proteinas por inactivacion del factor de elongacion.

El principal 6rgano blanco de esta toxina es el higado. Se ha identificado otra exotoxina
S que cataliza la transferencia de ADP- Ribosa del Dinucleotido de Nicotinamida
Adenina (NAD) a cierto nimero de proteinas diferentes de las células eucariotas, se
sabe que inhibe la sintesis proteica pero el mecanismo aun no esta bien aclarado. (21},
(29).

2.2.4 CRECIMIENTO BACTERIANO

Crecimiento bacteriano es el incremento ordenado en todos los componentes de un
microorganismo. Por lo tanto, el aumento de tamafo que resulta cuando una célula
capta agua o deposita lipidos o polisacaridos, no es un crecimiento verdadero. La
muitiplicacién celular es una consecuencia del crecimiento; en microorganismos
unicelulares, la multiplicacién conduce a un aumento en el nimero de individuos dando

lugar a una poblacién o cultivo. (26)
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Una poblacién de bacterias en un medio liquido se denomina como una cultura (25)

Los cultivos en crecimiento equilibrado mantienen una composiciéon quimica constante.
La medida de cualquier componente basta para determinar la velocidad de crecimiento.
Un cultivo en crecimiento equilibrado imita una reaccién quimica autocatalitica de primer
orden.

El crecimiento explosivo de las bacterias no puede continuar para siempre en las
condiciones de cierre de un frasco de medio de crecimiento. Los nutrientes empiezan a
agotarse, la cantidad de oxigeno se reduce, los cambios de pH, y productos de
desechos toxicos de la actividad metabdlica comienzan a acumularse. El numero de
bacterias que crecen y se dividen es igualado por el nimero de bacterias que se estan
muriendo. Por dltimo, las condiciones en la cultura siguen deteriorandose, la proporcion
de la poblacion que se muere se convierte en dominante. (25)

Las pruebas de sensibilidad de las bacterias a los antibiéticos se realizan debido a que
las bacterias a veces pueden adaptarse a los antibiéticos que se utilizan contra ellos.
Adaptacion, que puede implicar cambios estructurales o la producciéon de enzimas que
hacen que el antibiotico sea inutil. Por otra parte, una especie bacteriana suele mostrar
un espectro de susceptibilidad a los antibidticos, algunos antibiéticos, son muy efectivos
y otros totalmente ineficaces; para otra especie bacteriana, el patrén de los antibioticos,
la sensibilidad y la resistencia sera diferente. Por lo tanto, para el diagnéstico de una
infeccién y para las decisiones clinicas en relacién con el mejor tratamiento, las pruebas
de la respuesta de un organismo a los antibiéticos son esenciales. Un método estandar
de pruebas de resistencia a los antibiéticos implica el crecimiento de las bacterias en la
presencia de varias concentraciones de los antibiéticos de interés. Normalmente, esta
prueba se realiza en un plato de plastico especialmente disefiado que se pueden
rellenar de agar (una placa de Petri). La contaminacién del agar, que echaria a perder
los resultados, esta garantizada por la esterilidad vde la placa y la tapa que se ajusta
sobre el agar. Una placa es lo suficientemente grande para albergar a seis discos de
sensibilidad.

Cada disco se ha empapado en una concentracién conocida y diferente de la misma o
de diferentes antibidticos. Como el crecimiento de las bacterias se produce, los
antibiéticos difunden de cada disco en al agar. Si la concentraciéon del antibiotico es
letal, no hay crecimiento de la bacteria. Por tltimo, la difusion de los antibidticos estara
por debajo de la concentracion letal, de modo que el crecimiento de bacterias puede
ocurrir. (25)
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2.2.41. CURVA DE CRECIMIENTO

El crecimiento de la poblacion es estudiado analizando la curva de crecimiento de un
cultivo microbiano, cuando microorganismos son cultivados en un medio liquido elios
normalmente crecen en un sistema cerrado ya que no se administra cultivo fresco
durante la incubacioén, la concentracion de nutrientes disminuye y la concentracion de
desechos aumenta, el crecimiento de microorganismos que se reproducen por fision
binaria puede ser interpretado como el logaritmo del numero viable de células versus el
tiempo de incubacién, la curva obtenida tiene 4 fases importantes.(30)

Si se inocula un medio liquido con células microbianas, tomadas de un cultivo que
previamente ha crecido hasta la saturacién, en el cual periédicamente se ha
determinado el numero de células viables, por mililitro, y trazado una grafica de él, por lo
general se obtiene una curva como la siguiente.(26)

GRAFICO N°2.4Curva de Crecimiento
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FASES DE LA CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO:

Fase de latencia o de retraso: representa un periodo durante el cual las células
empobrecidas en metabolitos y enzimas como resultado de las condiciones
desfavorables producidas al final del cultivo previo, se adaptan a su nuevo
ambiente. Se forman enzimas y metabolitos intermedios que se acumulan hasta
alcanzar concentraciones que permiten que el crecimiento se reinicie. (26)
Cuando se inocula una poblacién microbiana en un medio fresco, el crecimiento
no comienza inmediatamente sino solo tras un periodo de tiempo que constituye
la fase de latencia, la cual puede ser breve o larga dependiendo de ia
procedencia del cultivo y de las condiciones de crecimiento. La fase de latencia
tambien ocurre cuando se transfiere una poblacién de un medio rico a otro mas
pobre. (29)

Fase exponencial: las células se encuentran en una fase sostenida. Se sintetiza
nuevo material celular a velocidad constante, pero este es en éi catalitico y la
masa aumenta en forma exponencial. Esto continia hasta que sucede una de
dos cosas, uno o mas de los nutrientes del medio se agoten, o que acumulen
productos toxicos e inhiban el crecimiento. (26)

Las células en crecimiento exponencial estan en el estado fisiolégico mas sano.
Las velocidades de crecimiento son muy variables. Las velocidades de
crecimiento estan influenciadas por las condiciones ambientales (temperatura,
medio de cultivo, etc.), asi como por las caracteristicas genéticas del organismo,
por lo general los organismos procariotas crecen mas rapido que los eucariotas y
los eucariotas de menor tamario lo hacen mas rapido que los de mayor tamafio.
(31)

Fase estacionaria: En sistema de cultivo cerrado o monofasico, el crecimiento
exponencial no se puede prolongar de manera indefinida, en esta fase no hay
incremento ni descenso neto en el nimero de células. Aunque no suele haber
crecimiento en la fase estacionaria muchas de las funciones celulares contintian,
como el metabolismo energético y algunos procesos biosintéticos. (29)
Finalmente, el agotamiento de los nutrientes o la acumulacién de productos
téxicos hacen que el crecimiento cese por completo. Sin embargo en la fase
estacionaria, hay una perdida lenta de células por muerte, lo cual es
compensado exactamente por la formacién de nuevas célula, atreves de
crecimiento y division. Cuando este fenémeno se presenta, el ntimero total de
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las células aumenta lentamente, aunque la cuenta de células viables permanece
constante. (26)

Fase de declinacién o de muerte: Después de un tiempo en fase estacionaria,
que varia con el microorganismo y las condiciones de cultivo, la velocidad de
mortalidad aumenta hasta alcanzar un nivel sostenido, frecuentemente después
de que la mayoria de las células han muerto, la velocidad de mortalidad
disminuye en forma drastica, de tal manera que un pequefio numero de
sobrevivientes pueden persistir por meses o aun afios. En algunos casos esta
persistencia puede indicar recambio celular, creciendo unas cuantas células a
expensas de los nutrimentos liberados por las células que se mueren y se lisan.
(26), (29)

2.2.4.2. EL CEPARIO
Los procesos de validacion son los procesos que se requieren para asegurar que los

parametros de funcionamiento de los test, tanto comerciales como los de uso

domésticos, son los esperados y las pruebas pueden ser utilizadas como medio de

diagnostico en el laboratorio. La mayoria de los procedimientos en microbiologia clinica,

dependen de que los microorganismos viables en el cultivo sean capaces de mantener

sus caracteristicas morfolégica, fisiolégicas y que sean tipicas y reproducible. Para

ayudar en este control, las cepas estandar de control son componente esencial de un

proceso de validacion.

Existen varias colecciones de cepas utilizables para el control de calidad. Algunos

ejemplos son:

ATCC: American Type Culture Collection - Rockville, USA.

NCIC: National Collection of Industrial Bacterial-survey, Inglaterra.

JFCC: Japanese Federation of Culture Collection of Microorganism Japon.
CCTM: Collection National - lille, Francia.

RIA: USSR Research Institute for Antibiotics — Moscu, Rusia.

NCBI: Coleccién Nacional Industrial — Aberdee, Escosia.

DCM: Deutsche Sammiung Von Mikroorganismen — Guttinger, Alemania.

Es asi por ejemplo. La Escherichia coli ATCC 25922 es igual a la DSM 1103 y a la NCIB
12210, que son los organismos que van ser utilizados en el control de equipos o

sistemas de identificacion. Generalmente se utilizan de referencia como las ATCC, es
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necesaria una historia del organismo que incluye nombre, area de aislamiento,
reacciones bioquimicas y patrén de sensibilidad a antibiéticos, forma de almacenaje,
fecha del dltimo trasplante, etc.
En todo caso las cepas de referencia deben tener requisitos especificos:

e Caracteristicas tipicas.

s Caracteristicas estables.

¢ Reproducibilidad.

CEPAS ATCC:

Las cepas ATCC (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION), constituyen Ila
colecciéon mas grande e importante del mundo estas cepas bacterianas pueden ser
utilizadas como control en una gran variedad de utilidades, lo cual nos permite conocer
el grado de confiabilidad de los productos comerciales o elaborados en el laboratorio.

MANTENIMIENTO DEL CEPARIO

Se debe tener especial cuidado en el mantenimiento del cepario ya que el mismo
constituye una ayuda importante en la validacion de equipos, materiales reactivos y
habilidad del personal. Debe existir un plan metédico de transplante de cepas, archivo
de cada uno de los cultivos, caracteristicas bioquimicas, sensibilidad a los antibidticos,
origen de la cepa, método de identificacion, fecha de siembra y de préximo transplante,
etc. (27)

2.2.4.3 CUANTIFICACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Para seguir el crecimiento microbiano es necesario realizar mediciones cuantitativas; de
modo que para determinar la velocidad de crecimiento puede utilizarse la medicion de
cualquier propiedad de la biomasa. Por comodidad son habitualmente la masa celular o

el niumero de células.

a) MEDIDAS DIRECTAS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO: Recuento de
células viables.
E!l recuento de células viables es el método mas sensible para la determinacién
del nimero de bacterias ya que permite detectar incluso una sola célula viva
viable en suspension. Una célula viable se define como aquella célula que es

capaz de dividirse y dar lugar a una descendencia, y el método usual para
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Siefnbra por.
exiension

determinar el nimero de células viables se basa en contar el nimero de células
de las muestras que es capaz de formar colonias sobre un medio solido
adecuado... En este procedimiento se supone que cada célula puede formar una
colonia.

Hay dos maneras de realizar un recuento en placa para viables, el método de
extension en placa y el método de vertido en placa.

GRAFICO N°2.5 Métodos para el Crecimiento Bacteriano en Placas
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FUENTE: MADIGAN, 2003
Para la siembra por extension se debe utilizar muestras diluidas que no suele ser
superior a 0.1 ml. Mientras que en la siembra por vertido se pipetea un volumen
conocido (normalmente entre 0.1-1.0 ml), para este cultivo el microorganismo
debe ser capaz de resistir temperaturas de 45°C. (29)

MEDIDAS INDIRECTAS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO: Turbidez.

Un método muy rapido y util de obtener estimaciones del numero de células son
las medidas de turbidez. Una suspensién celular aparece turbia a la vista porque
las células dispersan la luz que atraviesa la suspension. Mientras mas células
estén presentes mayor sera la luz dispersada, y por tanto, mayor la turbidez.

La turbidez puede medirse con aparatos como el fotbmetro o espectrofotometro,
que hace pasar la luz atreves de las suspensiones celulares y detectan la
cantidad de luz emergente no dispersada.
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En el caso de organismos unicelulares, las unidades fotométrica o de densidad
optica son proporcionales (dentro de ciertos limites) al nimero de células, por
consiguiente las lecturas de turbidez pueden utilizarse como un sustituto de los
métodos directos. (29) La turbiedad del cultivo medida por métodos
fotoeléctricos; puede vincularse con la cifra viable en forma de curva estandar. A
veces es posible efectuar una estimacion visual aproximada: la suspension
apenas turbia de Escherichia coli contiene cerca de 10" células por mitilitro y la
suspension bastante turbia contiene 108 células por mililitro. (26)

GRAFICO N°2.6Medida en el Espectrofotometro para la Determinacién de la
Curva de Crecimiento
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2.2.4.4. MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La actividad antibacteriana se mide por la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria del antimicrobiano necesario para inhibir el crecimiento de una bacteria en
prueba.

Uno de los métodos para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI),
es utilizando las pruebas de sensibilidad, el cual servird para orientar un mejor
tratamiento con respecto a los antibidticos para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana existen diferentes procedimientos siendo las mas utilizadas:

METODO TURBIMETRICO

Consiste en tener diluciones dobles y progresivas de un antibiético (1,2,4,8,16,...... etc.)
pg/ml, al cultivar una suspension bacteriana sobre estos medios, en un momento se
presentara una turbidez en aquellos medios en los cuales el antimicrobiano se
encuentra en una concentracion insuficiente para inhibir el crecimiento, mientras que en
los otros medios de cultivo donde el antimicrobiano se encuentra en mayor
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concentracion no se presenta ninguna turbidez lo que indica que la bacteria no se ha
desarrollado.

La dilucién menor del antimicrobiano, en la cual no hay crecimiento bacteriano
constituye el pardmetro mas importante, ya que es este el indice de la cantidad minima
del antimicrobiano que impide el crecimiento bacteriano (que se indica por la ausencia
de la turbidez visible).

Los instrumentos sensibles como un espectrofotébmetro o un colorimetro pueden servir
en turbimetria que permite que mida la densidad del cultivo a medida que crece. La
turbidez se expresa en unidades de absorbancia. Para los organismos unicelulares, la
absorbancia es proporcional a la cantidad de células. (32)

METODO DE KIRBY-BAUER

Es uno de los métodos que el National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los
antibioticos.

Mediante este sistema se probara la accién de un antimicrobiano o més a partir de una
siembra en superficie sobre un medio sélido (Agar MullerHinton) que contiene una
suspensién bacteriana, depositando a continuacion sobre ella discos de papel filtro
impregnado con los antimicrobianos a diferentes concentraciones. (32)

2.2.5 DEFINICION DE RESISTENCIA BACTERIANA

Una cepa bacteriana se considera resistente cuando no es posible detener su desarrolio
utilizando la concentracién maxima de antibidtico tolerada por el huésped. Existen varios
mecanismos responsables de esa resistencia. Dicha resistencia incluye la produccién
de enzimas que modifiquen o destruyan la estructura quimica del antibidtico; la
alteracion de las proteinas receptoras de antibiéticos; la alteracion de la permeabilidad
de la pared celuiar microbiana frente a la penetracion del antibiético y el cambio en la
rapidez con que el antibiético se elimina hacia el exterior de las células bacterianas. (33)
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2.2.6 RESISTENCIA A LOS FARMACOS ANTIMICROBIANOS
Los microorganismos poseen muchos mecanismos diferentes para desarrollar [a
resistencia a los farmacos:

1.- Producen enzimas que destruyen al farmaco activo. Ejemplo: los
estafilococos resistentes a la penicilina G producen una b-lactamasa que destruye el
farmaco. Los bacilos gramnegativos producen otras b-lactamasas. Las bacterias gram
negativas resistentes a los aminoglucésidos producen enzimas adenilantes, fosforilantes
y acetilantes que destruyen el farmaco.

2.- Cambien su permeabilidad al farmaco. Ejemplos: las tetraciclinas se
acumulan en las bacterias susceptibles, pero no en las bacterias resistentes. La
resistencia a la polimixina también se vincula con un cambio en la permeabilidad al
farmaco. Los estreptococos poseen una barrera natural de permeabilidad a los
aminoglucésidos, que puede superarse parcialmente al administrar simultaneamente un
farmaco activo contra la pared celular, La resistencia a la Amikacina y a otros
aminoglucosidos a veces depende de la ausencia de permeabilidad a estos farmacos:
aparentemente por un cambio en la membrana interna que reduce el transporte activo al
interior de la célula.

3.- Alteran estructuralmente el blanco del farmaco. Ejemplo: los microorganismos
resistentes a la Eritromicina muestran alteracion del receptor sobre la subunidad 50S del
ribosoma. La resistencia a algunas penicilinas y cefalosporinas puede ser funcién de la
pérdida o alteracién de las proteinas que se unen a penicilinas que se encuentran en la
pared celular.

4.- Desarrollan una via metabdlica diferente que pasa por alto la reaccién
inhibida por el farmaco. Ejemplo: algunas bacterias resistentes a la sulfonamida no
requieren PABA extracelular y al igual que las células de mamifero pueden usar acido
félico preformado.

5.- Desarrollan un enzima diferente que todavia puede ejecutar su funcion
metaboélica pero es mucho menos afectada por el farmaco. Ejemplo: en bacterias
resistentes al Trimetoprim, la acido dihidrofolico reductasa se inhibe con mucha menor

eficiencia que en bacterias susceptibles al Trimetoprim. (26)
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2.2.7 DESCRIPCION DEL ANTIBIOTICO USADO COMO PATRON COMPARATIVO
EN EL PRESENTE ESTUDIO (AMIKACINA).

1. PROPIEDADES QUIMICAS

La Amikacina es un antibi6tico, perteneciente g la familia de los aminoglucésidos es un
derivado semisintético de la kanamicina, los aminoglucésidos estan constituidos por un
nucleo de hexosa denominado aminociclitol al que se unen dos 0 mas aminoazucares
mediante enlaces glucosidicos. El nucleo hexosa presente en la Amikacina es la 2-
desoxiestreptamicina, que también se encuentra en la Gentamicina, Kanamicina y
tobramicina, mientras que solo para la estreptomicina el ndcleo hexosa es la
estreptidina.

Quimicamente la familia de los aminoglucésidos se diferencia por los aminoazucares
unidos al aminociclitol, ademas los aminogliucésidos son policationes que poseen
radicales amino e hidroxilo, importantes para la actividad antibacteriana y que, ademéas
constituyen el sitio de inactivacion por las enzimas bacterianas. (34)

GRAFICO N°2.7Estructura de los Aminoglucésidos(31)
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2. MECANISMO DE ACCION.

Los aminoglucésidos son antibidticos bactericidas que actian uniéndose en forma
irreversible a la sub unidad 30-S del ribosoma con lo cual inhibe la sintesis proteica de
bacterias. El complejo de iniciaciéon se puede formar, pero después no pasa a etapas
ulteriores y la sintesis proteica se interrumpe (son bactericidas y activos incluso sobre
bacterias en fase estacionaria).

Otro efecto de los aminoglucésidos es la capacidad de inducir a lecturas equivocadas
del modelo del ARN mensajero. El resultado es una disminucién en la tasa de sintesis
de proteina y produccién de proteinas defectuosas. Este efecto es variable entre los
aminoglucésidos. Asi la amikacina, tobramicina y gentamicina producen mas falsas
lecturas que la estreptomicina.

El mecanismo por el cual los aminoglucosidos alcanzan su sitio de accién es un

proceso de transporte activo que incluye varios pasos:

a) INTERACCION IONICA:

Los aminoglucésidos (que poseen carga positiva), se ligan electrostaticamente a los
residuos de carga negativa presente en lo lipopolisacéaridos en las cabezas de los
fosfolipidos y en las proteinas anionicas presentes en Ia membrana externa de las
bacterias gram negativas. Desplazan competitivamente de la pared celular al magnesio
y al calcio que normalmente se ligan a los lipopolisacaridos adyacentes. El resultado
es un re-arreglo molecular con la consecuente modificacién de la membrana externa,
formacion de agujeros temporales en la pared celular y la alteracidon en la
permeabilidad.

b) INGRESO DEL AMINOGLUCOSIDO:

El aminoglucésido ingresa al citoplasma, esto se realiza en dos fases;

e Fase 1 dependiente de energia: proceso inicial, lento, que consume 02 y
representa el paso limitante del mecanismo de accién pues puede ser inhibido
por la anaerobiosis, reduccién del pH hiperosmolar y por cationes divalentes (Ca
y Mg)

¢ Fase 2 independiente de energia: proceso consecutivo durante el cual se
acelera el ingreso del aminoglucésido al citoplasma bacteriano. Esta fase estaria
condicionada por el deterioro que experimenta la membrana citoplasmatica de la
bacteria debido al efecto inicial del aminoglucésido sobre la sintesis
proteica.(33), (34)
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3. FARMACOCINETICA:
» VIA DE ADMINISTRACION:
Al ser moléculas policationicas altamente polares (no liposolubles) los
aminoglucosidos se absorben muy poco por el tracto gastointestinal (menos
del 1% de una dosis oral). Para alcanzar niveles terapéuticos debe

administrarse por via parenteral, intramuscular o endovenoso.

> ABSORCION Y DISTRIBUCION:
Los aminoglucésidos se absorben con rapidez después de una inyeccion
intramuscular. Las concentraciones maximas se alcanzan después de 30
a 90 minutos.
Por via endovenosa se logran niveles séricos maximos después de 30
minutos de completar una infusién intravenosa.
Los aminoglucodsidos circulan unidos a las albuminas en una proporcién
despreciable. Por su naturaleza polar cruzan pobremente las barreras
biol6gicas; alcanzando bajas concentraciones a nivel intracelular, en el
sistema nervioso central y en el ojo. En cambio se distribuyen bien en los
liquidos extracelulares excepto en el liquido cefalorraquideo donde la
penetracion es escasa, aun con meninges inflamadas.
La distribucién tisular es pobre con excepcién del rifién (corteza renal) y
en el oido. Solo se encuentran niveles elevados en |a corteza renal y en
la endolinfa y perilinfa del oido interno, lo cual puede explicar su gran
potencial de nefrotoxicidad y ototoxicidad.

» METABOLISMO Y EXCRECION:
No se metabolizan en el organismo y en presencia de funcién renal
normal, tienen un tiempo de vida promedio de 2 horas.
La eliminacion de los aminoglucésidos es casi por completo mediante
filtracion glomerular y se alcanzan concentraciones de 50 a 200 ug/ml en
la orina, (80%-90%) de la dosis administrada. (33), (34)
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4. MECANISMOS DE RESISTENCIA:

Se han establecido tres mecanismos principales:

1) Produccién de una o varias enzimas tranferasas que inactivan al aminoglucésido
por adenilacion, acetilacion y fosforilacién. Este es el tipo principal de resistencia
que se encuentra en la clinica

2) Alteraciéon de la entrada del aminoglucésido a la célula, lo que pudiese ser
genotipico por ejemplo: resultante de mutacion o deleccion del gen de una
porina o las proteinas vinculadas en el transporte y mantenimiento del gradiente
electroquimico; o fenotipico por ejemplo: resultante de condiciones de
proliferacion bajo las cuales el proceso dependiente de oxigeno (por el cual el
farmaco se transporta en forma activa a través de la membrana hasta el
citoplasma) no es funcional.

3) Se puede alterar o eliminar la proteina del receptor en la subunidad ribosémica

30Scomo resultado de una mutacién.(55)

5. INDICACIONES TERAPEUTICAS:

Resistente a muchas enzimas que inactivan a la gentamicina y tobramicina y, por
tanto, que se puede usar contra algunos microorganismos resistentes a esos
farmacos; muchas bacterias intestinales gram negativas, incluidas cepas multiples
de Proteus, Pseudomona, Enterobacter y Serratia son inhibidas por la Amikacina a
razén de 1 a 20 ug/mi (55)

Los aminoglucosidos mantienen su vigencia para tratar infecciones por bacilos
aerobios gram negativos, muchos estafilococos y ciertas micobacterias, en especial
las adquiridas en el ambiente hospitalario.

Con frecuencia estos antibiéticos se usan en combinacién con una penicilina o
cefalosporina para infecciones graves causadas por gram negativos, en especial
Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella, Serratia.

e |TU. Son muy datiles como monoterapia en estos casos, aun contra
gérmenes multiresistentes, pues la orina es el unico liquido corporal en el
gue los aminoglucésidos alcanzan niveles mayores que los séricos. No son
utiles en infecciones prostaticas.

e Endocarditis bacteriana. Suelen utilizarse flos aminoglucésidos en
combinacién con penicilinas para aprovechar su efecto sinérgico.
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¢ Infecciones intraabdominaleé y pélvicas. Los aminoglucosidos son muy
efectivos para fratar infecciones mixtas intraabdominales y pélvicas, pues
penetran adecuadamente el peritoneo.

¢ Infecciones dseas y articulares. Son eficaces en estos casos aungue en un
tiempo prolongado.

e Infecciones respiratorias. Son poco Uutiles en estos casos, debido quizas al
bajo pH de las secreciones bronquiales y a la poca concentracidn que
alcanza el antibiético a ese nivel. (31), (34)

6. REACCIONES ADVERSAS:

Todos los aminoglucosidos tienen la capacidad de producir la toxicidad reversible e
irreversible de tipo vestibular, coclear y renal; estos efectos adversos complican el
empleo de tales compuestos y dificultan su administracion precisa.

Todos los aminoglucdsidos son capaces de afectar las funciones coclear y
vestibular, la estreptomicina y gentamicina originan efectos vestibulares en tanto la
kanamicina afecta la funcion del nervio auditivo. (31)
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2.2.8 TOXICIDAD

2.2.8.1 DEFINICION:

Se denomina toxicidad a la actividad nociva concreta y especifica vinculada a la
estructura quimica de una sustancia exégena al organismo (xenobiotico) por su
interacciéon con moléculas enddgenas (receptor). Precisamente, esta actividad biologica
es la que permite juzgar acerca de la capacidad que posee una sustancia para poder
actuar como nociva para un organismo vivo bajo unas determinadas condiciones. (35)
También se define no como un evento molecular Gnico, sino mas bien como una
cascada de eventos que se inician con la exposicion, procesos de distribuciéon y
metabolismo, y terminando con las interacciones con macromoléculas celulares (por lo
general ADN o proteinas), con la expresion de un punto final toxico. (36)

El veneno es un concepto cuantitativo, casi cualquier sustancia dafiina en alguna dosis
pero, al mismo tiempo, quede sin efecto nocivo en alguna dosis mas baja. Entre
estos dos limites hay una gama de posibles efectos, de sutil crénica a largo plazo
toxicidad para la letalidad inmediata. El cloruro de vinilo puede ser tomado como un
ejemplo. Se trata de un hepatotéxico potente en dosis altas, un carcinégeno con un
periodo de latencia mas bajos, y sin aparente efecto a dosis muy bajas. (36)

2.2.8.2 CLASIFICACION DE ESTUDIOS DE TOXICIDAD:
A) TOXICIDAD AGUDA:

l.a toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis Unica y muy
elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal
y la toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50 (DL50), que viene a representar
mas 0 menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de los animales.
La observacion de los animales se lleva a cabo después de la administracion de la
sustancia y dura hasta 14 dias, después de los cuales los animales son sacrificados y
autopsiados. En general, el test se realiza con 5 grupos de 10 animales de cada sexo,
aunque existen algunos métodos abreviados que intentan reducir el numero de
animales a sacrificar. La determinacién de la DL50 se suele llevar a cabo en rata y raton
por al menos dos vias de administracién entre las cinco posibles (i.v., i.m. ip. s.c. y oral).
En el perro y otros animales de tamafo parecido, el punto final del estudio no suele ser
la muerte del animal, sino la determinacién de la dosis que produce unos severos
efectos adversos. (37)
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B) TOXICIDAD SUBAGUDA:

En estos test, la administracion del farmaco se lleva a cabo diariamente durante
periodos que oscilan entre 15 dias y 4 semanas. Las principales Administraciones
Sanitarias requieren, antes de autorizar la administracion de una dosis unica de la
sustancia al ser humano, que se hayan realizado estudios de toxicidad subaguda en dos
especies animales, una de las cuales debera ser no roedora. En ambas especies, se
suelen utilizar entre 4 y 5 dosis de sustancia. (38)

Durante el estudio se controlan diariamente un buen nimero de paradmetros y al final fos
animales son sacrificados y autopsiados. La autopsia consiste en el examen
macroscoépico de las visceras y tejidos y en la toma de especimenes para su examen
anatomopatologico. Esta prueba tiene la intencién de investigar los efectos de una
variedad muy amplia de potenciales objetivos de toxicidad. Proporciona informacién
sobre los riesgos de salud que puede provocar una exposicién continuada durante un
periodo relativamente limitado de tiempo. (37)

B.1 PROTOCOLO ESTANDAR DE 28 DIAS:
El protocolo completo se detalla en el Anexo N°1.

PRINCIPIOS DEL TEST

La substancia en estudio es oraimente administrada diariamente en dosis graduadas a
muchos grupos de animales de experimentacion, un nivel de dosis por grupo por un
periodo de 28 dias. Durante el periodo de la administracién el animal es observado de
cerca cada dia por signos de toxicidad. Al concluir el test los animales sobrevivientes
son sacrificados y sometidos a una autopsia, Un estudio de 28 dias proporciona
informacién sobre los efectos de la exposicion oral repetida y puede indicar la necesidad
demas estudiosa largo 'plazo. También puede proporcionar informacion
sobre la seleccion de las concentraciones para los estudios a largo plazo. (39)

ADMINISTRACION DE DOSIS

Los animales son administrados con la dosis de ensayo diariamente, los 7 dias de la
semana por un periodo de 28 dias. Cuando la sustancia se administra por sonda, esto
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debe realizarse en una sola dosis a los animales con una sonda gastrica 0 una canula
de intubacién adecuada. (39)

OBSERVACIONES

» PESO: los animales deben ser pesados al menos una vez por semana. (39)

o HEMATOLOGIA: Los examenes hematologicos siguientes deben practicarse ai final del
periodo de ensayo: hematocrito, hemoglobina, recuento de eritrocitos, totales y recuento
de leucocitos y férmuia leucocitaria. (39)

o BIOQUIMICA CLINICA: Determinaciones bioquimicas para investigar efectos tdxicos
importantes en fos tejidos y, en concreto, los efectos sobre los rifiones y el higado, se
debe realizar con muestras sanguineas obtenidas de todos los animales justo antes o
como parte del procedimiento del sacrificio de los animales (aparte de los moribundos y /
o sacrificados antes de la terminacién del estudio) Las investigaciones de plasma o
suero se incluyen urea, creatinina, proteinas totales y albiGmina, por lo menos dos
enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares. (39)

o HISTOPATOLOGICO: Un examen histopatolégico completo debe llevarse a cabo en los
drganos vy tejidos conservados de todos los animales def grupo control y altas dosis.
Todas las lesiones deben de ser examinadas. (39)

C) ESTUDIOS DE TOXICIDAD SUBCRONICA Y CRONICA

Basicamente, estos estudios tienen caracteristicas similares a los anteriores en cuanto
al numero de animales, nimero de dosis, observaciones, etc. Los estudios de toxicidad
subcroénica suelen durar 3 meses, mientras que los de toxicidad crénica suelen durar 6
meses o0 un afio, segin el uso terapeatico que vaya a tener la sustancia. Si, por
ejemplo, la sustancia es un antihipertensivo o antidiabético oral, cuya administracién en
el hombre se prevé dure afios, la toxicidad crénica durard un afio. En el caso de un
antibiético, usado en el hombre durante periodos de 8-10 dias, bastara con estudios de
6 meses. (37)

Es importante decidir la forma de administrar la sustancia a los animales durante estos
periodos tan largos. Si la administracion con una sonda gastrica no suele ocasionar
problemas en tratamientos cortos, el estrés o la posibilidad de accidentes con el sondaje
deben ser considerados frente a la mayor imprecisioén y otros problemas que conlleva el
administrar el farmaco mezclado con €l alimento (rechazo del alimento, dilucién de la
dosis en el tiempo, absorcién diferente, etc.) (37)

42



CAPITULO Il



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES BIOLOGICOS
3.1.1 MATERIAL VEGETAL

e Parte aérea (hojas) de la especie Psidium guajava (Sahuinto).

3.1.2 MATERIAL MICROBIANO
e Cepas ATCC de Escherichia coli.
¢ Cepas ATCC de Pseudomona aeruginosa.
o Cepas aisladas de Escherichia coli
e Cepas aisladas de Pseudomona aeruginosa

3.1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION
o Ratas albinas de la especie Rattus norvegicus cepa Holtzman, obtenidos del

instituto Nacional de Salud, Lima-Peru

3.2 MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
A.- MATERIALES DE CAMPO

¢ Dos bolsas de tamafio adecuado para la recoleccién.
o Bolsas de papel y de polietileno.

e Tijeras podadoras.

¢ Camara fotografica.

¢ Cuaderno de campo.

e Papel kraft.

e lapiceros.

B.- MATERIALES DE LABORATORIO

¢ Tubos de ensayo 5, 10y 20 ml.

» Vasos de precipitado de 100 y 200ml.
e Placas petri.

s Baguetas.

o Pipetas 1, 5, 10mi.

¢ Embudos.
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Matraz de 100, 200 y 500ml.

Probetas de 100 y 250mi.

Goteros. '

Piezas de metal: soporte, espatula, etc.
Papel filtro

Laminas cubre y porta objetos

Algodon

Botellas de vidrio de color oscuro de 4 a 5 litros de capacidad
Micro-pipetas

Asas de siembra.

Mecheros.

Pinzas.

Gradillas.

EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza analitica

Rotavapor BUCHI Labortechnik R-215
Estufa eléctrica

Autoclave Vertical AV Plus Phoenix
Incubadora H.W. Kessel
Espectrofotometro Genesys 20

Balanza analitica AND GR-200, 210gr-1mg

Refrigeradora

D. SOLVENTES Y REACTIVOS:

Etanol de 96°, 70°, 60°, 50°, 40°.
Agua destilada

Eter etilico. Q.P.

Cloroformo Q.P.

Acetona Q.P.

Metanol Q.P.

Bencina Q.P.

Hexano Q.P.

45



¢ Reactivo de Felhing.

¢ Reactivo Cloruro Férrico al 1%
o Reactivo de Draguendorf
* Reactivo de Shinoda

s Reactivo Borntrager.

¢ Reactivo de Baljet.

¢ Reactivo de Drabkin.

* Reactivo de Turk.

e Cloruro férrico al 1%.
 Acido Clorhidrico (c)
 Acido sulfarico (c)

e Hidroxido de sodio al 1%.

e Solucién de Gelatina — NaCl al 1%.

E. MED!OS DE CULTIVO
e Agar Muelier Hinton.
e (Caldo BHI. (Caldo: infusion Cerebro corazén).
o Mc Conkey
e AgarSS
s Agar saburaud

F. OTROS MATERIALES
¢ Mandil o guardapolvo
e Gorra
o Barbijos 0 mascarillas
¢ Guantes

e Lapiz marcador.

¢ Molino
e Vernier.
e Jaulas
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3.3. DISENO DE LA INVESTIGACION.

3.3.1 DISENO METODOLOGICO

3.3.1.1. TIPO DE INVESTIGACION

El presente estudio es de tipo cuasi-experimental (por el andlisis y el alcance de los
resultados), prospectivo (por el tiempo de ocurrencia de los hechos), transversal (por el
periodo y secuencia del estudio); orientado a demostrar la probable actividad

antibacteriana en cepas estandar y cepas aisladas.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Para determinar la CMI de la actividad antibacteriana de los extractos secos
hidroalcohdlicos al 70% de las hojas de Psidium guajava “Sahuinto”, se seguira el

disefio de Post Prueba y Grupo control de la siguiente manera:

Escherichia coli:

GRUPO TRATAMIEMTO | MEDICION DE
EXPERIMENTAL | LA PRUEBA

G, X4 OF

G, X 0.

G; X3 Os

Gy X4 O4

Gs Xs Os

Gs Xs Oe

Gy X7 Oy

Gg Xs Os

G Xo Oo

Gio X0 O1o

Gy Xi1 O11

Gz X2 O12

Gis X3 O13

Gis - O14

47




Donde:

Gi, G, G;,.. Giz, Gus, Gyt Cepas de Escherichia coli que seran sembradas
en las placas petri por triplicado.

X1, X2,Xs3,.X42: Son las diferentes concentraciones en mg/mi del extracto
seco hidroalcohélico al 70% de las hojas de Psidium guajava “Sahuinto”.
Xi3:Concentracion del farmaco patrén “Amikacina”

--: Solucién que sera usado como blanco.

04,0,,03.. 042 Observacién y medicion de los halos de inhibicion que se
observaran.

0O,3: Observacién de los halos de inhibicion representada por el grupo del
farmaco patrén.

O14: Observacion de los halos de inhibicion representada por el grupo
control
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Pseudomona aeruginosa:

GRUPO TRATAMIEMTO | MEDICION DE
EXPERIMENTAL | LA PRUEBA

Gy X4 Oy

G, Xz O,

Gs Xs 03

Gy ‘ X4 (o)

Gs Xs Os

Gs Xs Os

Gy X7 O;

Gs Xs Os

Ge Xg Oq

Gio Xio O1o

Gi4 X11 O11

Gi2 X1z 012

Gi3 Xi3 O13

Gia - O14

Donde:

o Gy, Gz, G3.. Gip, Gi3, Gya: Cepas de Pseudomona aeruginosa que seran
sembradas en las placas petri por triplicado.

o Xy, X2,Xs,.. X412 Son las diferentes concentraciones en mg/ml del extracto
seco hidroalcohélico al 70% de las hojas de Psidium guajava “Sahuinto”.

e X43: Concentracion del farmaco patrén “Amikacina”

e --: Solucion que sera usado como bianco.

o  04,0,,0;. 04, Observaciéon y medicion de los halos de inhibicién que se
observaran.

o 043 Observacion de los halos de inhibicién representada por el grupo del
farmaco patron.

e 044 Observacion de los halos de inhibicion representada por el grupo

controt
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NOTA: El modelo de ensayo de la actividad antibacteriana para el extracto de las hojas
de Psidium guajava “Sahuinto”, se aplicara de igual forma a las cepas aisladas de
pacientes hospitalizados en el Hospital Regional del Cusco.

ENSAYO DE LA TOXICIDAD SUBAGUDA:

El presente estudio es un experimento puro,(ya que los sujetos de experimentacion
fueron asignados al azar)de series cronoldgicas multiples con post-prueba(ya que se
tiene dos 0 mas grupos y la administracion del extracto es diaria y se realizo un andlisis
final para determinar algin cambio en los grupos) , prospectivo (por el tiempo de
ocurrencia de los hechos), transversal (por el periodo y secuencia del estudio);
orientado a demostrar la probable toxicidad en animales de experimentacién en un
periodo de 28 dias administrando por via oral diferentes dosis del extracto a distintos
grupos de trabajo.

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA

RG;q X4 . 04
RG, Xo 0,
RG3 X3 03
RG, X4 04
RGs Xs 05
RGg Xs 0Og
RGy X7 0,
RGs Xs Os
RGg X 09
RG1o X10 040
RG4 X1 014
RGi2 X1z 042
RGq3 Xi3 043
RG14 X14 014
RGss Xis 015
RG1s Xi1e 016
RGy7 X1z 047
RGqe Xis O1g
RGyg Xig 019

RG22 X20 02
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DONDE:

R : Aleatorizacion o Randomizacion
G, Ga, G3, G4, Gs: Grupo control que recibi6 solo el vehiculo (agua destilada)

Gs, Gy, G, Gy, Gio: Grupo que recibié6 50mg/kg de peso de extracto seco
hidroalcohdlico de Psidium guajava

Gi1, G12,Gi3, Gis, Gis: Grupo que recibié 100mg/kg de peso de extracto seco
hidroalcohdélico de Psidium guajava

Giss Gi7, Gig, Gy, Gao: Grupo que recibié 200mg/kg de peso de extracto seco
hidroalcohdlico de Psidium guajava

X1, Xz, X3, Xa, Xs, Xe, X7, X, Xo, X10, X11, X12, X13, X14, X15, X16, X17, X138, X1¢, X20,
Xa21, Xa22, X23, X24: Dosis de extracto seco hidroalcohdlico que fue administrado a
las ratas todos los dias durante 28 dias.

014, O2d, O34, Osd, Osd, Osdy O74; Osd, Osd, O10d, O11d5 O124, O13d, O14ds O1545 O1ea,
O174, O18d, O1sd, O20d, O21d, O224, O234, O244: Pruebas hematolégicas que fueron
realizadas el dia29, con su posterior sacrificio para realizar el estudio
histopatolégico.
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3.4. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
3.4.1 VARIABLES IMPLICADAS.
3.4.1.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

“Concentracion del extracto seco hidroalcohélico al 70% de las hojas de Psidium

guajava *

Definicién conceptual: es el preparado concentrado de los constituyentes activos de la

droga cruda, obtenidas mediante extraccién por maceracion. (40)

Definicién operacional

e Naturaleza: ‘ Cuantitativa

o Medicion: Directa

e Escala: de razén o proporcion.

s Instrumento de medicion: Balanza analitica y micropipeta.

e Procedimiento de medicién: Se pesa el extracto seco (mg) luego se
realiza su dilucién en agua destilada (mi) y se toma una cantidad adecuada

con una micropipeta.

e Indicadores: Cantidad de extracto disuelto /Cantidad de
agua.
e Expresion final: mg/ml

3.4.1.2 VARIABLE DEPENDIENTE

"Actividad antibacteriana sobre los cultivos de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa”
Definiciéon conceptual: se define como la capacidad inherente de una sustancia de
origen sintético o natural que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o matar a las
bacterias. (41)
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Definicién operacional:

Y ¥V V VYV Y

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: de razén o proporcion.

Instrumento de medicién: Vernier

Procedimiento de medicion: Se mide los halos de inhibicion del

crecimiento bacteriano producido por las diferentes concentraciones del
extracto usando el vernier

Indicadores: Didmetro del halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano

Expresion final: mm.

“Toxicidad subaguda en ratas albinas”

Definicién conceptual: Efectos adversos que ocurren como resultado de una dosis

diaria repetida de una sustancia quimica, o exposicién a una sustancia quimica durante

parte del ciclo de vida de un organismo (generalmente, no excede 10%). Con animales

experimentales, el periodo de exposicion puede variar de unos pocos dias a seis

meses. (38)

Definicién operacional:

Sub Variables:

a) Hemoglobina: compuesto de proteina y hierro de la sangre que transporta

oxigeno a las células desde los pulmones y diéxido de carbono desde las células a

los pulmones. {(42)

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: indirecta

Escala: de razén o proporcion.

Instrumento de medicion: espectrofotémetro

Procedimiento de medicién: Se toma 20uL desangre obtenida de

los animales de experimentacién y se depositan en un tubo con 5mL de
solucién Drabkin y se lleva al espectrofotémetro.
Expresion final: gramos/decilitro (g/dL)
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b) Hematocrito: Porcentaje del volumen de eritrocitos en la sangre total. (42)

c)

d)

Naturaleza: Cuantitativa

Medicién: Indirecta

Escala: de razén o proporcion.

Instrumento de medicién: Regla milimetrada para conteo de globulos
rojos

Procedimiento de medicién: Se usa tubos de hematocrito (capilares)
heparinizados a los cuales se agrega sangre de los animales de
experimentacién; los capilares se llevan a centrifugar y finalmente se usa la
regla milimetrada para hallar el numero de glébulos rojos.

Expresion final: porcentaje ( % )

Recuento total de leucocitos: Recuento en el que se ofrece la cifra global de

leucocitos. (42)

Naturaleza: Cuantitativa.
Medicion: directa.

Escala: de razén o proporcién.
Instrumento de medicién: camara de Newbawer.

Procedimiento de medicion: se toma 20uL de sangre obtenida a partir de
los animales de experimentacion que se mezclan con 380uL de solucién de
Turk; se deposita una gota de la mezcla a una cémara de newbawer donde
se realiza la lectura.

Expresion final: células/mililitro.

Recuento diferencial de leucocitos: Recuento en el que, junto a la cifra global

de leucocitos, se ofrece el porcentaje de cada una de sus variedades. (42)

Naturaleza: Cuantitativa.
Medicién: directa.

Escala: de razén o proporcion.
Instrumento de medicion: microscopio.

Procedimiento de medicién: se realiza tincién con el reactivo de Wright y
luego se lleva al microscopio para su conteo diferencial.

Expresion final: porcentaje (%).
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e) Fosfatasa alcalina: Enzima presente en el hueso, los rifiones, el intestino, el

plasma y los dientes. Pueden encontrarse niveles séricos elevados en algunas

enfermedades 6seas y hepaticas y en algunos otros trastornos. (42)

Naturaleza: Cuantitativa.
Medici6n: indirecta

Escala: de razén o proporcion.
Instrumento de medicién: espectrofotémetro

Procedimiento de medicién: las muestras se preparan siguiendo las
instrucciones del kit para determinacion de Fosfatasa alcalina y se llevan a un
espectrofotémetro para su lectura

Expresibn final: unidades/itro ( UI/L )

f) Transaminasa glutamico oxalacetica (TGOQ): Enzima catalitica encontrada

en varias partes del cuerpo, especialmente corazon, higado y tejido muscular. Se

encuentran cantidades elevadas de esta enzima en el suero en casos de infarto

de miocardio y de hepatopatia aguda, con el empleo de determinados farmacos y

en cualquier enfermedad o trastorno en el cual resulten seriamente dafiadas las

células. (42)

e Naturaleza: Cuantitativa.

e Medicién: indirecta

e Escala: de razén o proporcion.
e Instrumento de medicién: espectrofotometro

Procedimiento de medicion: las muestras se preparan siguiendo [as
instrucciones del kit para determinaciéon de Transaminasa glutémico
oxalacetica y se llevan a un espectrofotémetro para su lectura

Expresién final: unidades/itro (UI/L)
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g) Transaminasa glutamico pirtvica (TGP): Enzima catalitica que se encuentra

normalmente en concentraciones elevadas en el higado. Cantidades por encima

de lo normal en suero indican lesion hepatica. (42)

Naturaleza:

Medicién:

Escala:

Instrumento de medicion:

Procedimiento de medici6n:

Cuantitativa.

indirecta

de razén o proporcion.

espectrofotémetro

las muestras se preparan siguiendo las

instrucciones del kit para determinacién de Transaminasa glutdmico piravica

y se llevan a un espectrofotémetro para su lectura.

Expresioén final:

unidades/litro ( UI/L)

h) Urea: Compuesto que se forma a partir del amoniaco, en el higado. Es el

principal catabolito del metabolismo de proteinas. (42)

Naturaleza:

Medicion:

Escala:

Instrumento de medicion:
Procedimiento de medicion:

Cuantitativa.

indirecta

de razén o proporcion.

espectrofotémetro.

las muestras se preparan siguiendo las

instrucciones del kit para determinacién de Urea y se llevan a un

espectrofotémetro para su lectura

Expresion final:

gramos/Litro (gt/L)

Creatinina: Producto final del metabolismo de creatina. Se encuentra en el

musculo y en la sangre y se elimina por la orina. (42)

Naturaleza:

Medicion:

Escala:

Instrumento de medicién;

Procedimiento de medicion:

Cuantitativa.

indirecta

de razén o proporcion.
espectrofotémetro.

las muestras se preparan siguiendo las

instrucciones del kit para determinacién de creatinina y se llevan a un

espectrofotémetro para su lectura.

Expresion final:

miligramos/decilitro { mg/L )
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j) Estudio histopatolégico: Estudio con el microscopio, de los tejidos y de los

6rganos enfermos. (42)

Naturaleza:
Medicion:

Escala:

Instrumento de medicioén:

Procedimiento de medicién:

cualitativa.
directa

nominal.
microscopio.

se sacrifica a las ratas con el fin de

examinar macroscOpicamente y microscépicamente los siguientes érganos:

cerebro, higado y rifiones.
Expresién final:

3.4.2. VARIABLES NO IMPLICADAS:

3.4.2.1. VARIABLES INTERVINIENTES:

a) De la Planta:

Alteraciones celulares y tisulares

¢ Estado de crecimiento. La planta de la especie vegetal Psidium guajava

“Sahuinto” al momento de la recoleccion se encontraba en estado joven

de crecimiento.

Lugar de recoleccién. Se eligid para la recoleccion de la especie en

estudio la provincia de la Convencién del departamento de cusco.

Altitud de la recoleccién. La especie vegetal Sahuinto se recolecto a los

2377 msnm aproximadamente

Temporada de recoleccidén. La especie vegetal Sahuinto se recolecto

entre los meses de marzo y abril.

Sahuinto.

b) De las bacterias:

Parte de la planta a usar. Se uso las hojas de la especie vegetal

o Bacterias aisladas. Cepas bacterianas viables previamente identificadas

que se observaran en las placas petri.

e Medio de cultivo. Se usaran los medios de Cultivo Caldo Cerebro

Corazdn, Mueller Hinton preparados de acuerdo a las especificaciones

del fabricante en condiciones asépticas.
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c) De las ratas:

» Raza: se usaron para las pruebas de toxicidad aguda ratas Holtzman.
Edad: la edad sera ratas es aproximadamente 4 - 6 semanas de vida.
Sexo: se usé ratas macho.

Peso: las ratas deberan tener un peso promedio de 285 gramos
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CUADRO N°3.1: RESUMEN DE VARIABLES DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

DEFINICION

VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTE DEPENDIENTE
OPERACIONAL
Concentracion del extracto seco hidroalcohélico al 70% de las Actividad antibacteriana sobre los cultivos
hojas de Psidium guajava “sahuinto” de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa
Concentracion es Relacion que existe enfre la cantidad de una sustancia disuelta y la det Accidn de una sustancia o agente el cual
DEFINICION disolvente en una disolucién. Extracto Hidroalcohélico, se define como aquella sustancia destruye o suprime el crecimiento o
CONCEPTUAL extraida por Etanol, que posee una composicion quimica que le proporciona una accion reproduccion de las bacterias
farmacoldgica Util en terapéutica y que no ha sufrido otro tratamiento que el necesario para
su limpieza y desecacion.

NATURALEZA Cuantitativa Cuantitativa
MEDICION Directa Directa
ESCALA Razdn o proporcion Razén o proporcion
INSTRUMENTO DE Balanza Analitica de precision 0.001g. Vernier
MEDICION
PROCEDIMIENTO Se pesa el extracto seco (mg) luego se realizara su diluciéon en Se mide los halos de inhibicién del
DE MEDICION agua destilada (ml) y se tomara una cantidad adecuada con una

micropipeta.

crecimiento bacteriano producido por las
diferentes concentraciones del extracto asi
como los producidos por los farmacos.

EXPRESION FINAL

mg/mi

mm

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N°3.2: RESUMEN DE VARIABLES DE LA TOXICIDAD SUBAGUDA:
VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTE NATURALEZA | MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO | PROCEDIMIENTO DE MEDICION | EXPRESION
DE MEDICION FINAL
Concentracion del extracto | Cuantitativa Directa Razon o | Balanza Se peso y se diluyo el extracto | mg/ml
seco hidroalcohdlico al 70% proporcion seco con agua destilada y se tomo
de las hojas de Psidium una cantidad adecuada con una
guajava "Sahuinto”. micro pipeta.
DEPENDIENTE | SUB VARIABLES NATURALEZA | MEDICION ESCALA INSTRUMENTO
Hemoglobina Cuantitativa Indirecta Razén Espectrofotometro
Hematocrito Cuantitativa Indirecta Razon Regla de hematocrito
Recuento total de leucocitos Cuantitativa Directa Razén Céamara de
Newbawer
TOXICIDAD Recuento diferencial de leucocitos Cuantitat?va Directa Razon Microscopio’
SUBAGUDA Pruebas de funcion hepatica Cuantitativa Indirecta Razén Espectrofotometro
EN RATAS Urea Cuantitativa Indirecta Razoén Espectrofotometro
ALBINAS Creatinina Cuantitativa Indirecta Razén Espectrofotometro
Estudio histopatolégico Cualitativa Directa Nominal Microscopio
VARIABLES NO IMPLICADAS
INTERVINIENTES
DE LA Estado de crecimiento, parte de la planta a estudiar, lugar, altitud y temporada de recoleccion
PLANTA
DE LAS Raza, edad, sexo, peso, alimentacién
RATAS

FUENTE: Elaboracién propia
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3.4.3. CRITERIOS DE SELECCION.
3.4.3.1. DEL MATERIAL VEGETAL.

Se incluiran:

Hojas sanas y homogéneas de la especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto”
Se excluiran:

Hojas dafiadas, parasitos o contaminadas por insecticidas de la especie
vegetal Psidium guajava “Sahuinto”.

3.4.3.2. DE LAS CEPAS BACTERIANAS.

Se incluyo:

Cepas bacterianas ATCC y cepas de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa aisladas a partir de pacientes atendidos en el Hospital Regional del
Cusco.

Se excluiran:

Las cepas bacterianas que no estén en buenas condiciones (contaminacion)

3.5. PROCEDIMIENTO
3.5.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

> Recoleccion de la planta de estudio.
Se recolecto las partes aéreas (hojas) de la especie vegetal Psidium
guajava “Sahuinto” en la provincia de la Abancay, del departamento de
Apurimac situado a 2377 msnm aproximadamente

» Seleccion y secado de muestra.
Una vez obtenidas las muestras se procedié a la seleccién y limpieza de
los mejores ejemplares de las hojas de la especie vegetal Psidium guajava
“Sahuinto”, luego se extendio las hojas seleccionadas de la especie vegetal
en papel Kraff para su secado el cual se realizo en un lugar fresco limpio

ventilado en sombra y a temperatura ambiente durante 30 dias.
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3.5.2. DETERMINACION DE LA HUMEDAD:

La determinacion de la humedad de la especie Psidium guajava “Sahuinto” se realizo por
triplicado, en placas petri con 10 gramos de muestra fresca (hojas de la planta), las
mismas que fueron introducidas a la estufa a la temperatura de 40°C hasta peso
constante para luego determinar el porcentaje de humedad mediante la siguiente relacion.
(46):

M1-M2
%H=——-M1———X100

Donde:
%H = Porcentaje de humedad
M1 = Peso de la muestra fresca
M2 = Peso de la muestra seca

3.5.3. OBTENCION DEL EXTRACTO:

Para el proceso de extraccion hidroalcohdlica al 70% se uso 850 gr de las hojas de la
planta Psidium guajava “Sahuinto” molida (muestra seca), que fueron maceradas con 4
litros de solucién hidroalcohdlica al 70% en frascos de vidrio color ambar debidamente
etiquetados y agitandolos diariamente por un periodo de 30 dias a temperatura ambiente.
Esta solucion fue filtrada y luego evaporada a sequedad en Bafio Maria a 45°C
obteniéndose el extracto seco hidroalcohdlico. Este extracto se us6 para las pruebas de
solubilidad, andlisis Fitoguimico cualitativo, control de calidad microbiologico, la

determinacién de la actividad antibacteriana y la determinacién de la toxicidad subaguda.
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FLUJOGRAMA
OBTENCION DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Psidium
guajava “Sahuinto”

- N
- Recoleccibn, identificacion y seleccion de
la planta
N . )
Y
Secado en sombra por un periodo de
30dias
. ) _ . )
— v
Pulverizacion de la muestra seca (hojas) J
\ .
w.

Macerar en Etanol al 70% durante 30 dias \
a temperatura ambiente en un frasco

color ambar
\. . )
g v
Fittrado A
\. . )
v

) M)
[ Evaporacion del solverite en Rotavapor

.- Pesado del Extracto Seco, y conservacion
en un frasco color ambar

AN (RN

Pruebas de Solubilidad } Andlisis Fitoquimico ['Control Microbioldgico ]

Cualitativo oo

FUENTE: Elaboracién propia
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3.5.3.1. PORCENTAJE DE EXTRACCION:

El porcentaje de extraccion se calcula con la siguiente relacion:

Pf
% Extraccion = P x 100

Donde:

Pi = peso final (extracto seco)
Pf = peso inicial (muestra pulverizada)

3.5.3.2. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD:

Para realizar las pruebas de solubilidad se tomaron unos cuantos miligramos del extracto
seco hidroalcohélico que se depositaron en diferentes tubos de ensayo a los cuales se
agreg6é 1 mililitro de solventes de diferente polaridad en forma descendente: agua,
metanol, etanol al 96%, etanol al 70%, acetona, acetato de etilo, cloroformo, benceno y
hexano.

3.5.3.3. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO:

Los extractos obtenidos fueron analizados mediante una marcha fotoquimica utilizando el

método segun Olga Loock “Investigacion Fotoquimica” (Anexo N°7)

CUADRO N° 3.3 ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

REACTIVO METABOLITO SECUNDARIO
Cloruro Férrico 1% Compuestos Fendlicos
Gelatina Taninos

Reaccion de SHINODA Flavonoides

BENEDIC Glicosidos

Acido Sulfarico Concentrado Quinonas

Prueba de la Espuma Saponinas

DRAGUENDQORF Alcaloides

Reactivo de BALGET Lactonas
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3.5.3.4. CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO
AL 70% DE Psidium guajava “Sahuinto”
Segin la “Norma Sanitaria sobre Criterios Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e
Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano” del Ministerio de Salud
(43)todo alimento ¢ bebida en estado natural procesado o elaborado destinado al

consumo humano estd comprendido dentro de los criterios microbiologicos que

observamos en el siguiente cuadro:

CUADRO N°3.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO

CRITERIOS

AGAR
USADO

PESO
EXTRACTO

DEL

BACTERIAS Y
HONGOS

RESULTAD
oS
ACEPTADO
S

CRITERIO IMPERATIVO: No
debe presentarse caso
contario el riesgo es muy
elevado

Agar SS

19

Salmonella

NEGATIVO

CRITERIOS INDICATIVOS DE
HIGIENE: El exceso indica que
las condiciones de higiene en
el proceso son deficientes y
que el producto puede ser
rechazado

Agar
Mcconkey

19

Coliformes Fecales

(E. coli)

NEGATIVO

CRITERIOS DE ALERTA O
LIMITES CRITICOS: Significa
que durante el proceso de
propagacion del extracto no se
debe exceder los limites
especificados

Agar
Saboraud

1

-Aerobios mesdéfilos.

-Hongos y Levaduras

NEGATIVO

Fuente: DIGESA, Norma Sanitaria sobre Criterios Microbiolégicos de Calidad
Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano, Cusco-

Pert, 1999.
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3.5.4 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD SUB AGUDA
3.5.4.1 METODOLOGIA
Se usaron 20 ratas de la especie Rattus norvegicus cepa Holtzman macho certificadas
obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Salud con peso promedio de 250 gramos
que fueron divididas en 4 grupos, un grupo control, y tres grupos que recibieron el extracto
de [a especie vegetal Psidium guajava en distintas dosis como se describe en el cuadro a
continuacion:

CUADRO N° 3.3 GRUPOS DE EXPERIMENTACION PARA LA TOXICIDAD

SUBAGUDA
- - . — e —
Control G1 [50mg/kg) G2 (100mg/Kg) G3 /200mg/Kg)
5ratas 5 ratas 5 ratas 5 ratas

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Se mantuvieron en jaulas separadas durante 10 dias antes de empezar el experimento y
durante el experimento a una temperatura aproximada de 13-18 °C y con una luminosidad
diaria aproximada de 12 horas, se les alimento con agua ad libitum y un concentrado
comercial que contenia un 22% de proteina '
El dia 1 se comenzé con la administracion por via oral del extracto seco hidroalcohodlico
disuelto en agua destilada (usando una sonda nasogastrica N°4) a los grupos G1, G2 y
G3 las dosis de 50mg/Kg, 100mg/Kg y 200mg/Kg respectivamente; asi como agua
destilada al grupo control.
Se realizé un control del peso una vez por semana y el ultimo dia antes del sacrificio
El dia 29 se tomo6 muestras de sangre por puncion cardiaca a todas las ratas para realizar
los siguientes anélisis:

o Hematocrito

« Recuento de gldbulos rojos

e Recuento de giébulos blancos

e Recuento diferencial de glébulos blancos

e Creatinina

» Hemoglobina

e Urea

¢ Fosfatasa alcalina

e Transaminasa glutamico piravica
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¢« Transaminasa glutamico oxalacetica
Este mismo dia se sacrific6 a las ratas usando Cloroformo por via inhalatoria

extrayéndose los siguientes érganos:

¢ Higado
e RIifidn
e Corazén

Se escogid 2 ratas de cada grupo de manera aleatoria para el analisis histopatolégico.

3.5.4.2 ANALISISTOXICOLOGICO
A.- DETERMINACION DEL HEMATOCRITO:

Se us6 tubos capilares de 7cm de largo por 1mm de diametro interior heparinizados; el
tubo se llend hasta 1 cm de su extremo y este se tap6 con plastilina por el otro extremo,
luego se llevd a centrifugar a 5000 rpm durante 5min, después se procedi6 a la lectura de
la proporcién del volumen ocupado por los hematies con una regla milimetrada. (32)

B.- RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS:
Se uso la pipeta para conteo de gliébulos rojos que es la que lieva la marca de 101, se
cargdé la pipeta aspirando sangre hasta la marca 0.5 (dilucién 1 en 200), luego se aspird
el liquido de dilucién (solucibn de Hayems) hasta la marca 101, se homogeneizd
manteniendo la posicion horizontal y se dejé reposar por 5 minutos
Luego se cargé la camara de Neubauer
Se deseché las primeras 4 gotas y se aplic6 una gota al borde de la camara, se procedi6
al recuento usando el objetivo 40x. (32)
Célculos:
Para determinar el nimero de giébulos rojos se cuenta el nimero de giébulos rojos
en el cuadro central del reticulo de Thomas contando 80 cuadrados pequefios, al

resultado se le afiade cuatro ceros para obtener la cantidad total por mm® sangre
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C.- RECUENTO DE GLOBULOS BLANCOS:
Se usoé la pipeta para conteo de glébulos blancos que es la que lleva la marca de 11, se
cargd la pipeta aspirando sangre hasta la marca 0.5 (dilucién 1 en 20), luego se aspiré el
liquido de dilucién (reactivo de Turk) hasta la marca 11, se homogeneizé manteniendo la
posicion horizontal y se dejé reposar por 5 minutos
Ahora procedemos a cargar la cadmara de Neubauer
Se desechd las primeras 4 gotas y se aplicé una gota al borde de la cAmara, se procedié
al recuento usando el objetivo 10x. (32)
Calculos:
Se cuenta el nimero de gloébulos blancos en los cuatro cuadrados (que se
encuentran en las esquinas) del reticulo de Thomas luego se saca un promedio de
los glébulos blancos contados en los cuatro cuadros y multiplicar por 10 (aitura de
la camara) y luego por 20(titulo de la dilucién) lo que equivale a multiplicar
directamente por 200 esto nos dara el nimero total de leucocitos por mm® de
sangre 6 de manera mas practica multiplicar por 50 el numero total de leucocitos
contados en los cuatro cuadros del reticulo de Thomas. (32)
Dicho célculo se resume utilizando la siguiente formula:

L=*20*10

Numero de Globulos Blancos = )

Donde:
L= Sumatoria de Glébulos Blancos contados en las cuatro esquinas del reticulo de
Thomas

D.- RECUENTO DIFERENCIAL DE GLOBULOS BLANCOS
Frotis sanguineo;
Se dejo caer una gota de sangre capilar sin anticoagulante en una lamina porta objetos y
con otra lamina se realiz6 el frotis; se dej6é secar al ambiente.
El frotis sanguineo consta de tres partes:

Cabeza: Es la parte donde se coloca la sangre, tiene gran concentracion de
eritrocitos

Cuerpo: Parte media de un frotis, esta parte se emplea para la evaluacién
microscépica
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Cola: zona final del frotis, esta zona se encuentra diluida, la morfologia de las

células se ve alterada.

Una buena extension tiene las siguientes caracteristicas:

La cabeza ha de estar cerca de uno de los extremos del porta.

La cola debe estar cercana al otro extremo del porta, pero sin llegar a él.

El borde de la cola debe estar finamente deshilachado, ese fino deshilachamiento
recibe el nombre de barbas.

Toda la extension ha de ser fina y homogénea.

Una extension normal ha de tener una longitud de las % partes del porta objetos.

De esta forma se garantiza una extensién adecuada.

Coloracién:

La lamina porta objetos se llevé sobre un soporte en forma horizontal; se cubrié la
lamina con 10 o mas gotas de colorante Wright se dej6é actuar 1 minuto; sin
descartar el colorante se agregé solucién tampén o buffer o agua destilada neutra
el mismo nuimero de gotas que el Wright; se dejé por 6 minutos luego se descarté
el exceso de colorante y se lavé con agua fa lamina y finalmente se dejé secar la
lamina.

Luego se llevé al microscopio y se observé usando el aceite de inmersién, para el
recuento diferencial se us6é el método aconsejado por Schilling, que consiste en
tomar cuatro puntos marginales recorriendo el campo en zigzag desde el borde
hacia la parte central y contar 25 elementos en cada uno de los cuatro puntos. (32)

E.-DETERMINACION DE HEMOGLOBINA, UREA, CREATININA, FOSFATASA
ALCALINA YTRANSAMINASAS GLUTAMICO PIRUVICA Y GLUTAMICO
OXALACETICA:

La determinacion de estos parametros se realizé empleando kits de Wiener Lab.

69



FLUJOGRAMA

ENSAYO DE TOXICIDAD SUBAGUDA DEL EXTRACTO DE Psidium guajava
(SAHUINTO)

[ EXTRACTO DE Psidium guajava (SAHUINTO) }

Administracién del extracto de Psidium
guajava (SAHUINTO), a las ratas en ayunas
Obtencién de la muestra de sangre '
por puncién cardiaca para analisis el

dia 29.
Exdamenes a realizarse: Hemoglobina,\ Exdmenes a realizarse: Fosfatasa
Hematocrito, Recuento de glébulos alcalina Urea, Creatinina,
rojos, Recuento de glébulos blancos, Transaminasas (ALT y AST) y Estudio
Recuento diferencial de glébulos ' Histopatolégico

\ blancos _,_____.__-) l : R

l Anélisis y discusién de resultados l Anglisis y discusion de resultados j

FUENTE: Elaboracién propia

3.5.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA:
3.5.5.1 PRIMERA FASE

a) Cepas ATCC: REACTIVACION
Las cepas ATCC fueron obtenidas de Microbiologics Inc (AnexoN°16), para su

reactivacion Microbiologics Inc recomienda los siguientes agares.
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e Agar tripticasa soya

e Agar mueller hinton o Agar Nutritivo
En este caso usamos agar MuellerHinton; para realizar el cultivo se procedié como indica
las instrucciones de Microbiologics Inc (Anexo N°17)
Finalmente se incubaron a 37°C por un tiempo de 24 horas, luego de esto se escogié las
colonias para su conservacion.

b) CONSERVACION DE LAS BACTERIAS
Fueron conservadas en frascos con 4mi de Agar Tripticasa soya en pico de flauta
debidamente rotulados y codificados e incubados a 37°C por 24 horas, para
posteriormente ser conservados a 4°C en refrigerador y replicados a un medio nuevo

cada 15 dias para la conservacion de la cepa.

c) ESTANDARIZACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DE Escherichia coli
ATCC25922 Y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

Se tomd un inoculo de cada una de las bacterias que se encontraban en estado de
conservacion en el agar Tripticasa soya, este inoculo se propago en 5mi de caldo de
cultivo BHI y luego se incubo durante 24 horas a 372C ,transcurrido este tiempo se realizé
una dilucion de 1/100 tomando 1mi de este caldo con bacterias y vertiéndolo en un matraz
con 99ml de caldo BHI puro, luego se incubaron a 37°C, la evaluacién del crecimiento
bacteriano se realizé cada media hora mediante la lectura de la densidad 6ptica (D.O.) del
cultivo a una longitud de onda de 623 nm en el espectrofotometro.

d) PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR EL METODO DE POZOS EXCAVADOS

¢ Preparacion del inoculo:
Se cultivaron las especies bacterianas en estudio en 5 ml de caldo BHI y se llevo a
la estufa a una temperatura de 37°C durante § a 6 horas (segin la curva de
crecimiento), con la finalidad de realizar a partir de este el sembrado en las placas.

e Preparacién de las placas Petri y procedimiento:

» Se prepararon las placas petri que contengan Agar Muller Hinton con una cantidad
de 20mL aproximadamente. Luego se incubaran a 37°C por 24 horas para el
respectivo control de esterilidad.

» Se elaboraron los preparados de fas concentraciones del extracto en mg/100ul y

el farmaco patrén (amikacina 30ug/100ul)
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» Una vez obtenida la suspension bacteriana se procedié a la siembra con la ayuda
de un hisopo estéril, en las placas con agar Muller Hinton ya preparadas

» Se llevo a la estufa a 37°C por 30 minutos, luego se hicieron 4 pozos por placa con
la ayuda de una pipeta Pasteur (un diametro de 6mm),

» Luego usando una micro pipeta se introdujo los extractos ya preparados y el
antibidtico patrén en los pozos

» Finalmente se incubo a 37°C por 24 horas, luego de este tiempo se mide el

diametro de los halos formados.

e) ENSAYO CON EL ANTIBIOTICOPATRON

De acuerdo a los protocolos de tratamiento, se considera a los aminoglucésidos
como una de las opciones para tratar infecciones del tracto urinario producidas a
nivel intra-hospitalario, y ya que esta investigacion se realizo aislando cepas
bacterianas a partir de urocultivos positivos del Hospital Regional del Cusco se
eligio a la Amikacina como farmaco patrén en esta investigacion.
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FLUJOGRAMA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Psidium guajava “Sahuinto” CONTRA
CEPAS DE Escherichia coli ATCC 25922 Y Pseudomona aeruginosa ATCC
27853

Cepas ATCC conservadas en TSA
( |
Estandarizacion de la_s Curvas de Crecimiento

\ : le , b,

Preparacion de Inoculo

Se cultivo las especies bacterianas en estudio en 5 ml de caldo BHl y se llevara a la estufa a
una temperatura de 372C durante 5 a 6 horas (segin la curva de crecimiento), con fa finalidad

de realizar a partir de este el sembrado en las placas.

JL

Preparacién de Placas
Usando Agar Muelier Hinton

1T
Realizar la prueba de sensibilidad
Una vez que se hace el sembrado se lieva a estufa por 30minutos a 372Cy luego se

realizan los pozos con una pipeta Pasteur (6mm de diametro) y adicionar el extracto y
el antibiético patrén en cada pozoy llevar a incubar a 372C por 24 horas por triplicado.

4 L

[ Medicidn de los halos de inhibicion 7
A J L

{ Reporte de Resultados ]

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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f) ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION ANTIBACTERIANA:

Las concentraciones se determinaran hallando el factor de incremento para cada bacteria
en experimentacion, teniendo en cuenta las concentraciones minima y maxima inhibitorias

halladas durante la prueba piloto:

Factor de incremento = Vi
Donde:

Concentracion Maxima
~ Concentracion Minima

r=N-1

N = Numero de concentraciones con las que se desea trabajar

Las concentraciones con las que se trabajara seran las siguientes:

I Concentracion Minima = Concentracién 1

Ii. Concentracién 1 x Factor de Incremento = Concentracion 2
. Concentracién 2 x Factor de Incremento = Concentracién 3
V. Concentracién 3 x Factor de Incremento = Concentracion 4
V. Concentracion 4 x Factor de incremento = Concentracién 5

VL. Concentracion 5 x Factor de Incremento = Concentracion 6
VI, Concentracion 6 x Factor de Incremento = Concentracion 7
VI Concentracion 7 x Factor de Incremento = Concentracion 8
IX. Concentracion 8 x Factor de Incremento = Concentracion 9

10° Concentracién Maxima

Este procedimiento se realizara con cada una de las bacterias en experimentacion.

3.5.5.2 SEGUNDA FASE

a. AISLAMIENTO DE LAS CEPAS Escherichia coli Y Pseudomona aeruginosa
DEL HOSPITAL REGIONAL DEL CUSCO
Para el aislamiento de las cepas de Escherichia coliy Pseudomona aeruginosa se
utilizaron urocultivos positivos de pacientes hospitalizados en el Hospital Regional

Del Cusco.
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OBTENCION DEL TAMANO DE MUESTRA:

EL TAMANO DE MUESTRA SE HALLARA ESTADISTICAMENTE USANDO LA
FORMULA PARA POBLACION FINITA:

3 Nz?pq
T E2(N—-1) + z%pq

n

Donde:
n = Tamano de muestra del estudio prospectivo.
z = 1.96 valor en la tabla normal al 95% de confianza.

P = Proporcion de muestras que presentan cultivos positivos de infeccién del tracto
urinario en el laboratorio del Hospital Regional (95%)

q = Proporcion de muestras que presentan cultivos negativos de infecciéon del tracto
urinario (5%)

E = Error muestral = 5%
N = total de muestras de urocultivos positivos obtenidos.

Teniendo 15 muestras de urocultivos positivos obtenidas en el laboratorio del hospital
regional en el periodo de enero a febrero del 2010 se remplaza en la formula para
poblacidn finita obteniéndose: '

3 (15)(1.96)%(0.95)(0.05)
"= 0.05)2(15 — 1) + (1.96)2(0.95)(0.05)

n=13
Este estudio se realizo usando 13 urocultivos positivos.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS.
Una vez que se tuvo los urocultivos positivos, los microorganismos fueron aislados a 5mi
de caldo BHI con el fin de ser conservadas para realizar el respectivo ensayo de

sensibilidad bacteria.

b. PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO:

LLas bacterias que fueron aisladas de urocultivos positivos previamente identificadas
en el laboratorio del Hospital Regional del Cusco fueron conservadas en tubos con
4mi de Agar Tripticasa soya en pico de flauta debidamente rotulados y codificados e
incubados a 37°C por 24 horas, para posteriormente ser conservados a 4°C en
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refrigerador y replicados a un medio nuevo cada 15 dias para la conservacion de la

cepa.

c. ESTANDARIZACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DE Escherichia coli
Y Pseudomona aeruginosa AISLADAS.

Para proceder a la estandarizacion de las curvas de crecimiento, se tomo un inoculo
de cada una de las bacterias que se encuentran en estado de conservacion en el Agar
Tripticasa soya, esta inoculo se propagara en 5ml de caldo de cuitivo BHI para luego
incubar durante 24 horas a 372C ,transcurrido este tiempo se realizara una dilucion de
1/100 tomando 1ml de este caldo con bacterias y vertiéndolo en un matraz con 99mi
de caldo BHI puro, luego se incubara a 37°C, la evaluacién del crecimiento bacteriano
se realizara a cada hora mediante la lectura de la densidad o6ptica (D.0O.) del cultivo a
una longitud de onda de 623nm en el espectrofotometro.

d) PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR EL METODO DE POZOS EXCAVADOS

e Preparacion del inoculo:

Se cultivaron las especies bacterianas en estudio en 5 ml de caldo BH! y se llevo a
la estufa a una temperatura de 37°C durante 5 a 6 horas (segln la curva de
crecimiento), con la finalidad de realizar a partir de este el sembrado en las placas.

e Preparacion de las placas Petri y procedimiento:

» Se prepararon las placas petri que contengan Agar Muller Hinton con una cantidad
de 20mL aproximadamente. Luego se incubaran a 37°C por 24 horas para el
respectivo control de esterilidad.

» Se elaboraron los preparados de las concentraciones del extracto en mg/100ul y
el farmaco patréon (amikacina 30ug/100ut)

» Una vez obtenida la suspension bacteriana se procedi6 a la siembra con la ayuda
de un hisopo estéril, en las placas con agar Muller Hinton ya preparadas.

> Se llevo a la estufa a 37°C por 30 minutos, luego se hicieron 4 pozos por placa con
la ayuda de una pipeta Pasteur (un diametro de 6mm),

» lLuego usando una micro pipeta se introdujo los extractos ya preparados y el
antibiético patrén en los pozos

»> Finalmente se incubo a 37°C por 24 horas, luego de este tiempo se mide el
didmetro de los halos formados.
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3.6 PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en la determinaciéon de la actividad
antibacteriana de la especie vegetal Psidium guajava “Sahuinto”, se utiliz6 el paquete
estadistico Stadistical Packagefor Social Sciences (SPSS) version 19.

El procesamiento de variables cuantitativas se realizara mediante el analisis de la
varianza ANOVA con analisis Pots hoc y el Test de STUDENT con el 95% de confianza.
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CAPITULO IV



4. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 DE LOS ENSAYOS FITOQUIMICOS PRELIMINARES DE Psidium guajava
4.1.1 PORCENTAJE DE HUMEDAD
El porcentaje de humedad se muestra en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.1: Determinacién del Porcentaje de Humedad

Psidium guajava “SAHUINTO”
N° de 1 2 3 4 5
Determinaciones
Peso de Muestra 10g 10g 10g 10g 10g
Fresca
Peso de Muestra 2.43 2.42 2.44 242 245
Seca
% de Humedad 75.7 75.8 75.6 75.8 75.5
Promedio de % 75.68
de Humedad

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

El porcentaje de humedad de las hojas de Psidium guajava “SAHUINTO” fue del 75.68%,
un porcentaje de humedad elevado; por lo que la muestra tendra un mayor riesgo a
contaminacién ya sea de origen bacteriano o fungico, puesto que el agua es un medio que
favorece Ia proliferacion de estos agentes; la determinacion del porcentaje de humedad
nos permite tomar una mayor prevision para el proceso de secado y un mejor
acondicionamiento para el almacenamiento de las hojas.
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4.1.2 PORCENTAJE DE EXTRACCION
Los resultados del porcentaje de extraccion se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.2: Determinacién del Porcentaje de Extraccién

, Psidium guajava “SAHUINTO”
Peso de Muestra 10g 10g 10g
Molida
Peso del Extracto 4.68¢g 4.69¢g 4.66¢g
Seco
% de Extraccion 46.8 46.9 46.6
Promedio del % de 46.767
Extraccién

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

En el presente cuadro el porcentaje de extraccidbn de hojas de Psidium guajava
“SAHUINTO” donde se obtuvo un promedio de 46.767, esto se realizd por el método de
maceracion con etanol al 70%. El porcentaje de extracciéon de las hojas de Psidium
guajava “SAHUINTO”, es alto por lo que no fue necesario el uso de grandes cantidades

de la especie vegetal en estudio.
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4.1.3. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para la determinacion de las pruebas de solubilidad se utilizaron diferentes solventes que
van de mayor a menor polaridad obteniéndose los siguientes resuitados (Anexo N° 8):

CUADRO N° 4.3: Pruebas de Solubilidad

Solvente Extracto Seco Hidroalcohélico al 70% de hojas de
Psidium guajava “SAHUINTO”
Agua destilada +
Metanol v +
Etanol del 40% +
Etanol del 50% +
Etanol del 60 % +
| Etanol del 70% ++
Etanol del 96% ++
Acetona +
Eter +
Cloroformo -
Hexano -
Bencina N
Dimetilsulféxido (DMSQ) +H++
Tween 80 -

FUENTE: Elaboracién propia

Leyenda:
¢ Muy soluble +++
e Soluble ++
¢ Poco soluble +
* Insoluble -
FUENTE:

INTERPRETACION:

El presente cuadro muestra la solubilidad que presenta el extracto seco hidroalcohélico de
las hojas de Psidium guajava “SAHUINTO”, como podemos observar el extracto presenta
una polaridad intermedia, de lo cual podemos inferir que los principios activos presentes
en el extracto son también de polaridad intermedia.

El uso del solvente DMSO se utilizd para realizar las pruebas de la Actividad
Antibacteriana, porque al ser mas soluble se utiliza un menor volumen de este solvente

para poder realizar las diluciones necesarias.
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Para la prueba de toxicidad subaguda se realiza la dilucidbn del extracto seco
hidroalcohdlico de las hoja de Psidium guajava "SAHUINTQO”, con agua destilada para
poder administrar de manera mas confiable y segura las dosis diarias de extracto por via

oral a las ratas.

4.1.4 PRUEBAS FITOQUIMICAS CUALITATIVAS

El analisis fitoquimico cualitativo se realiz6 para identificar y corroborar la presencia de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto obteniéndose los siguientes resultados.

CUADRO N°4.4: Resultados del analisis Fitoquimico

TIPO DE | REACCION DE | Extracto Seco Hidroalcohodlico

PRUEBA RECONOCIMIENTO al 70%de Psidium guajava
“SAHUINTO”

Compuestos Cloruro Férrico 1% +++

Fendlicos

Taninos Gelatina +++

Flavonoides Reaccion de SHINODA +++

Glicosidos BENEDIC +++

Quinonas Acido Sulftrico Concentrado +++

Saponinas Prueba de la Espuma +++

Alcaloides DRAGENDORF -

L.actonas Reactivo de BALJET ++4

FUENTE: ELABORACION PROPIA
INTERPRETACION:

De acuerdo a la marcha fotoquimica no hay presencia de alicaloides, mientras que las
demas pruebas fotoquimicas indican el alto contenido de Compuestos Fendlicos, Taninos,

Flavonoides, Glicdsidos, Quinonas, Saponinas y Lactonas.
ANALISIS Y DISCUSION

Los Flavonoides y los Compuestos Fendlicos son sintetizados por las plantas en
respuesta a una infeccién microbiana; su actividad probablemente se debe a su habilidad
de formar complejos con proteinas extracelulares solubles, asi como también formar
complejos con la pared celular bacteriana, los flavonoides mas lipofilos probablemente
sean los que quebrantan la membrana celular.

El modo de accién antibacteriano de los taninos puede estar relacionado con su

capacidad para inactivar la adhesién bacteriana, enzimas etc.
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El modo de accién de los efectos antibacterianos de las saponinas parece estar
relacionado con propiedades membranoliticas. (2)

4.1.5 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL
70% DE LAS HOJAS DE Psidium guajava

CUADRO N° 4.5: Resultados del Control Microbiolégico

CRITERIOS : PESO DEL | BACTERIAS Y | RESULTADOS
EXTRACTO HONGOS

CRITERIO IMPERATIVO: No
debe presentarse caso

contario el riesgo es muy | 19 Salmonelia NEGATIVO
elevado (Obligatorio)
CRITERIOS INDICATIVOS
DE HIGIENE: E!l exceso indica
NEGATIVO

que las condiciones de higiene
en el proceso son deficientes y Coliformes Fecales
que el producto y que el (E. col)

producto puede ser rechazado | 1g
(Obligatorio)

CRITERIOS DE ALERTA O
LIMITES CRITICOS: Significa

que durante el proceso de -Aerabios NEGATIVO
propagacion del extracto no se | 4 o mesofilos.

debe exceder los limites -Hongos v
especificados (Facultativo) Levaduras

FUENTE: Norma sanitaria sobre criterios microbiolégicos de calidad sanitaria e
inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano

INTERPRETACION:

El control microbiolégico realizado demuestra que el Extractos Seco Hidroalcohdélico al
70% de las Hojas de Psidium guajava (Sahuinto) esta libre de contaminacion, utilizando
los criterios que se encuentran dentro del Control de Calidad a nivel microbiolégico
indicadas por la DIGESA, lo que nos confirma que los extractos se encuentran aptos para
realizar el presente estudio, ya que de esta manera eliminamos los posibles riesgos de
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contaminacion y alteracion de resultados que se podrian presentar en el estudio, tanto en
la parte toxicoldgica como en la parte microbiolégica.

4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

4.2.1 DE LA ESTANDARIZACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

4211 DE LA ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE
Escherichia coli

En el siguiente cuadro podemos observar las absorbancias que se obtuvieron cada
30 minutos (0.5 horas) a una longitud de onda de 623 nm de las cepas ATCC y cepas
aisladas de Escherichia coli.

"CUADRO N° 4.6: Absorbancias para la curva de crecimiento de Escherichia coli

Escherichia coli
Horas | ATCC Aislada 1 Aislada 2 Aislada 3
0 0.007 0.004 0.012 0.01
05 0.036 0.317 0.115 0.276
1 0.021 0.478 0.254 0.297
1.5 0.031 1.089 0.397 0.339
2 0.047 1.412 0.635 0.463
25 0.04 1.515 1.012 0.748
3 0.043 1.499 1.325 1.198
35 0.054 1.555 1.357 1.376
4 0.063 1.565 1.467 1.498
4.5 0.105 1.5562 1.556 1.502
5 0.391 1.544 1.552 1.547
55 0.65 1.563 1.543 1.537
6 1.079 1.56 1.576 1.546
6.5 1.364 1.5653 1.5648 1.555
7 1.533 1.54 1.578 1.541
7.5 1.586 1.546 1.569 1.547

FUENTE: Elaboracién propia
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GRAFICO N° 4.1 Curva de crecimiento de la cepa ATCC y cepas aisladas de
Escherichia coli
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FUENTE: Elaboracién propia
Leyenda:

e ATCC

o AISLADA 1
e AISLADA 2
o AISLADA3

INTERPRETACION:

En esta grafica vemos las curvas de crecimiento de la cepa ATCC y de tres cepas
aisladas de Escherichia coli, a simple vista observamos que las cepas aisladas no
presentan fase de latencia o retraso, practicamente empezando su crecimiento a partir de
la fase exponencial, a diferencia de la cepa ATCC de Escherichia coli que si presenta una

fase de latencia la cual dura aproximadamente 4.5 horas.
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4.2.1.2 DE LA ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE
Pseudomona aeruginosa

En el siguiente cuadro podemos observar las absorbancias que se obtuvieron cada
30 minutos (0.5 horas) a una longitud de onda de 623 nm de las cepas ATCC y cepas
aisladas de Pseudomona aeruginosa.

CUADRO N° 4.7 Absorbancias para la curva de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa
Pseudomona aeruginosa

Horas ATCC Aislada
0 0.082 0.098
0.5 0.024 0.079
1 0.012 0.031
1.5 0.005 0.011
2 0.017 0.366
2.5 0.005 0.642
3 0.016 0.603
35 0.018 0.992
4 0.011 1.271
4.5 0.037 1.175
5 0.035 1.362
55 0.033 1.282
6 0.045 1.339
6.5 0.093 1.382
7 0.085 1.474
7.5 0.115 1.45
8 0.352 1.405
8.5 0.552 1.45
9 0.572 1.46
9.5 0.853 1.52
10 1.167 1.53
10.5 1.271 1.496
11 1.328 1.504
11.5 1.362 1.488
12 1.393 1.41
12.5 1.426 1.402
13 1.433 1.416
13.5 1.439 1.398

FUENTE: Elaboracién propia
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GRAFICO N° 4.2 Curva de crecimiento de la cepa ATCC y de la cepa aislada de
Pseudomona aeruginosa
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FUENTE: Elaboracién propia
Leyenda:

« ATCC
e AISLADA 1

INTERPRETACION:

En la grafica vemos que la cepa aislada de Pseudomona aeruginosa presenta una fase de
retraso o latencia que dura aproximadamente 1.5 horas mientras que de la cepa ATCC
de Pseudomona aeruginosa dura unas 6 horas, luego de esto ingresan a la fase
exponencial donde la cepa aislada presenta una velocidad de crecimiento mayor en

comparacion con la cepa ATCC.
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DISCUSION:

CHIKARA et al. (44) propone un mecanismo que consiste en una red regulatoria de
proteinas y una red de reacciones metabdlicas los cuales son necesarios para mantener
un estado de equilibrio en la célula bacteriana

) | scne regulatory network |

: | ;

| activation
 inhibition |

| }
] | ——
: catalyzation:
i - of metabolic
! | reaction
: L ‘. . 1
. 3 & | _——m* ¥
—HeO e O | metabolic |
] su’l"ﬁiﬁ‘uci/’ | reaction |
} ‘ I
i 1 |
A | R |
' ‘ #*Vsubstrate2 w l
. metabolic network | —X
! * H

En la grafica se observa una forma simplificada de estas redes mencionadas (ya que en
un microorganismo estas redes son muy grandes) en la parte superior vemos la red que
controla la expresion de los niveles de proteinas donde las flechas rojas muestran la
activacion de la expresion por parte de los genes y las lineas verdes muestran inhibicién
de la expresion de un gen sobre el otro, las flechas rojas que sefialan a un mismo gen nos
indica autorregulaciéon, en la parte inferior tenemos las reacciones metabdlicas
representadas por flechas azules las cuales estan requladas por las proteinas producidas
en la primera red; CHIKARA et al. afirma que las células se adaptan a una variedad de
condiciones ambientales cambiando el patrén de expresién génica y la distribucién del
flujo metabdlico, estas respuestas adaptativas son explicadas por mecanismos de sefiales
de transduccién donde eventos extracelulares son trasladados a eventos intracelulares a
través de moléculas regulatorias, por ejemplo, hablemos del operon lactosa que codifica
proteinas envueltas en el metabolismo de lactosa donde la expresioén de este operon es
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controlado por una proteina regulatoria asi que cuando la lactosa esta disponible estas
proteinas son expresadas en una manera eficiente y coordinada.

CHIKARA et al sugiere que una red metabdlica esta organizada de modo que la tasa de
crecimiento bacteriano se encuentra optimizada para funcionar bajo las condiciones
dadas, esta demostrado que cepas de Escherichia coli con una deleccion de un gen
metabdlico pueden adaptarse a muchas condiciones ambientales, estas bacterias ajustan
su estado intracelular para optimizar la tasa de crecimiento incluso aunque nunca hayan

experimentado un cambio de condiciones ambientales.

También podemos hablar de los procesos bioquimicos del crecimiento celular bacteriano,
que suponen no menos de 2000 reacciones de gran variedad de tipos, algunas de estas
reacciones son trasformaciones de la energia otras suponen la biosintesis de pequefias
moléculas asi como los diversos cofactores y coenzimas necesarias para las reacciones
enzimaticas, sin embargo las principales reacciones celulares sintéticas consisten en
reacciones de polimerizacién, una vez que se sintetizan los polimeros esta dispuesto el
escenario para los procesos finales del crecimiento, con esto nos referimos al ensamblaje
de fas macromoléculas y fa formacién de las estructuras celulares como la pared celular,
membrana citoplasmatica, flagelos, ribosomas, cuerpos de inclusién, complejos

enzimaticos, etc.

Se han identificado varias proteinas importantes en el proceso de divisién celular de los
procariotas, estas proteinas son esenciales para el proceso de division celular y se han
denominado proteinas FTS (filamentous temperatura sensitive), estas proteinas forman
en la célula un aparato de division que se llama “divisoma”, al parecer este aparato dirige
la sintesis de nuevos materiales de membrana y de pared celular hasta que la célula
alcanza aproximadamente el doble de su longitud (lo que sucede en Ia fisién binaria).(45)

Puede ser que las cepas aisladas de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa
presenten una mutacién a nivel de estas proteinas FTS que controlan la divisiéon celular,
ya que en las graficas podemos ver la diferencia en el crecimiento bacteriano que existe
entre las cepas aisladas y cepas ATCC de las bacterias en estudio, esto nos da una idea
muy pequefia pero muy importante de cémo las bacterias van cambiando a lo largo del
tiempo, esto lo vemos también en el aumento de la resistencia bacteriana que nos indica
que las bacterias estan desarrollando nuevos mecanismos a nivel bioquimico para evitar

la accion de los antibacterianos. Lo que nos hace pensar que también las bacterias
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aisladas estan desarrollando nuevos mecanismos de supervivencia que les permita
probablemente aprovechar los nutrientes del medio en el que se encuentran con mayor

rapidez.

En base a esto podemos hablar de una posible modificacién a nivel genético por parte de
las cepas aisladas teniendo como resultado el aumento en la velocidad de crecimiento,
los estudios sobre l0os mecanismos exactos del porque podria suceder esto atin son muy

esCcasos.
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4.2.2 DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.
4.2.2.1. DE LA PRUEBA PILOTO.

CUADRO N°4.8: Resultados de los diametros de los halos de inhibicién del extracto
Seco Hidroalcohélico ai 70% de las hojas de Psidium guajava (SAHUINTOQO)

obtenidas en la prueba piloto

N° | Concentracion | Didmetro del halo de inhibicién (mm) de
del  extracto | Escherichia coli ATCC Pseudomona aeruginosa
en (mg/100ulL) ATCC
| ! i Prom. | | il 1] Prom.
1 105 0 0 0 0 0 0 0 0
2 |1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |3 6.5 7 6.5 6.67, |6.5 6.5 6.5 6.5
4 |5 7.5 8.5 8 8 15 16 15.5 15.56
5 |10 12 11.5 |12 11.83 | 20 21 21 20.67
6 |20 125 |13 12.5 12.67 | 22 22 22 22
7 |40 125 [ 125 [125 12.5 23 24 23 23.3
8 |60 13 12.5 | 12.5 12.67 | 24 23.5 24 23.83
9 |80 13 13 13 13 24 25 245 | 245
10 | 100 13.5 |13 13.5 13.3 25 25 25 25
11 | 120 13.5 [13.5 |14 13.67 | 25 25.5 25,5 | 253
12 | 140 14 13.5 |14 13.83 | 26 25.5 26 25.83
13 | 160 14 14 13.5 13.83 | 27 27.5 27 27.17
14 | 180 14 14 14 14 28 27.5 27.5 | 27.67
15 | 200 145 |15 15 14.83 | 27.5 27.5 275 |27.5
16 | 220 15 14.5 |15 14.83 | 27 27.5 28 27.5
FUENTE: Elaboracién propia
Leyenda:
e I Primera medicién.
o I Segunda medicién.
o i Tercera medicién.
e Prom: Promedio.

INTERPRETACION:

En el cuadro podemos observar las concentraciones minimas inhibitorias resaltadas en
color amarillo y las concentraciones maximas en verde; la inhibicion del crecimiento
bacteriano se observa a la concentracion de 3mg/100uL para ambas cepas ATCC,
mientras que las concentraciones maximas fueron de 200mg/100ul. y 180mg/100ul. para
Escherichia coli ATCC y Pseudomona aeruginosa ATCC respectivamente.
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Tomando como base estos datos realizamos la estandarizacion de las concentraciones
para cada una de las cepas.

42.2.2. DE LA ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES
ANTIBACTERIANAS

Para la estandarizacion se usé la siguiente férmula:

Factor de incremento = {1

Dénde:

I = Concentracion maxima/Concentracién minima

r=N-1

N = Numero de concentraciones con las que se desee trabajar.

Las concentraciones con las que se trabaja se expresan de la siguiente manera:

Concentracién minima = Concentracion 1

Concentracion 1 x Factor de Incremento = Concentracién 2
Concentracion 2 x Factor de Incremento = Concentracién 3
Concentracion 3 x Factor de Incremento = Concentracion 4
Concentracion 4 x Factor de Incremento = Concentracién 5
Concentracion 5 x Factor de Incremento = Concentracion 6

Concentracion 6 x Factor de Incremento = Concentraciéon 7

© N o oA~ N =

Concentracién 7 x Factor de incremento = Concentracién 8

9. Concentracién 8 x Factor de Incremento = Concentraciéon 9
10. Concentracion 9 x Factor de incremento = Concentracion 10
11. Concentracion 10 x Factor de Incremento = Concentracién 11
12. Concentracién 11 x Factor de Incremento = Concentracion 12
13. Concentracion 12 x Factor de Incremento = Concentracién 13
14. Concentracién 13 x Factor de Incremento = Concentracién 14
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DETERMINACION DEL FACTOR DE INCREMENTO PARA EL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Psidium guajava “SAHUINTO”

Para Escherichia coli

o [|=200/3 — I=66.67

e N=14
o =141 —» r=13
F='V66.67
F=138

Para Pseudomona aeruginosa

o {=180/3 —» =60

e N=14
o r=14-1 —p r=13
F="V60
F= 1.37
Dénde:

F: Factor de incremento
INTERPRETACION:

Como podemos observar al aplicar la formula logramos hallar el factor de incremento de
dosis del extracto para las cepas de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, con
estos datos realizaremos la estandarizacién de las concentraciones como se observa en

el siguiente cuadro:
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CUADRO N° 4.9 Concentraciones estandarizadas para el ensayo de la actividad
antibacteriana del extracto Seco Hidroalcohélico al 70% de las hojas de Psidium
guajava “SAHUINTO”. -

OPERACION N° DE RESULTADO (mg/100uL) | RESULTADO (mg/100uL)
CONCENTRACION
Escherichia coli Pseudomona aeruginosa

Concentracion Concentracion 1
minima 3 3
Concentracién 1 XF | Concentracién 2 4.14 4.11
Concentracion 2 X F | Concentracion 3 6.9 _ 6.85
Concentracion 3 X F Concentracion 4 13.8 13.7
Concentracién 4 X F | Concentracién 5 276 274
Concentracion 5 XF | Concentraciéon 6 55.2 54.8
Concentracion 6 X F Concentracién 7 82.2 82.2
Concentracién 7 X F | Concentracion 8 110.4 109.6
Concentracion 8 X F | Concentracion 9 138 137
Concentracion 9 X F | Concentracion 10 165.6 164.4
Concentracion 10 X F | Concentracién 11 193.2 191.8
Concentracién 11 X F | Concentracion 12 220.8 219.2
Concentracién 12 X F | Concentracién 13 248.4 246.6
Concentracion 13 X F | Concentracion 14 276 274

FUENTE: ELABORACION PROPIA DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

INTERPRETACION:

Al realizar la estandarizaciéon de las concentraciones, observamos que hay diferencia

notable en comparacién con las concentraciones iniciales.

Las concentraciones obtenidas fueron utilizadas para determinar la sensibilidad

antibacteriana tanto en cepas ATCC como en cepas aisladas
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4.2.2.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDA6 ANTIBACTERIANA USANDO
LAS CONCENTRACIONES DE EXTRACTO ESTANDARIZADAS

4.2.2.3.1 DE LA CEPA ATCC Y CEPAS AISLADAS DE Escherichia coli:

La medida de los halos de inhibicion para la cepa ATCC y cepas aisladas de Escherichia
coli se realiz6 por triplicado mostrandose a continuacioén un promedio de tas mediciones.

CUADRO N° 4.10: Halos de inhibicién de la cepa ATCC de Escherichia coli

Halos de inhibiciébn cepas
ATCC (mm)

Concentracién extracto

. mg/100ul Escherichia coli

3 6

414 8

6.9 : 12

13.8 14

27.6 13

55.2 13

82.2 13

110.4 14

138 14

165.6 14

193.2 14

2208 14

248.4 15

276 115

Amikacina 30ug/100ul. 28

FUENTE: Elaboracién propia
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DISCUSION:

De acuerdo con el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud (46) los didmetros criticos para

enterobacterias usando a la Amikacina como farmaco patrén son los siguientes:

CUADRO N° 4.11: Halos de inhibicién para AMIKACINA

Amikacina 30ug

Halos de Inhibicién (mm)

Resistente " Intermedio Sensible

=14 15-16 217

FUENTE: Elaboracion a partir del Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud

El halo de inhibicién obtenido para la Amikacina (30ug/100uL) fue de 28 mm, de acuerdo
a este resultado la cepa ATCC de Escherichia coli es sensible al farmaco patrén,de
acuerdo al Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
por el Método de Disco Difusion, Instituto Nacional de Salud. En cuanto a la actividad
antibacteriana del extracto de Psidium guajava se obtuvo un mayor halo de inhibicion (15
mm) a la concentracion de 248.4 mg/100ulL, presentando una gran diferencia (de 13mm)
en cuanto a la actividad antibacteriana de el farmaco patrén.
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CUADRO N° 4.12: Halos de inhibicion de las cepas aisladas de Escherichia coli

Halos de inhibicién Cepas Aisladas (mm)

Concentracié | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de | Cepa de

n extracto | Escherichia | Escherichi | Escherichia | Escherichia | Escherichia | Escherichia | Escherichi | Escherichia | Escherichia | Escherichia
| mg/100ul. coli 1 acoli 2 coli 3 coli 4 coli § coli 6 acoli 7 coli 8 coli 9 coli 10

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4.14 9 8 8.6 9 9 8.5 9 8 8.8 9

6.9 12 11 12 11 12.32 11.52 12.44 11.98 12.04 11.68

13.8 12 12 12 11.56 12.44 12.02 12.56 12.12 12.78 12.24

276 13 12 12.5 12.48 12.78 13.98 14.04 12.68 13.14 12.76

55.2 14 12 12 13.54 14.02 14.76 13.56 13.76 12.78 13.68

822 14 14 13 13.78 14.82 14.46 14.12 14.02 14 .68 13.52

110.4 13 13.5 14 14.04 15.34 14.32 15.78 14.76 13.56 14.46

138 13 14 14 14.56 17.56 16.42 16.06 15.56 15.12 14.68

165.6 14 14.5 16 16.58 23.68 18.56 17.98 18.98 18.98 16.54

193.2 28 26 26.5 24.67 27.86 23.48 24.8 24.78 25.66 23.66

220.8 30 27.5 28 28.72 29.64 27.64 28.56 28.76 28.02 27.98

248.4 31 27.5 29 30.76 30.02 28.98 29.04 30.42 29.04 28.78

276 31 28 30 30.78 30.12 29.02 29.89 30.68 29.68 29.92

Amikacina

30ug/100ul. | 29 27 28 28 29 27 26 29 28 27

FUENTE: Elaboracién propia

Este cuadro nos muestra los promedios de los halos de inhibicién de la cepas aisladas de Escherichia coli.
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CUADRO N° 4.13: Distribucién numérica de las medidas de tendencia central y
dispersion de los halos de inhibicién producidos a diferentes concentraciones del
extracto de Psidium guajava “SAHUINTO”

INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95%
Concentraciones | N | PROMEDIO gg%‘{"fﬂg” E’S?,’?f"ﬁp AR PARA LA MEDLI'I"\W —
LIMITE SUPERIO
INFERIOR | 5
3 mg/100uL 10 |©° 0 0 0 0
a14mgnooul |10 | 869 0,406 0128 8,399 8,981
6.9 mg/100uL o | 11.798 0,496 0157 11,442 12.153
138 mgiooul. |10 | 12172 0,347 0,109 11,923 12,420
27.6 mgiooul | 10 | 12938 0,645 0,204 12,474 13,397
55.2 mgioouL | 10 | 13410 0,801 0,281 12,772 14,047
82,2 mg/100uL ' o | 14,040 0,539 01707 13,653 14,426
104 mgHoouL. | 10 | 14276 0,852 0,269 13,666 14,885
138 mgrioouL | 10 | 1509 1342 0,424 14,135 16,056
165,6 mgioouL | 10 | 17580 2,771 0876 15,507 19,562
193,2 mgMoouL | 10 | 2541 1,572 0,497 24,416 26,665
220,8mg100uL | 10 | 28482 0,827 0,261 27,890 20,073
248mg/100uL 10 | 29454 1,074 0,339 28,685 20,063
276mgH00uL o | 29,900 0,887 0,280 20,274 30,543
Concentraci6n
de Amikacina a |10 | 27,800 1,032 0,326 27,0611 28,538
30ug/100ul

FUENTE: Elaboracién propia
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DISCUSION:

De acuerdo al cuadro 4.12 podemos observar que el halo de inhibicion obtenido usando el
farmaco patrén (amikacina 30ug/mL) fue de 27,8 mm, por lo tanto las cepas bacterianas
aisladas a partir de pacientes atendidos en el Hospital Regional del Cusco son sensibles a
la Amikacina ya que segun el Manual de Procedimientos para Ié Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud un halo de inhibicién = 17
mm nos indica que la especie bacteriana en este caso Escherichia coli es sensible a la

accion del antibacteriano.
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FUENTE: Elaboraci6n propia

INTERPRETACION Y DISCUSION:

El presente gréafico muestra el promedio de los halos de inhibicién de las cepas aisladas
de Escherichia coli a diferentes concentraciones del extracto de Psidium guajava y del
antibidtico patron (Amikacina) y sus respectivos limites superior e inferior con un intervalo

de confianza de 95%.
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Como se observa en el grafico, a medida que se incrementa la concentracion del extracto,
los halos de inhibicién también incrementan su diametro; lo que nos permite observar
como aumenta la actividad antibacteriana del extracto, llegando incluso a superar la

actividad antibacteriana del farmaco patrén.

Esto nos indica que la especie vegetal Psidium guajava “SAHUINTO presenta una
actividad antibacteriana mayor al farmaco patrén (Amikacina 30ug/100ul) a las
concentraciones de 220,8mg/100ul, 248mg/100ul, 276mg/100ul con halos de
inhibicion de 28,482; 29,454 y 29,909 mm respectivamente, frente a las cepas aisladas a

partir de urocultivos de Escherichia coli.

ANOVA DE UN FACTOR (ANALISIS DE LA VARIANZA UNIFACTORIAL) PARA
LA COMPARACION DE LA DE LA LONGITUD DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS
DE INHIBICION A DISTINTAS CONCENTRACIONES Psidium guajava “SAHUINTO”

CUADRO N° 4.14: Anova Unifactorial

SUMATORIA | GRADOS | y1epy ESTADISTICO | SIGNIFICACION
COMPARACION | DE bE CUADRATICA | F- FISHER | ASINTOTICA
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE GRUPOS | 10985,940 14 748710 630,345 0,000
INTRA GRUPOS | 165,604 135 1227
TOTAL 11151634 | 149

FUENTE: Elaboracion propia

INTERPRETACION:

Como podemos observar en el cuadro ANQOVA Ila significacién asintética es 0.000 que es
menor que 0.05, lo que muestra que existe diferencias estadisticamente significativas
entre las diferentes concentraciones del extracto de Psidium guajava y el antibidtico
patrén (Amikacina), con respecto a los halos de inhibicién que producen cada uno de
ellos debido a esto se realiz6 una prueba post hoc de Scheffé.
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CUADRO N° 4.15: Agrupacion en sub conjuntos hecha a partir de la prueba Post-
Hoc o Post Test Sheffe

GRUPOS EN|, | SUBCONJUNTO PARA ALFA =0,05

COMPARACION 1 2 |3 4 5 6 7 8

3 mg/100uL 10 |°

4,14 mg/100uL 10 8,69

6,9 mg/100ul. 10 11,798

13,8 mg/100uL 10 12,172 112,172

27,6 mg/100uL 10 12,936 | 12,936 | 12,93

55,2 mg/100ulL 10 13,41 13,410 | 13,41

82,2 mg/100ul 10 14,04 14,040 | 14,04

110,4 mg/100uL 10 14,276 | 14,27

138 mg/100uL 10 - 15,09 | 4758

165,6 mg/100uL 10 25,54

193,2 mg/100ul. 10 27,80 | 27,80

Amikacina30ug/100 28,48
10

ul

220,8mg/100uL 10 29,45

248mg/100ul 10 29,90

276mg/100ul 10 27,80

Sig, asintética ;0 | 1000 100 [0734 [0223 [0183 1,000 | 0,125 | 0,219

FUENTE: Elaboraci6n propia

INTERPRETACION Y DISCUSION:

El presente cuadro agrupa las concentraciones que no presentan diferencias
estadisticamente significativas en subconjuntos con una significancia asintética = 0.05, lo
que nos indica que existe una actividad antibacteriana similar entre estas
concentraciones, siendo importante resaltar que las concentraciones de 193,2 mg/100uL,
220,8mg/100ul., 248mg/100ul y 276mg/100ul del extracto vegetal que se encuentran
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resaltadas en amarillo, estas poseen una actividad antibacteriana similar al farmaco
patrén que tiene un halo de inhibicion igual a 28.48 mm.

A partir de esto corroboramos que la especie vegetal de Psidium guajava “SAHUINTO”
presenta actividad antibacteriana similar e incluso superior que el farmaco patrén a las
concentraciones ya mencionadas, frente a cepas aisladas de Escherichia coli a partir de

urocultivos positivos.

PRUEBA DE TEST DE STUDENT PARA LA COMPARACION DE LOS
DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION PRODUCIDO POR EL EXTRACTO DE
Psidium guajava SOBRE LA CEPA ATCC Y LAS CEPAS AISLADAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE Psidium guajava Y DEL FARMACO
PATRON

CUADRO N° 4.16: Prueba t-test (Test de Student)

Concentracién ) ) 95% .de intervalo de
del Extracto de Grados sig. Diferencia cc_>nflanz_a para
Psidium t-test de asintética | 9 . diferencia de
\ libertad medias medias

guajava -

v.min v.max
4,14mg/100ul. | 5,364 9 0,000 0,690 0,399 0,981
16,9mg/100ul -1,285 9 0,231 -0,202 -0,557 0,1535
13,8mg/100ul. | -16,643 9 0,000 -1,828 -2,076 -1,579
27,6mg/100ul! | -0,314 9 0,761 -0,0640 -0,525 0,397
55,2mg/100ul! | 1,455 9 0,180 0,410 -0,227 1,047
82,2mg/100ul | 6,091 9 0,000 1,040 0,653 1,426
110,4mg/100ul! | 1,024 9 0,333 0,276 -0,333 0,885
138mg/100ul 2,581 9 0,030 1,096 -0,135 2,056
165,6mg/100ul | 4,085 9 0,003 3,580 1,597 - | 5,562
193,2mq/100ul | 23,216 9 0,000 11,541 10,416 12,665
220,8mg/100ul | 55,372 9 0,000 14,482 13,890 15,073
248mg/100ul. | 42,530 9 -1 0,000 14,454 13,685 15,222
276mg/100uL 53,142 9 0,000 14,909 14,274 15,543
Amikacina AEEE
30ug/1 OOUD -0,612 9 ,555 -0,200 -0,938 0,538

FUENTE: Elaboracién propia
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INTERPRETACION:

Este cuadro nos presenta una comparacion estadistica de los halos de inhibicion
producidos por el extracto seco hidroalcoholico de Psidium guajava y del farmaco patron
(Amikacina 30ug/100ul) en las cepas ATCC de Escherichia coli y las cepas aisladas de
Escherichia coli a partir de urocultivos positivos, donde las concentraciones resaltadas en
amarillo son aquellas donde se presento una actividad antibacteriana similar frente a las

cepas bacterianas en experimentacion por parte del extracto.

Podemos apreciar que la Amikacina presenta una actividad antibacteriana similar frente a
ambos tipos de cepas bacterianas (ATCC y Aisladas a partir de urocultivos positivos) de

Escherichia coli.
ANALISIS Y DISCUSION

Podemos ver que el farmaco patron presenta buena actividad antibacteriana frente a las
cepas ATCC y las cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes del Hospital Regional
del Cusco mostrando incluso una actividad antibacteriana similar como vemos en el

siguiente cuadro:

CUADRO N°17 Comparacion entre halos de inhibicién producidos por el farmaco
patrén Amikacina

Amikacina 30ug/100uL

BACTERIA Halos de inhibicion
Escherichia coli ATCC 28 mm
Escherichia coli aislada 28.48mm

FUENTE: Elaboracién a partir de los datos experimentales

Segun el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana del
Instituto Nacional de Salud, ya que los halos de inhibiciéon son mayores a 17 mm se tiene
que las cepas bacterianas son sensibles a la actividad antibacteriana del farmaco patrén,
a diferencia del extracto de la especie vegetal Psidium guajava que no posee actividad
antibacteriana frente a la cepa ATCC de Escherichia coli.
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En el siguiente cuadro podemos ver las concentraciones del extracto vegetal que tienes

actividad antibacteriana similar a la del farmaco patrén:

CUADRO N°18 Concentraciones de extracto con actividad antibacteriana similar

Extracto de la especie vegetal Psidium guajava

BACTERIA

Concentraciones con actividad
antibacteriana similar con el farmaco
patrén

Escherichia coli ATCC

No hay concentraciones

Escherichia coli aislada

Segin el cuadro 4.15 se tiene cuatro
concentraciones con actividad
antibacteriana similar

FUENTE: Elaboracién a partir de datos experimentales

4.2.2.3.2 DE LA CEPA ATCC Y CEPAS AISLADA DE Pseudomona aeruginosa

Este cuadro muestra el promedio de los halos de inhibicibn de la cepa ATCC de

Pseudomona aeruginosa:

CUADRO N° 4.19: Halos de inhibicién de la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa

Halos de inhibicibn cepas
ATCC (mm)

Concentracién extracto

mg/100uL Pseudomona aeruginosa

3 6.3

4.11 15.8

6.85 24

13.7 24

27.4 23

54.8 24.5

82.2 25

109.6 25

137 26

164.4 26

191.8 27

219.2 28

246.6 27

274 26

Amikacina 30ug/100ulL 26

FUENTE: Elaboracion propia
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DISCUSION:

De acuerdo con el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud, los diametros criticos para Pseudomonas

usando a la Amikacina como farmaco patrén son [os siguientes:

CUADRO N° 4.20: Halos de inhibicién para AMIKACINA

AMIKACINA 30ug

Halos de inhibicién (mm)

Resistente Intermedio Sensible

<14 15-16 217

FUENTE: Elaboracion a partir del Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud.

El halo de inhibicion obtenido para la Amikacina (30ug/100ul) fue de 26 mm, de acuerdo
a este resultado la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa es sensible al farmaco

patrén.

También podemos observar una elevada actividad antibacteriana por parte de las distintas
concentraciones del extracto de Psidium guajava, teniéndose un halo de inhibicién de 28
mm por parte de la concentracion de 219.2 mg/100uL, que es superior a la obtenida por
parte del farmaco patron (Amikacina 30ug/100ulL) indicandonos que el extracto presenta
mayor actividad antibacteriana frente a la cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC.
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CUADRO N° 4.21: Halos de inhibicién de la cepa aislada de

Pseudomona aeruginosa

Halos de inhibicién cepas Aisladas (mm)

Concentraciéon Pseudomona Pseudomona Pseudomona
extracto mg/100uL | aeruginosa aeruginosa aeruginosa
3 0 {0 0

4.11 8 7 8

6.85 11 11 11

13.7 10 11 12

274 10 10 10

54.8 11.2 11.8 12

82.2 11.56 11.5 12

109.6 11 10 11

137 11 11 11

164.4 11 11 10

191.8 11 11 11

219.2 11 10 11

246.6 11 11 11

274 11 11 10
Amikacina

30ug/100ul 22 21 23

FUENTE: Elaboracién propia

Este cuadro muestra las tres mediciones realizadas del halo de inhibicién para la cepa

aislada de Pseudomona aeruginosa.
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CUADRO N° 4.22: Distribucién numérica de las medidas de tendencia central y

dispersion de los halos de inhibicién producida a diferentes concentraciones del

extracto de Psidium guajava “SAHUINTO”

INTERVALO DE
Concentraciones | N PROMEDIO gg?kaDC/::ORN ESRIT?/?IsD AR gggzlle i;IAEDI?\L 9%
LIMITE | LIMITE
INFERIOR | SUPERIOR
3 mg/100uL 10 |© 0 0 0 0
411 mg/A00ul |10 | 7,666 0,577 0,333 6,232 9,100
6,85 mg/100uL. | 10 | 11 0 0 0 0
13,7 mg/100ul |10 | 11 1 0.577 8515 13.484
274 mgroou. |10 | 1° 0 0 0 0
54,8 mg/100uL__| 10 |1i1,666 0.416 0,240 70,632 | 12,700
82,2mg/00uL |10 | 1,666 0,288 0.166 10949 [ 12.383
109,6 mg/100ul | 10 | 10,666 0,088 0.166 10049 | 12.383
137 mgrroou. |10 |1 0 0 0 0
164,4 mg/100ul | 10 | 10.66 0.577 0,333 9.232 12,100
191,8 mg/100ul |10 |1 0 0 0 0
219,2 mg/100uL_| 10| 10,666 0577 0333 9,232 12,100
246,6 mgr1oouL | 10 | V' 0 0 0 0
274 mg/i00ul |10 | 10,666 0577 0,333 9,032 12.109
g;";’;jfégz . Tl |22 1 0,577 19515 | 24484

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

El cuadro muestra el promedio de los halos de inhibicion de la cepas aislada de

Pseudomona aeruginosa a diferentes concentraciones del extracto de Psidium guajava y

del antibidtico patron (Amikacina).

De acuerdo al cuadro vemos que el farmaco patrén presento un halo de inhibicion de 22

mm lo cual nos indica que la cepa de Pseudomona aeruginosa aislada a partir de

pacientes atendidos en el Hospital Regional del Cusco, es sensible a la actividad

antibacteriana de la Amikacina. Respecto al extracto de Psidium guajava se presento el

mayor halo de inhibicion (11.66 mm) a la concentracion de 82,2 mg/100ulL.
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Se deduce rapidamente del cuadro anterior que ninguna de las concentraciones del
extracto de Psidium guajava “SAHUINTO” presenta una actividad antibacteriana similar a

la del farmaco patréon Amikacina.

ANOVA DE UN FACTOR (ANALISIS DE LA VARIANZA UNIFACTORIAL) PARA LA
COMPARACION DE LA DE LA LONGITUD DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE
INHIBICION A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE Psidium guajava “SAHUINTO”

CUADRO N° 4.23: Anova Unifactorial

comparaci | 2 WATORL| GRADO | Mepia | ESTADISTI | SIGNIFICACH
ON cuaDRAD | LIBERT | CHAPRATI |23, - F ggINTOTICA
| os AD

Z”,LL‘;‘D%S 762,578 14 | 54,470 208,253 0000
INTRA

GRUPOS | 7847 30 0,262

TOTAL 770424 |44

FUENTE: Elaboracidn propia
INTERPRETACION:

Como podemos observar en el cuadro ANOVA la significacioén asintdtica es 0.000 que es
mucho menor que 0.05, lo que muestra que existe diferencia estadisticamente
significativa entre las diferentes concentraciones del extracto de Psidium guajava vy el
antibidtico patrén (amikacina), con respecto a los halos de inhibicién que producen cada

uno de ellos debido a esto se realizo una prueba post hoc de scheffé.
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CUADRO N° 4.24: Agrupacién en sub conjuntos hecha a partir de 1a prueba Post-
Hoc o Post Test Sheffe

GRUPOS EN N SUB CONJUNTO PARA ALFA = 0,05
COMPARACION 1 2 3 4

3 mg/100ul 10 0,000

4,11 mg/100uL 10 7,666

27,4 mg/100ul! 10 10,000,

109,6 mg/100ull 10 10,666

164,4 mg/100ul 10 10,666

219,2 mg/100ul 10 10,666

274 mg/100ul! 10 j10,666

6,85 mg/100ul , 11,000

13,7 mg/100ul 10 11,000

137 mg/100ul 10 , 11,000

191,8 mg/100ul 10 11,000

246,6 mg/100ul 10 11,000,

54,8 mg/100ul] 10 ] 11,666

82,2 mg/100ul’ 10 11,666

Amikacina 10 22,000
30ug/100ul

Sig, asintética 10 1,000 1,000 ,368 1,000

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

El presente cuadro agrupa las concentraciones que no presentan diferencias
estadisticamente significativas en subconjuntos con una significancia asintética = 0.05, lo
que nos indica que existe una actividad antibacteriana similar entre estas

concentraciones.

Podemos observar que las concentraciones resaltadas en amarillo no presentan
diferencias en cuanto a la actividad antibacteriana, pero esta es relativamente baja en
comparacién con la actividad antibacteriana que muestra el farmaco patrén Amikacina,
corroborandose asi que no existe ninguna concentracién del extracto que presente una
actividad antibacteriana similar al farmaco patrén.

109



PRUEBA DE TEST DE STUDENT PARA LA COMPARACION DE LOS DIAMETROS DE
LOS HALOS DE INHIBICION PRODUCIDO POR EL EXTRACTO DE Psidium guajava

SOBRE LA CEPA ATCC Y LAS CEPAS AISLADAS A DIFERENTES

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE Psidium guajava Y DEL FARMACO

PATRON

CUADRO N°4.25: Prueba T-Test (Test de Student)

Concentracioén , . 95% 'de intervalo de
del Extracto de Grados Sig. Diferencia cqnftanz_a para
Psidium t-test de asintética de diferencia de
. libertad medias medias

guajava -

v.min v.max
4,11mg/100ul. | -24 40 2 0,002 -8,133 -9,567 -6,699
13,7mg/100ul | -22,517 2 0,002 -13,00 -15,484 -10,515
54,8mg/100ul. | -53,39 2 0,000 -12,833 -13,867 -11,799
82,2mg/100uL | -80,0 2 0,000 -13,333 -14,050 -12,616
109,6mg/100uL | -43,00 2 0,001 -14,333 -14,767 -12,899
164mg/100ul -46,00 2 0,000 -15,333 -16,767 -13,899
219,2mg/100ul | -52,00 2 0,000 -17,333 -18,767 -15,899
274ml/100ul -46,00 2 0,000 -15,33 -16,767 -13,899
30ug/100ul -6,00 2 0,020 -4 000 -6,4,94 -1,515

FUENTE: Elaboracion propia

INTERPRETACION:

El presente cuadro nos muestra que existe diferencias estadisticamente significativas

entre los halos de inhibicién producidos por el extracto de la especie vegetal Psidium
guajava “SAHUINTO” sobre la cepa ATCC y la cepa aislada de Pseudomona aeruginosa,
esto es algo que se observa a simple vista al observar los cuadros numero 4.30 y 4.32, y

ver que los halos de inhibicibn mas elevados se produjeron al emplear el extracto de

Psidium guajava en la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa.

ANALISIS Y DISCUSION:

De acuerdo a estos resultados tenemos que el extracto de Psidium guajava presenta una
actividad antibacteriana mayor frente a la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa en

comparacioén con la cepa aislada. .
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Los halos de inhibicion producidos al usar el farmaco patrén (Amikacina 30ug/100uL) en
la cepa ATCC y la cepa aislada de Pseudomona aeruginosa a pesar de presentar
diferencias estadisticamente significativas nos muestran que la Amikacina tiene actividad
antibacteriana frente a ambas cepas como vemos en el siguiente cuadro:

CUADRO N°26: Comparacién entre halos de inhibicién producidos por el farmaco
patrén Amikacina

Amikacina 30ug/t00uL

BACTERIA Halos de inhibicién
Pseudomona aeruginosa ATCC 26 mm
Pseudomona aeruginosa aislada 22mm

FUENTE: Elaborado a partir de los datos experimentales

Como mostramos anteriormente segun el Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud si los halos de inhibicién son
 mayores o iguales a 17 mm la cepa es sensible a la actividad antibacteriana del farmaco
patrén pero vemos que hay una diferencia de 4 mm entre la cepa aislada y la cepa ATCC
de Pseudomona aeruginosa lo que nos indica que la cepa aislada de Pseudomona
aeruginosa no es tan sensible frente al farmaco patréon como lo es la cepa ATCC de dicha

bacteria.

En este cuadro se muestra las concentraciones que presentan actividad antibacteriana
similar con el farmaco patrén:

CUADRO N°27 Concentraciones de extracto con actividad antibacteriana similar

Extracto de la especie vegetal Psidium guajava

BACTERIA Concentraciones con actividad
antibacteriana similarcon el farmaco
patrén
Pseudomona aeruginosa ATCC Segin el cuadro 4.24 se tiene 12

concentraciones que presentan actividad
antibacteriana similar.

Pseudomona aeruginosa aislada No hay concentraciones.

FUENTE: Elaborado a partir de los datos experimentales
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Vemos que solo en las pruebas que se realizaron con la cepa ATCC de Pseudomona
aeruginosa se obtuvo 12 concentraciones con actividad antibacteriana similar a la del-

farmaco patron.
DISCUSION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA:

METWALLY AM et al. (3) ha demostrado la actividad antibacteriana de la especie
vegetal Psidium guajava empleando distintos extractos obtenidos con diferentes
concentraciones de etanol (16, 50 y 96%) e incluso aisl6 flavonoides donde la Quercetina
a una concentracién de 3mg/ml demostrd tener actividad antibacteriana contra cepas de
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa; también menciona que los flavonoides son los

compuestos mas abundantes en las hojas de Psidium guajava L.

P. GHOSH et al (47) aisldé por primera vez dos terpenoides (el acido Betulinico y el
Lupeol) a partir de hojas de Psidium guajava L., determinando su actividad antibacteriana,
demostrando que el Lupeol presenta mayor actividad contra cepas bacterianas gram
negativas entre estas Escherichia coli con una concentracién minima inhibitoria de 200

ug/mi.

BUVANESWARI et al. (48) determinaron la actividad antimicrobiana de Psidium guajava
L. por el método de difusién en discos antimicrobianos, empleando un extracto acuoso y
otro metanolico (a una concentraciébn de 70%) teniéndose como mayores halos de
inhibicion 10mm y 15 mm respectivamente, esto a una concentracion de 50 uL de
extracto/disco para la cepa bacteriana Escherichia coli ATCC, estos resuitados coinciden
con los obtenidos en nuestra investigaciéon, donde el halo de inhibicibn mayor para
Escherichia coli ATCC fue de 15 mm para una concentracién de 276 mg/100ul, debemos
resaltar que nosotros realizamos la determinacién de la actividad antibacteriana por el
método de pozos excavados lo cual no le quita validez a nuestra investigacién ya que
segun JHON J. ROJAS et al.(49) que evalué el método de pozos en agar y el método
de Kirby Bauer (usando discos de sensibilidad) usando la especie vegetal Spilantes
americana, frente a distintas cepas bacterianas ATCC como Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Staphilococcus aureus, Streptococcus b-hemolitico y
Saccharomyces cereviciae, llegando a la conclusiéon de que el método de pozos en agar
es mas sensible que el método de Kirby Bauer, recomendando emplear el método de
pozos en agar para determinar la actividad antibacteriana de extractos de plantas

medicinates.
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BUVANESWARI et al. También trabajaron con Pseudomona aeruginosa ATCC, donde
obtuvieron halos de inhibicién de 10 mm y 14 mm para su extracto acuoso y metanélico
respectivamente a una concentracién de 50 ul de extracto/disco, a diferencia de nuestra
investigacién donde Psidium guajava presenta una actividad antibacteriana elevada
incluso superando al fArmaco patron como ya mencionamos anteriormente, esto puede
deberse a que en la investigacion de BUVANESWARI et al. su extracto acuoso carece de
Taninos y su extracto metanélico carece de Flavonoides (compuestos que de acuerdo a
otras investigaciones se comprobé que son importantes en la actividad antibacteriana de
muchas especies vegetales) mientras que nuestro extracto seco hidroalcohdélico presenta
ambos compuestos como podemos ver en el andlisis fitoquimico; probablemente estos
metabolitos secundarios tengan una accién sinérgica lo cual responderia al porque
nuestro extracto presenta una actividad antibacteriana elevada contra Pseudomona

aeruginosa ATCC.
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4.3 DE LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD SUB-AGUDA

4.3.1 DEL PESO DE LAS RATAS

En el siguiente cuadro tenemos los pesos de las ratas que fueron tomados cada 7 dias a

partir def primer dia de administracién del extracto:

CUADRO N- 4.28: Recoleccién de peso de las ratas para el estudio de la toxicidad

Subaguda
I ler dia 7modia | 14avodia J{ 21avo dia | 29avo dia
o TRata [ pesorata |[PesoRata | pesorata | PesoRata | Peso Rata
: | . |
RN S | | ] iy
N 282.67 261.62 263.9 . 282.17 283.56
£ I
® [0 ] 28731 264.75 256.3 226.48 223.65
§ C 27415 22208 204.08 (fallecido) (fallecido)
- (P | 27513 244.47 2258 244.8 259.65
@ L | 27406 2315 2218 228.24 248.02
N 25778 | 2253 21038  |2216 | (fallecido)
o o v
5 QO 12578 240.8 250.07 25285 . |24881
§ ¢ 26228 240.87 24828 - | 255.15 255.88
;\] P 126513 269.25 ‘ 27446 284.73 285.95
O it 255.5 (fallecido) _(fallecido) {fallecido) (fallecit_ig)ﬁw
N 246.62 192.08 209.35 225.6 239.17
00
G .
E 0 | 24985 24394 237.89 2249 (fallecido)
=4 C 124282 173.4 134.18 {fallecido)  (fallecido)
?,j p | 245.5 22894 225.04 228.35 219.25
@ L 7] 25146 223.9 222.63 231.77 23495
N 21143 ] 234.05 23752 | 2365 | 24858 -
0] 224.18 227.65 23242 2289 231.15
c |23 232.06 238.18 2386 247.78
2 P 2283 | 24004 24499 | 2379 243.72
3 L 2139 229.34 234.8 237.84 242.4

FUENTE: Elaboracién propia
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PESO EN GRAMOS

GRAFICO N° 4.4 PESOS DE LAS RATAS EN EL TRANSCURSO DE LA
EXPERIMENTACION

280,00 Dosis en
comparacion
—— 50mgig
====100mgig
‘ = 200maikg
| === control
260,007 o
240,00
220,00
]
]
200,00

— 1 T ¥ T i
primer dia septimo dia 14avo dia 21avo dia 29avo dia

dias de evaluacion

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La grafica nos muestra que se produjo una pérdida de peso en los 3 grupos tratados con
el extracto de Psidium guajava L., mientras que el grupo control (que recibié agua

destilada en vez de extracto de Psidium guajava L.) presento un aumento de peso durante

todo el periodo de experimentacion.
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ANALISIS:

El grupo G1 (50mg/Kg) presento una pérdida de peso del 15.9% respecto al peso inicial,

esto sucedidé hasta el dia 14,

empezaron a ganar peso hasta el ultimo dia de administracion del extracto.

a partir de este dia los animales de experimentacion

El grupo G2 (100mg/Kg) presento una pérdida de peso del 6.03% respecto al peso
inicial, esto sucedié hasta el dia 7; a partir de este dia los animales de experimentacién

empezaron a ganar peso lentamente hasta el Gltimo dia de administracion del extracto.

El grupo G3 (200mg/Kg) presento una pérdida de peso del 16.75% respecto al peso
inicial, esto sucedié hasta el dia 14; a partir de este dia los animales de experimentacion

empezaron a ganar peso hasta el ultimo dia de administracién del extracto.

El grupo Control presento un incremento de peso del 11.25% respecto al peso inicial,

este incremento de peso se dio hasta el dltimo dia de administracién del extracto.

ANOVA FACTORIAL (ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL) PARA LA
COMPARACION DEL PESO DE LAS RATAS SOMETIDAS A DISTINTAS DOSIS DEL
" EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO DE Psidium guajava “Sahuinto” Y GRUPO
CONTROL.

CUADRO N°4.29:

CUADRO ANOVA PARA COMPARACION DE PESOS

MEDIA
GRADOS | SUMATORIA | cyUADRATICA i SIGNIFICACION
DE DE ,’f:s TADISTICO | »qiNTOTICA
LIBERTAD | CUADRADOS (P)
4116,065
COMPARACION ’
DE GRUPOS | ° 12348,19 11,543 0,000
DIAS DE 1398,72 1
MEDICION 5 5594,915 3,923 0,006
ERROR 57 0,655 i

FUENTE: Elaboracion propia

INTERPRETACION:

El cuadro nos muestra que existe diferencia estadisticamente significativa tanto para los

grupos en comparacion como para los dias de medicién ya que la significacion asintética
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para ambos es menor a 0.05, esto nos indica que existe diferencia entre el promedio de
los pesos en total entre los 4 grupos de experimentacién asi como también diferencia
entre los promedios de los pesos que fueron tomados en cada uno de los dias de
medicion , esto nos lleva a realizar una prueba Post-Hoc, para determinar exactamente

donde se encuentra esta diferencia.

PRUEBA POST-HOC O POST TEST SCHEFFE PARA LA COMPARACION MULTIPLE
DEL PESO DE LAS RATAS DE ACUERDO A LOS DISTINTOS DIAS DE EVALUACION

CUADRO N°4.30: Prueba Post-Hoc o Post Test Scheffe

INTERVALO DE
pIFEREN | SIGNIFICACI | CONFIANZA AL  95%
GRUPOS EN| o4 DE ON PARA LA DIFERENCIA
COMPARACION MEDIAS ASINTOTICA | DE MEDIAS
(P) LIMITE LIMITE
] INFERIOR | SUPERIOR
gfqp TIMO | 179840 | 077 -1,1561 37,1241
DECIMO_ )
~___|ICUARTO 20,8246 | {025 1,6844 39,9647
PRIMER | DIA '
DIA VIGESIMO
PRIVER Dia | 10:5523 583 -9,1567 30,2614
VIGESIMO
NOVENO 3,4322 ,991 -16,9747 23,8391
DiA
DECIMO
CUARTO 2,8405 ,994 -16,5434 22,2245
DiA
SEPTIM | VIGESIMO
0 DA PRIMER Dia | 74317 845 -27,3776 12,5142
VIGESIMO
NOVENO -14,5519 | ,300 -35,1876 6,0839
DIA
VIGESIMO
pECIMO | PRIMER Dia | -10:2722 | 619 -30,2181 619
CUART | VIGESIMO
O DIA NOVENO -17,3924 | ,143 -38,0282 143
] DiA
g’GES’M VIGESIMO | ...
NOVENO ’ ,888 -14,0444 28,2847
PRIMER | \:
DIA DiA

FUENTE: Elaboracién propia
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INTERPRETACION:

La prueba Post-Hoc compara un dia con otro mostrandonos, por ejemplo, si existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los pesos tomados el primer dia y los pesos
tomados el decimo cuarto dia, que en este caso se encuentra resaltado en amarillo y nos
dice que existe una diferencia de peso estadisticamente significativa entre estos dias, ya
que como se dijo anteriormente, fue hasta el decimo cuarto dia donde se produjo una

gran pérdida de peso por parte de dos grupos de experimentacién ( grupos G1y G2).

4.3.2 DE LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS
4.3.2.1 DETERMINACION DEL HEMATOCRITO
CUADRO N° 4.31: Resultados de Hematocrito

GRUPO/DOSIS EXTRACTO

b

ATA HEMATOCRITO (%)
53

48
(fallecido)
52

| 48
(fallecido)
52.94

45

51
(fallecido)
56 ,
(fallecido)
(fallecido)

47

48

49

50.77
51.56
50.87

49

G1 (50mg/Kg)

G2 (100mg/Kg)

G3 (200mg/Kg)

Control

FoO0Z2IrvoolZrvono2iroo o2

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N°4.32: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la

comparacion de hematocrito de las ratas sometidas a distintas dosis por kilogramo

de peso y grupo control

SUMATORIA

GRADOS

MEDIA

DE DE CUADRATICA ESTADIST,CO ils(’;x;%?fc(zo(g
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | ,826 3 275 ,031 1992
GRUPOS
INTRA 98,514 11 8,956
GRUPOS
FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION: Este cuadro nos indica si es que existe alguna diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos de experimentacién (grupos G1, G2, G3 Y

Control) en cuanto a los valores de hematocrito obtenidos, al ser la significacion asintotica

mayor a 0.05 tenemos que los valores de hematocrito son similares entre ellos.

Entonces podemos afirmar que no existe variacién entre los grupos tratados con el

extracto y el grupo control en cuanto a los valores de hematocrito.

DISCUSION:

b

Segin LEON GONI et al. (50) los valores de referencia de hematocrito se encuentran
entre 33.9 - 48.5%,
experimentacion son ligeramente mas elevados en comparaciéon a los valores de

mientras que

los datos obtenidos en

los animales de

referencia; esto se puede deber al cambio de altura al que fueron sometidas las ratas ya

que estas fueron traidas del Instituto Nacional de Salud ~ Lima.
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4.3.2.2 DE LA DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA

Para determinar la hemoglobina se utilizé un kit reactivo, los resultados se muestran en la

siguiente tabla:

CUADRO N°4.33: Resultados de Hemoglobina

GRUPO/DOSIS EXTRACTO

RATA

HEMOGLOBINA (g/dL)

G1 (50mg/Kg)

13.76

14.14

(fallecido)

14.5

13.98

G2 (100mg/Kg)

(fallecido)

12.14

11.99

11.85

(faliecido)

G3 (200mg/Kg)

14.28

(faliecido)

(fallecido)

15.5

12.5

Control

13.71

13.56

14.89

riolo|o|z|riv|o|o|z|r|v|ojo|z|—|volol=z

14.89

13.43

FUENTE: Elaboracién propia

CUADRO N° 4.34: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la

comparacién de hemoglobina de las ratas sometidas a distintas dosis por

kilogramo de peso y grupo contro!

SUMATORIA | GRADOS | MEDIA SIGNIFICACION
DE DE CUADRATICA ,’f:s TADISTICO | 1 sINTOTICA
| CUADRADOS | LIBERTAD (P)
ENTRE | 10,592 3 3.531 5.502 015
GRUPOS
INTRA | 7033 T 539
GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia
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INTERPRETACION:

Este cuadro nos indica si es que existe alguna diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos de experimentacion (grupos G1, G2, G3 Y Control) en cuanto a los
valores de hemoglobina obtenidos, en este caso la significancia asintética es menor a
0.05 habiendo entre los grupos diferencia estadisticamente significativa, para ver donde

se encuentra esa diferencia se realiza la prueba Post-Hoc.

CUADRO N° 4.35: Prueba Post-Hoc o Post Test Scheffe para la comparacion
multiple de la hemoglobina de las ratas de acuerdo a las distintas concentraciones

del extracto y grupo control

INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95%
GRUPOS EN | DIFERENCIA igﬁ,’;’fgfgé’v PARA LA DIFERENCIA
COMPARACION DE MEDIAS | 75 DE MEDIAS
LIMITE LIMITE
| INFERIOR | SUPERIOR
100 mg/kd | 2,09917 1039 L0956 41027
50 mg/kg | 200 mg/kg | - 00083 1,000 20044 | 2.0027
control | -,00350 1,000 17632 17562
00 200 mg/kg | -2.10000 055 42419 0479
mg/kg | Eontrol | -2.10267 1030 40184 - 1869
200 1,000 19184 19131
mg/kg control -,00267

FUENTE: Elaboracioén propia
INTERPRETACION:

Como podemos observar en el cuadro existen diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de 50 y 100 mg/kg y entre los grupos de 100mg/Kg y control.
DISCUSION:

A pesar de que existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
experimentacion respecto a los resultados de hemoglobina, estos se encuentran entre los
valores de referencia segin LEON GONI et al. que van de 12.31 — 15.18 gr/dL
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4.3.2.3 DE LA DETERMINACION DEL RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS

El recuento de globulos rojos se realizo en una camara de neubauer, los resultados se
muestran en la siguiente tabla:

CUADRO N° 4.36: Resultados del Recuento de Glébulos Rojos

RATA RECUENTO DE GLOBULOS
ROJOS X 10° /mm® de
GRUPO/DOSIS EXTRACTO sangre
94

8.6
{fallecido)
9.1

8.7
(fallecido)
8.9

7.5

8.9
(fallecido)
9.5

| (fallecido)
(fallecido)
8.5

8.9

8.9

9.1

9.1

9

8.4

G1 (50mg/Kg)

G2 (100mg/Kg)

G3 (200mg/Kg)

Control

| o|0|o|Z|r|v|o|o|z|r|v|o|olz|r|v|ojo|z

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N° 4.37: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacién del recuento de glébulos rojos de las ratas sometidas a distintas

dosis por kilogramo de peso y grupo control

ggMATOR’A ggADOS I ATica | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
F : ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | 610 3 503 873 485
GRUPOS
INTRA | 2563 T 233
GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La significacion asintética es mayor a 0.05 los que nos dice que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos de experimentacién respecto al recuento

de gldbulos rojos.

DISCUSION:

Segin LEON GONI et al. los valores de referencia del conteo de glébulos rojos se
encuentran entre 6.07 — 7.74 x 10° glébulos rojos por milimetro cubico de sangre a

diferencia de los resultados que obtuvimos que son mayores a los valores referencia,
esto se puede deber al cambio de altura, comprobando asi los resultados obtenidos al

realizar la prueba de hematocrito.
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4.3.2.4 DE LA DETERMINACION DEL RECUENTO DE GLOBULOS BLANCOS

El recuento de gldbulos blancos se realizo en una camara de neubauer, los resultados se

muestran en la siguiente tabia:

CUADRO N° 4.38: Resultados del Recuento de Glébulos Blancos

GRUPO

RATA

RECUENTO DE GLOBULOS
BLANCOS/mm?

G1 (50mg/Kg)

7200

7800

(fallecido)

6400

7500

G2 (100mg/Kg)

{fallecido)

8400

8400

7800

(fallecido)

G3 (200mg/Kg)

6600

(fallecido)

(fallecido)

7000

6800

Control

7600

7400

8800

7000

FloI00|Z(rr| o029 0[0/Z2/Iroi0|0|2

7600

FUENTE: Elaboracién propia

CUADRO N° 4.39: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacién del recuento de glébulos blancos de las ratas sometidas a distintas
dosis por kilogramo de peso y grupo control

SUMATORIA gl’_;"ADOS o ATiCA | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
F ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | 3401833333 | 3 1133044 444 | 3,879 1051
GRUPOS
INTRA | 3215500000 | 11 207318.182
GRUPOS

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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INTERPRETACION:

La significacién asintética es mayor a 0.05 lo que nos dice que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de experimentacion respecto al conteo de

glébulos blancos.
DISCUSION:

Segin LEON GONI et al. los valores de referencia del recuento de glébulos blancos se
encuentran entre 5040 — 12 360 glébulos blancos por mililitro de sangre. Los resultados
obtenidos a partir de los grupos de experimentacién se encuentran entre los valores de:

referencia.
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4325 DE LA DETERMINACION DEL RECUENTO DIFERENCIAL DE
GLOBULOS BLANCOS

CUADRO N° 4.40: resultados del recuento diferencial de glébulos blancos

RATA | RECUENTO DIFERENCIAL DE GLOBULOS BLANCOS
NEUTROFILOS | BASOFILOS | LINFOCITOS | MONOCITOS | EOSINOFILOS
GRUPO (%) (%) (%) (%) (%)
N 10 0 68 0.5 1
0 11 0 67 1 1
G1 C (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido)
(50mg/K | P 13 0 65 0.5 1
a) L 0 70 0.5 1
18 ‘
N (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido)
0] 14 0 75 0 1
G2 C 16 1 71 0 2
(100mg/ | P 19 0 69 1 1
Ka) L (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido) {fallecido)
N 18 0 71 0 1
0 (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido) {fallecido)
G3 C (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido) (fallecido)
(200mg/ | P 19 0 68 0.5 1
Ka) L 0 66 1 1
12
N 10 0 69 0 1
O 10 0 68 0.5 1
Control | C 13 0 65 0 2
P 10 0 79 0.5 1
L 11 0 78 0 1

FUENTE: Elaboracién propia

Para el analisis estadistico se utilizaron solo los resultados de neutréfilos y linfocitos

debido a que los demas parametros presentan valores estadisticamente no significativos.
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CUADRO N° 4.41: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacion de Neutréfilos de las ratas sometidas a distintas dosis por kilogramo

de peso y grupo control

SUMATORIA | GRADOS | MEDIA , SIGNIFICACION
DE DE CUADRATICA ,’:':STAD’S TICO | ASINTOTICA
CUADRADOS | LIBERTAD . (P)

ENTRE | 47.800 3 15,033 1012 1424

GRUPOS

INTRA | 173133 T 15 739

GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La significacién asintética es mayor a 0.05 asi que no existe diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de experimentacién respecto al conteo de neutréfilos.

CUADRO N° 4.42: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la

comparacién de los linfocitos de las ratas sometidas a distintas dosis por

kilogramo de peso y gfupo control

ggMATOR’A gngos ’ggggR ATicA | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
- F ASINTOTICA (P)

CUADRADOS | LIBERTAD

ENTRE | 57,800 3 19,267 1,043 1412

GRUPOS

INTRA 203,133 11 18,467

GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La significacion asintética es mayor a 0.05 asi que no existe diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de experimentacion respecto al conteo de linfocitos.

DISCUSION:

Todos los resultados del recuento diferencial de giébulos blancos se encuentran en los
valores referenciales segin LEON GONI et al.
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4.3.3 DE LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS HEPATICOS

4331 DE LA DETERMINACION DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO
OXALACETICA

La recoleccion de datos se muestra en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.43: Resultados de Transaminasa Glutamico Oxalacetica

GRUPO RATA TGO (UlL)
50.02

4988
(fallecido)
46

50 ,
(fallecido)
46

49.29

50.12

G1 (50mg/Kg)

G2
(100mg/Kg)

(fallecido)
50.14
(fallecido)
{fallecido)
50.2

G3
(200mg/Kg)

49.34
50.16
50.1
46
49.36
46

Control

riolojol2| riviolojzi rivlololzir|viololz

FUENTE: Elaboracién propia

CUADRO N° 4.44: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacién de la transaminasa glutadmico oxalacetica (TGO) de las ratas
sometidas a distintas dosis por kilogramo de peso y grupo control

g‘éMATOR'A ggADOS ggggR ATicA | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
F ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | 5143 3 1714 369 710
GRUPOS
INTRA 40,169 11 3,652
GRUPOS

FUENTE: Elaboracion propia
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INTERPRETACION:

La significacion asintética es mayor a 0.05 asi que no existe diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de experimentacién respecto a la Transaminasa Glutamico

Oxalacetica.
DISCUSION:

Segun LEON GONI et al. los valores de referencia de Transaminasa Glutamico

Oxalacetica se encuentran entre, 42.9 — 270.8 Ul/L

Los resultados obtenidos a partir de los animales de experimentacion se encuentran entre

este rango.

4332 DE LA DETERMINACION DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO
PIRUVICA

Los resultados de la medicién se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.45: RESULTADOS DE TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA

X

GRUPO ATA TGP (UI/L)
27,46
25,85
(fallecido)
30,78
28,66
(fallecido)
30,35
27,85
27,06

G1 (50mg/Kg)

G2
(100mg/Kg)

{fallecido)
30.27
(fallecido)
(fallecido)
31,20

G3
(200mg/Kg)

31,35
26,41
29,17
25,10
27,14
26,91

Control

rlo00|Z o002 mYooZiIr|vooz2

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N° 4.46: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacion de la transaminasa glutamico piravica (TGP) de las ratas sometidas a
distintas dosis por kilogramo de peso y grupo control

SUMATORIA | GRADOS | MEDIA ESTADISTICO | SIGNIFICACION
DE DE CUADRATICA | £ ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD

ENTRE 30094 |3 10.031 | 3,913 ,040

GRUPOS ’ '

INTRA 28,202 | 1 2,564

GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La significacion asintética es menor a 0.05 asi que si existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de experimentacion respecto a la Transaminasa Glutamico

Pirtvica, ahora para determinar entre que grupos se encuentran las diferencias se realizo

la prueba Post-Hoc.

CUADRO N°® 4.47: Prueba Post-Hoc o Post Test de Scheffé para la comparacion

multiple de la transaminasa glutamico piravica (TGP) de las ratas de acuerdo a las
distintas concentraciones del extracto y grupo control

INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95%
GRUPOS EN | DIFERENCIA j’sc’;x%‘;fcczo”’ PARA LA DIFERENCIA
COMPARACION DE MEDIAS P) DE MEDIAS
: LIMITE LIMITE
INFERIOR | SUPERIOR
100 mg/kg -,23250 998 -4,2444 3.7794
50 mgrkg | 200 mg/kg -2,75250 227 -6,7644 1,2594
control 1,24150 725 -2,2822 4,7652
100 200 mg/kg -2,52000 342 -6,8089 1,7689
mag/kq control 1,47400 671 -2,3621 5,3101
200 ‘ : 041 1579 7.8301
!77977\’_1‘ control 3,99400

FUENTE: Elaboracién propia
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INTERPRETACION:

Vemos que la diferencia se encuentra en el grupo que recibi6 el extracto a una dosis de
200mg/Kg, donde los valores de Transaminasa Glutamico PirGvica, se encuentran

ligeramente elevados en comparacion con los otros grupos.
DISCUSION:

Los valores de referencia segin LEON GONI et al. se encuentran entre 26.3 —68.5 UI/L,
asi que a pesar que existe diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
que recibi6 200mg/Kg de extracto y el grupo control los valores de transaminasa

glutdmico pirdvica se encuentran entre los valores de referencia.
4.3.3.3 DE LA DETERMINACION DE LA FOSFATASA ALCALINA.
Los datos obtenidos se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.48: Resultados de Fosfatasa Alcalina

X
>
—
>

FOSFATASA ALCALINA
GRUPO (UIIL)
157.3
155.43
(fallecido)
159.58
162.24
(fallecido)
163.78
155.88
160.56

G1 (50mg/Kg)

G2
(100mg/Kg)

(fallecido)
156.78
(fallecido)
(fallecido)
158.66

G3
(200mg/Kg)

158.42
155.6
162.7
158.42
158.98
155.24

Control

Fo00|Z o002 ro0/0/2iro0|0|2

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N° 4.49: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la

comparacién de la fosfatasa alcalina de las ratas sometidas a distintas dosis por

kilogramo de peso y grupo control

g‘é’MATOR’A ggADOS "gE%‘R ATICA | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
‘ F ASINTOTICA (P)

CUADRADOS | LIBERTAD |

ENTRE | 9,331 3 3.110 397 758

GRUPOS |

INTRA | 86,195 11 7836

GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

La significacioén asintética es mayor a 0.05 asi que no existe diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de experimentacién respecto a la Fosfatasa Alcalina.

DISCUSION:

Los valores de Fosfatasa Alcalina obtenidos se encuentran entre los valores de referencia
segun LEON GONI et al. que se encuentran entre 150.5 — 421.3 UI/L
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4.3.4 DE LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS RENALES.

4.3.4.1 DETERMINACION DE LA CREATININA

Los datos obtenidos se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.50: Resultados de Creatinina

GRUPO

p v

ATA

CREATININA (mglL)

G1 (50mg/Kg)

5.14

5.23

(fallecido)

4.57

6.57

G2

(100mg/Kg)

(fallecido)

5.85

4.85

5.12

(fallecido)

G3

(200mg/Kg)

5.28

{fallecido)

(fallecido)

4.28

4.98

Control

5

4.28

4.85

5.2

Fl90|0|Z] | 90|02 rioooiZ|r| v 002

5.48

FUENTE: Elaboracién propia

CUADRO N° 4.51: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacioén de la creatinina de las ratas sometidas a distintas dosis por kilogramo

de peso y grupo control

g‘éMATOR’A ng?Aoos “é’ﬁ%“R ATica | ESTADISTICO | SIGNIFICACION
F ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | 684 3 278 624 514
GRUPOS
INTRA 4018 1 365
GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia
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INTERPRETACION:

La significaciéon asintética es mayor a 0.05, esto nos indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de experimentacion respecto a la

Creatinina.

DISCUSION:

Segiin LEON GONI et al. los valores de referencia de creatinina se encuentran en el

rango de 3.2 - 7.1 mg/L.

4.3.4.2 DETERMINACION DE UREA

Los datos obtenidos se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4.52: Resultados de Urea

GRUPO

RATA

UREA (g/dL)

G1 (50mg/Kg)

51,7

513

(fallecido)

50

53,5

G2 (100mg/Kg)

(fallecido)

541

51,6

54,7

(fallecido)

G3 (200mg/Kg)

63,2

{fallecido)

(fallecido)

64,8

64,2

Control

53,2

52,7

57.9

51,1

F1oO00Z|r9[0|0|Z2{rv0|0|Z|IrviO|jo|Z

52

FUENTE: Elaboracién propia
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CUADRO N° 4.53: Anova de un factor (analisis de la varianza unifactorial) para la
comparacion de urea de las ratas sometidas a distintas dosis por kilogramo de

peso y grupo control

g’;:_’"”ATOR’A ggADOS "C”ED’A ESTADISTICO | SIGNIFICACION
ADRATICA | ASINTOTICA (P)
CUADRADOS | LIBERTAD
ENTRE | 312,284 3 104,005 57,922 000
GRUPOS |
INTRA | 41,000 11 3728
GRUPOS

FUENTE: Elaboracién propia

INTERPRETACION:

El cuadro anterior nos indica que si existen diferencias estadisticamente significativas en
los resultados de urea entre los grupos de experimentacién, debido a que la significacion
asintética es menor a 0.05, esto nos lleva a hacer una prueba post-hoc para determinar

entre que grupos se encuentra esa diferencia.

CUADRO N° 4.54: Prueba Post-Hoc o Post Test de Scheffé para la comparacion
multiple de Urea de las ratas de acuerdo a las distintas concentraciones del

extracto y grupo control

INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95%
GRUPOS EN | DIFERENCIA igﬁ’%ﬁfgo"’ PARA LA DIFERENCIA
COMPARACION DE MEDIAS | (o) DE MEDIAS
LIMITE LIMITE
INFERIOR | SUPERIOR
100 mg/kg -1.84167 677 6,6795 2.9962
50 mg/kg |200mg/kg | 1244167 000 |  -17,2795 -7,6038
control -1,75500 621 -6,0041 2,4941
{,—07, 200 mg/kg |  -10,60000 000 | -157719 | 54281
ey
mg/kg control 08667 1,000 -4,5392 4,7125
200 Eontrol . 000 6,0608 15,3125
h g}T(ﬂl icontrol 10,68667 J , ,

FUENTE: Elaboracion propia

135




INTERPRETACION:

De acuerdo al test POST-HOC tenemos que la diferencia se encuentra en el grupo de
experimentacién que recibié 200mg/Kg de extracto seco hidroalcohdlico, vemos que la

concentracion de urea esta ligeramente elevada en comparacion con los otros grupos.
DISCUSION:

Segin LEON GONI et al. los valores de referencia de Urea se encuentran en el rango de
38 — 63,3 mg/L, a pesar que existe una diferencia estadisticamente significativa en los
valores de urea por parte del grupo que recibi6 el extracto a una dosis 200mg/Kg, vemos
que estos valores son ligeramente elevados en comparacion con los valores de

referencia.
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4.3.5 ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE LOS PRINCIPALES ORGANOS DE LAS RATAS

CUADRO 4.55: RESULTADOS DEL ANALISIS HISTOPATOLOGICO

DOSIS

RATA

CORTES

N° LAMINA

CONGESTION

EDEMA

ESTEATOSIS

EROSION

NECROSIS

REACTIVOS

CONTROL

HIGADO

RINON

CORAZON

HIGADO

rlr g

LyM

RINON

CORAZON

50 mg

HIGADO

RINON

L GLOMERULAR

CORAZON

O ®| N} O] O} B Wy N ~

HIGADO

-
o

RINON

-
N

CORAZON

-
N

100mg

HIGADO

-
w

RINON

-
H

CORAZON

—_
[3;]

HIGADO

—
(o]

RINON

'y
~

CORAZON

-
[o+]

200mg

HIGADO

-
w

RINON

N
(=]

, CORTICAL

CORAZON

N
-

HIGADO

N
N

M

L, FOCAL

RINON

N
w

S, CORTICAL

CORAZON

24

L

FUENTE: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIAPATOLOGICA, HOSPITAL REGIONAL CUSCO.
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Leyenda:
o L: Leve
e M: Moderada
e S: Severa

DISCUSION DE LA PARTE TOXICOLOGICA:

Los parametros hematolégicos se encuentran entre los valores de referencia a excepcion
de los valores de hematocrito y conteo de globulos rojos que se encuentran elevados,
segun (51) en altitudes muy elevadas, donde la cantidad de oxigeno se encuentra muy
reducida, se transporta una cantidad insuficiente de oxigeno a los tejidos y aumenta de
modo considerable la producciéon de eritrocitos, debido a que los especimenes de
experimentacion fueron traidos del Instituto Nacional de Salud-Lima y fueron adaptados a
las condiciones ambientales durante un periodo de 10 dias antes de empezar con la
administracién del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Psidium guajava, se considera
esta la razén por la cual los valores sanguineos ya mencionados se encuentren por

encima de los valores de referencia.

En cuanto a los parametros bioquimicos tenemos que los resultados se encuentran entre
los valores de referencia, pero se tiene una ligera elevaciéon de urea en el grupo que
recibié el extracto a una dosis de 200mg/Kg.

En los resultados del andlisis histopatolégico vemos que se presento Congestion de leve
a severa en todos los érganos analizados, [a congestion se define como un proceso
causado por la disminucion del drenaje sanguineo a un tejido, produciéndose un
estancamiento de sangre desoxigenada a este nivel. (52) El método de eutanasia
empleado causa un paro cardio-respiratorio, lo cual podria explicar la presencia de
congestion a nivel de todos los tejidos analizados, la congestion esta estrechamente
relacionada con el desarrollo de edema, por tanto, congestiéon y edema frecuentemente
aparecen juntos (53) esto puede explicar la presencia de edema en algunos de los tejidos

analizados.
La Necrosis Renal Moderada en uno de los especimenes tratados con el extracto a una

dosis de 200mg/Kg puede ser relacionada con los niveles ligeramente elevados de urea,

pero los niveles de creatinina estan entre los valores de referencia, esto puede deberse a
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que al ser una necrosis moderada aun no se mostré alteraciones significativas en estos

dos parametros.

La presencia de reactividad leve y moderada a nivel hepatico en el grupo que recibié
200mg/Kg de extracto, nos indica que las células de ese tejido estan en un proceso de
regeneracién por un darfio previo, dicho dafio probablemente se produjo por el dia 14 de la
administracion del extracto ya que como mencionamos anteriormente se produjo una
pérdida de peso hasta ese dia, luego del dia 14 se produjo una ganancia de peso gradual
pero sin llegar a su peso original, lo cual significaria que los animales de experimentacion
estaban en recuperacion; es por esto que los niveles de Transaminasas glutamico
oxalacetica y glutamico pirtivica se encuentran entre los valores de referencia, puesto que
estas enzima tienen un tiempo de vida media de 17 y 47 horas aproximadamente (54) y
las muestras de sangre se tomaron un dia después del ultimo dia de administracion del

extracto para ser analizadas.
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'CONCLUSIONES



El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Psidium guajava L.
“SAHUINTO” presenta elevada actividad antibacteriana in vitro frente a cepas aisladas de
Escherichia coli y frente a la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa mientras que frente
a la cepa ATCC de Escherichia coli y la cepa aislada de Pseudomona aeruginosa

presenta baja actividad antibacteriana.

La administracion oral durante 28 dias del Extracto Seco Hidroalcohdlico al 70% de
Psidium guajava L"SAHUINTO” a una concentracion de 200mg/Kg de peso produce

toxicidad a nivel renal y hepatica.

Se obtuvo el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Psidium guajava
“SAHUINTO”

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la especie vegetal Psidium guajava L
“SAHUINTO” es muy soluble en: Dimetilsulféxido (DMSQ), Soluble en: Etanol al 70% y
96%, Poco Soluble en: Agua destilada, Etanol al 40%, 50% y 60 %,Eter y Acetona e
Insoluble en Cloroformo, Hexano, Bencina y Tween 80.Se encontré gran cantidad de
Compuestos Fendlicos, Taninos, Flavonoides, Glicésidos, Quinonas, Saponinas y
Lactonas y ausencia de Alcaloides. El Porcentaje de Humedad fue de 75.68% y el
Porcentaje de Extraccion fue de 46.767%.

Se determino la curva de crecimiento bacteriano de las cepas aisladas de Escherichia coli
y Pseudomona aeruginosa que al ser comparadas con las curvas de crecimiento de las
cepas ATCC de dichas bacterias se presento una velocidad de crecimiento bacteriano

mayor por parte de las cepas bacterianas aisladas.

\
Se determino la concentracién minima inhibitoria del extracto seco hidroalcohélico al 70%

de la especie vegetal Psidium guajava L “SAHUINTO” que es de 3mg/100uL para
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. '

Se comparo los resultados de la actividad antibacteriana del extracto seco hidroalcohélico
al 70% de Psidium guajava “SAHUINTQ” con el antibidtico patron Amikacina a una
concentracion de 30ug/100uL; teniéndose para las cepas aisladas de Escherichia coli a
las concentraciones de 220.8mg/100uL, 248mg/100ul y 276mg/100ul de extracto una
actividad antibacteriana superior a la del farmaco patron, igualmente para la cepa ATCC
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de Pseudomona aeruginosa a las concentraciones de 191.8mg/100ulL, 219.2mg/100uL,
246.6 mg/100uL y 274 mg/100uL también se obtuvo una actividad antibacteriana mayor
a la del farmaco patrén. En cuanto ala cepa de Escherichia coli ATCC y la cepa aislada
de Pseudomona aeruginosa no se obtuvo concentraciones de extracto que presenten

una actividad antibacteriana similar o superior al farmaco patrén.

Se determino los parametros los parametros hematolégicos bioquimicos e
histopatolégicos presentandose resultados elevados en el Hematocrito y conteo de
glébulos rojos en todos los grupos de experimentacion incluyendo el grupo control, un
ligero aumento en los niveles de urea, necrosis renal y dafio hepatico en el grupo que
recibié 200mg/Kg de extracto seco hidroalcohélico al 70% de Psidium guajava
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-~ RECOMENDACIONES



A LOS INVESTIGADORES:

Los resultados de las pruebas fotoquimicas nos muestran que Psidium guajava presenta
alto contenido de flavonoides, pero ya que solo es una prueba cualitativa y los resultados
de esta son subjetivos lo ideal seria realizar una prueba cuantitativa para determinar el

contenido real de flavonoides en las hojas de Psidium guajava L.

Realizar una investigacion que se dedique exclusivamente al estudio de cepas
bacterianas aisladas a partir de pacientes ambulatorios, hospitalizados,(dependiendo de
la patologia) asi como también de los ambientes del Hospital Regional y de todos los
centros de atencién de salud, centrandose principalmente en la velocidad de crecimiento

bacteriano y su sensibilidad a antibacterianos de uso actual.
A LA COMUNIDAD MEDICA:

Tomar mucha més importancia a los cambios que se estdn produciendo a nivel de
bacterias patégenas, ya que las bacterias estan evolucionando se requiere tener mas
cuidado en el uso de antibiéticos asi como también en las condiciones higiénicas de fas

entidades de salud que también es un factor que influye en este problema.
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ANEXO N°1

OECD/OCDE 407 Adaptado: 3 de Octubre del 2008 © OECD, (2008)
GUIAS OECD PARA LA PRUEBA DE COMPUESTOS QUIMICOS
Estudio de Toxicidad Oral: Dosis Repetida por 28 Dias en Roedores

Principios de la Prueba

La sustancia de ensayo se administra por via oral diariamente en dosis graduadas
a distintos lotes de animales de experimentacion, a razén de una dosis por lote
durante un periodo de 28 dias. Durante el periodo de administracién, los animales
se observan de cerca, cada dia en busca de signos de toxicidad. Los animales
que mueren 0 son sacrificados durante y en la conclusiéon de la prueba se les
practica la necropsia, los animales supervivientes son sacrificados y llevados a un
andlisis histopatolégico. Un estudio de 28 dias proporciona informacién sobre los
efectos de la exposicion oral repetida y puede indicar la necesidad de realizar mas
estudios a largo plazo. También puede proporcionar informacion sobre la
seleccidn de las concentraciones para los estudios a largo plazo. Los datos
derivados del uso de esta Guia debe permitir la identificaciéon de la sustancia
toxica en ensayo, para verificar la relacion de respuesta a la dosis y la
determinacion del nivel de Efecto Adverso no observado (hasta qué punto la
sustancia en ensayo no presenta efectos adversos).

DESCRIPCION DEL METODO

Seleccion de especies animales:

La especie preferida de roedor es la rata, aunque btras especies de roedores
pueden ser utilizados. Si los parametros especificados en este TG 407 son
investigados en otras especies de roedores debe darse una justificacion detallada.
Aunque es bioldégicamente plausible que otras especies deben responder a los
agentes toxicos de una manera similar a la rata, el uso de especies mas pequenas
puede resultar en aumento de la variabilidad debido a dificultades técnicas de
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diseccidon de 6rganos mas pequefnos. En el programa de validacion internacional
para la deteccidn de disruptores endocrinos, la rata fue la Gnica especie utilizada.
Animales adultos jovenes y sanos de cepas de laboratorio de uso comun debe ser
empleado. Las hembras deben ser nuliparas y no gravidas. La dosis debe iniciarse
tan pronto como sea posible tras el destete y, en cualquier caso, antes de que los
animales tengan nueve semanas de edad. Al comienzo del experimento, la
diferencia de peso de los animales utilizados debe ser minima y no superar el
20% del peso medio de cada sexo. Cuando una dosis orél repetida se lleva a cabo
como fase previa de un estudio a largo plazo, es preferible que los animales sean
de la misma cepa.

Vivienda y alimentacion

Todos los procedimientos deben ajustarse a las normas cuidado de los animales
de laboratorio. La temperatura en la sala de experimentacidén ha de estar 22 ° C (
3 ° C). Aunque la humedad relativa debe ser de al menos 30% y preferiblemente
no superior a 70%, salvo durante la limpieza de la habitacion, de preferencia entre
50-60%. La iluminacion debe ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Para
la alimentacion, las dietas de laboratorio convencionales, puede ser usado un
suministro ilimitado de agua potable. La eleccion de la dieta puede verse influida
por la necesidad de garantizar una mezcla adecuada de una sustancia de ensayo
cuando se administra por este método. Los animales deben ser alojados en
grupos pequefios del mismo sexo, los animales pueden ser alojados
individualmente si es justificado cientificamente. Por jaulas colectivas, no mas de

cinco animales en cada jaula.

Preparacion de los animales

Animales sanos adultos y jovenes son asignados al azar a los grupos control y de
tratamiento. Las jaulas se disponen de tal manera que los posibles efectos
debidos a la colocacién de la jaula se reducen al minimo. Los animales se
identifican individualmente y se mantienen en sus jaulas durante al menos cinco
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dias antes del inicio del estudio de tratamiento para permitir su aclimatacién a las
condiciones del laboratorio.

Preparacion de las dosis

El compuesto de ensayo se administra por sonda o con la dieta 0 agua potable. El
método de administracion oral depende del objetivo del estudio, y las propiedades
fisicas / quimicas / toxico-cinéticas de la sustancia de ensayo.

Cuando sea necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un
vehiculo adecuado. Se recomienda que, siempre que sea posible, el uso de una
solucién o0 suspensién acuosa se considerara primero, seguido por el examen de
una solucién o suspension en aceite (por ejemplo, aceite de maiz) y, a
continuacién, la disolucién en otros vehiculos. Para vehiculos distintos del agua,
caracteristicas tdxicas del vehiculo debe ser conocido. La estabilidad de la
sustancia de ensayo en el vehiculo debe ser determinada.

Namero y sexo de los animales

Al menos 10 animales se deben utilizar en cada nivel de dosis. Si la eutanasia
provisional se ha previsto, el nimero deberia ser aumentado por el nimero de
animales programados para ser sacrificados antes de la finalizacién del estudio.

Dosis

Generalmente, al menos tres grupos de prueba y un grupo control se debe utilizar.
Si no hay datos adecuados, un estudio de determinacion del intervalo (animales
de la misma cepa y la fuente) se puede realizar para ayudar a la determinacién de
las dosis a utilizar. Excepto para el tratamiento con la sustancia de ensayo, los
animales del grupo testigo deben ser tratados de manera idéntica a los lotes de
ensayo. Si el vehiculo se utiliza en la administracién de la sustancia de ensayo, el
lote testigo recibira el vehiculo en el mayor volumen utilizado.
Las dosis deben seleccionarse teniendo en cuenta la eventual toxicidad existente
sobre la sustancia de ensayo o productos afines. La dosis mas elevada debe
seleccionarse con el propoésito de inducir efectos toxicos, pero no la muerte ni un
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sufrimiento intenso. A partir de entonces, una secuencia descendente de dosis
debe seleccionarse con el propésito de demostrar cualquier respuesta relacionada
con la dosis.Dos a cuatro intervalos suelen ser 6ptimos para establecer las dosis
decrecientes, si se adicibna un cuarto lote de ensayo, es preferible utilizar
intervalos muy amplios (por ejemplo, mas de un factor de 10) entre dosis.
En caso de observar toxicidad general (por ejemplo, la reduccién de peso corporal,
el higado, el corazdn, los pulmones o los efectos renales, etc) u otros cambios que
pueden no ser las respuestas téxicas (por ejemplo, consumo reducido de
alimentos, agrandamiento del higado), efectos observados sobre la inmunidad,
sistema nervioso 0 endocrino deben ser interpretados con cautela.

Ensayo limite

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 1000 mg de peso corporal /
kg / dia no produce ningun efecto téxico observable entonces, un estudio
completo con tres dosis no se considera necesario. El ensayo limite es aplicable
excepto cuando la exposicidbn humana indique la necesidad de utilizar una dosis
mas alta para ser utilizado.

La administracién de dosis

Los animales son dosificados con la sustancia de ensayo al dia, 7 dias a la
semana durante un periodo de 28 dias. Cuando la sustancia de ensayo se
administra por sonda, debe hacerse en una sola dosis a los animales con una
sonda gastrica 0 una canula de intubacién adecuada. El volumen maximo de
liguido que puede administrarse de una sola vez depende del tamafo del animal
de ensayo. El volumen no debe superar 1 mli/100 g de peso corporal, excepto en
el caso de soluciones acuosas, en que puede llegarse a 2 ml/100 g de peso
utilizados. Excepto en caso de sustancias irritantes o corrosivas, que muestren
normalmente efectos exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad
del volumen de ensayo debe reducirse al minimo ajustando la concentracion para
que el volumen sea constante en todas las dosis.
Para las sustancias administradas con los alimentos o el agua potable, es
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importante asegurarse de que las cantidades de sustancia de ensayo
administradas no interfieren con la nutricién normal ni el equilibrio hidrico. Cuando
la sustancia de ensayo se administra en la dieta, ya sea una concentracion
constante dieta (ppm) o bien una dosis constante en términos de peso corporal de
los animales puede ser usado; la alternativa utilizada debe ser especificada. La
sustancia se administra por sonda, la dosis debe administrarse a la misma hora
cada dia, y ajustarse segun sea necesario para mantener un nivel de dosis
constante en términos de peso corporal del animal. Cuando un estudio de
administracion continuada es usado como fase previa de un estudio a largo plazo,
debe emplearse la misma dieta en ambos estudios.

Observaciones

El periodo de observacién debe ser de 28 dias. Animales en el grupo satélite
(usado para ver los efectos que se pueden producir cuando se deja de administrar
la sustancia en experimentacioén) deben ser mantenidos al menos por 14 dias sin
tratamiento |

Las observaciones clinicas deben ser realizadas al menos una vez al dia, de
preferencia a la misma hora cada dia.

Después de la primera exposicién y al menos una vez a la semana después de la
primera administraciéon debe realizarse observaciones clinicas detalladas de todos
los animales. Estas observaciones deben ser realizadas fuera de las jaulas y de
preferencia a la misma hora de dia todos los dias. Debe hacerse esfuerzos para
asegurar que las variaciones en las condiciones del ensayo sean minimas. Debe
observarse cambios en la piel, 0jos, membranas mucosas, presencia de
secreciones y excreciones y actividad autonémica (lagrimeo, piloerecion, tamafo
de pupila, patrén de respiracidén inusual) cambios en la postura y respuesta a la
manipulacién asi como la presencia de movimientos tonicos o clonicos ©
comportamiento agresivo (como automutilacién) deben ser también reportados.
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Peso Corporal y consumo de comida y agua

Todos los animales deben ser pesados al menos una vez a la semana, si la
sustancia en prueba es administrada via el agua que consumen los animales de
experimentacion, entonces el consumo de agua también debe ser controlado al
menos una vez a la semana.

Hematologia

Los siguientes parametros hematologicos deben ser hallados al final del periodo
de experimentacion: Hematocrito, Hemoglobina, conteo de Giébulos Rojos,
Reticulocitos, recuento total y diferencial de globulos blancos, conteo de
plaquetas.

Si la sustancia en prueba tiene 0 se sospecha que posee propiedades oxidativas
debe realizarse pruebas de concentracion de metahemoglobina y cuerpos de

Heinz.

Bioquimica Clinica

La determinacién de la Bioquimica Clinica para investigar los efectos toxicos en
tejidos, especificamente sobre rifidn e higado deben ser realizados partir de
sangre obtenida de todos los animales a partir del momento de la Eutanasia.
Investigaciones de plasma y suero deben incluir analisis de sodio, potasio,
glucosa, colesterol total, urea, creatinina, proteinas totales y albumina, al menos
dos enzimas indicadoras de efectos hepatocelulares( transaminasa glutamico
oxalacetica y glutamico piruvica) y acidos biliares. Algunas pruebas enzimaticas
adicionales vy bilirrubina pueden proporcionar informacién  Gtil bajo ciertas
condiciones. '

Opcionalmente los siguientes analisis de orina pueden ser realizados durante la
ultima semana del estudio utilizando orina recolectada: apariencia, volumen,
osmolaridad o gravedad especifica, pH, proteinas, glucosa, presencia de células
sanguineas.
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Las muestras de plasma especificamente las destinadas a la determinacion de
hormonas deben ser obtenidas a una determinada hora del dia. Es recomendable
que se de consideracién a la determinacién de T3, T4 y TSH basandose en
resultados del andlisis histopatoldgico de tiroides, Si la base de datos histérica es
inadecuada, se debe dar consideracibn a la determinaciébn de variables
hematolégicas y la bioquimica clinica antes de empezar la dosificacién o de
preferencia trabajar con un grupos de animales que no estén incluidos en los
grupos de experimentacion.

PATOLOGIA

Necropsia

Todos los animales incluidos en el estudio deben ser sometidos a necropsia o
cual incluye analisis cuidadoso de la superficie externa del cuerpo, todos los
orificios, y las cavidades craneal, toracica y abdominal, y sus contenidos. El
Higado, rifiones, glandulas renales, testiculos, préstata, vesicula seminal, timo,
cerebro y corazén de todos los animales deben ser separados de cualquier tejido
que se adhiera y también se debe tomar su peso tan pronto sea posible después
de la diseccidn, para evitar que se sequen. Se debe tener mucho cuidado al
obtener la préstata para evitar dafar las vesiculas seminales. La préstata y las
vesiculas seminales pueden ser pesadas después de la fijacion de tejidos.

Otros dos tejidos pueden ser pesados después de la diseccién (los ovarios y el
utero.

El peso de la tiroides (opcional) puede ser determinado después de la fijacion, el
tejido. Tener mucho cuidado con el tejido ya que un daino puede comprometer el
analisis histopatolégico.

Dependiendo del tipo de tejido y la exanimacion histopatolégica que se quiera
hacer los siguientes tejidos deben ser preservados en el mas apropiado medio de
fijacion: Cerebro, medula espinal, ojos, estomago, intestino grueso y delgado,
higado rifiones, glandulas renales, corazdn, timo, tiroides, traquea, y pulmones,
testiculos y ovarios, érganos sexuales accesorios, musculo esquelético y huesos.
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Los siguientes tejidos pueden dar valiosa indicacion para efectos endocrinos
relacionados: génadas, 6rganos sexuales accesorios, vagina, glandula pituitaria,
glandulas mamarias, tiroides y glandulas adrenales.

Histopatologia

El analisis histopatolégico debe ser realizado en los érganos y tejidos debidamente
conservados de todos los animales de experimentacion.

Todas las lesiones deben ser examinadas.

REPORTE DE RESULTADOS

o Datos
Todos los datos deben ser mostrados en una forma tabular mostrando el numero
de animales al inicio de la prueba, el nimero de animales encontrados muertos
durante la prueba o que fueron sacrificados por razones humanas y el tiempo en
que se produjo cada muerte, el nimero de animales que mostro signos de
toxicidad, el dia, duracién, la severidad de la toxicidad y el porcentaje de animales
que mostro cada tipo de lesién.
De ser posible, los resultados numéricos deben ser evaluados por un método
estadistico apropiado. Comparaciones del efecto en un rango de dosis deberian
evitar el uso de multiplex t-tets. EIl método estadistico debe ser seleccionado
durante el disefio del estudio.
Para control de calidad se propone que se colecte datos histéricos. Estos datos
pueden ser usados con el propésito 