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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar y determinar la toxicidad y la
actividad antibacteriana del extracto acuoso de las hojas de Calathea lutea
“Bijao”; para desarrollar la investigacién se utilizé hojas de C. lutea “Bijao” que
fueron recolectadas en el distrito de Indiana. Se realizO un estudio
experimental, prospectivo y longitudinal. Para determinar la toxicidad se utilizo
el método de Clases Téxicas Agudas, descrito por la Normativa N°423 de la
OECD, en el cual se realizaron pruebas en ratones albinos a dosis de 2000
mg/kg PC, 200 mg/kg PC y 25 mg/kg PC durante 14 dias, en esta prueba se
utilizaron: el extracto acuoso de C. lutea “Bijao” y ratones albinos Mus
musculus balb/C del sexo macho, fueron asignados 12 ratones aleatoriamente
con peso promedio de 28,7 g y divididos en 4 grupos: 1 grupo control negativo
y 3 grupos experimentales; se administré por via oral, previo ayuno de 12
horas a dosis Unica y se registrd el peso corporal de los ratones el dia cero,
siete y catorce, segun los resultados del extracto acuoso de hojas de C. lutea
“Bijao” no tiene efecto toxico o nocivos en los animales de experimentacion,
en la observacion macroscopica de los 6rganos no se presentd alteracion
alguna. Con respecto a la actividad biologica se utilizé el método de difusion
en agar o disco frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Se utlizaron como controles positivos los
antibidticos meropenem, ciprofloxacino, gentamicina y vancomicina,
obteniendo resultados que, a concentraciones de 1300 mg/mL, 1500 mg/mL,
y 1700 mg/mL del extracto acuoso de las hojas de C. lutea no presenta
actividad biologica frente a las bacterias en mencion.

Palabras claves: Calathea lutea, Actividad biologica, Toxicidad.
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ABSTRACT

The present work aimed to evaluate and determine the toxicity and
antibacterial activity of the aqueous extract of the leaves of Calathea lutea
"Bijao"; C. lutea “Bijao” leaves were used to develop the research and were
collected in the Indiana district. An experimental, prospective cross-sectional
study was conducted. To determine the toxicity, the Acute Toxic Classes
method was used, described by OECD Standard No. 423, in which tests were
performed on albino mice at a dose of 2000 mg/kg CP, 200 mg/kg CP and 25
mg/kg PC for 14 days, in this test were used: the aqueous extract of C. lutea
“Bijao” and albino mice Mus musculus balb/C of the male sex, 12 mice were
randomLy assigned with an average weight of 28.7 g and divided into 4 groups:
1 negative control group and 3 experimental groups; it was administered orally,
after fasting for 12 hours at a single dose and the body weight of the mice was
recorded on day zero, seven and fourteen, according to the results of the
aqueous extract of C. lutea leaves “Bijao” has no toxic effect or harmful in
experimental animals, there was no alteration in the gross observation of the
organs. Regarding biological activity, the method of diffusion in agar or disk
was used against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. The antibiotics meropenem, ciprofloxacin, gentamicin and
vancomycin were used as positive controls. Obtaining results that, at
concentrations of 1300 mg/mL, 1500 mg/mL, and 1700 mg/mL of the aqueous
extract of the leaves of C. lutea do not present biological activity against the
bacteria in question.

Keywords: Calathea lutea, Biological activity, Toxicity.
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INTRODUCCION

El ser humano en su intento de adaptar al medio ambiente y luchar por su
supervivencia, ha entrado en contacto con diversas sustancias toxicas,
experimentando el uso de ponzofias de animales y hasta plantas venenosas;
asi mismo viene realizando la seleccién de recurso vegetales, animales y
minerales que son esenciales para mantenerse con vida. Nuestros
antepasados seleccionaban sus alimentos por un proceso empirico, ya que

ellos no tenian conocimiento cientifico de las propiedades que estos tenian?.

En nuestra region el Bijao es utilizado como materia prima para la envoltura
de alimentos tipicos, para conservar algunos alimentos como pescados, asi
como también para cubrir heridas o quemaduras en la piel. Sin embargo, la
poblacién desconoce los demas beneficios que reciben de esta planta como

su inocuidad o actividad farmacolodgica.

El uso de plantas medicinales utilizadas desde la antigiiedad es una practica
de mucha importancia, ya que da una reserva de arsenal terapéutico, y se
puede decir que carece de efectos secundarios. Con ese fin se viene
realizando muchas investigaciones, intentando describir las propiedades

farmacologicas que estas tienen?.

En relacion a la C. lutea encontramos estudios con respecto a sus
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas, sobre servicios ecosistémicos,
estudios quimicos y fitoquimicos como alternativa de alimentos funcionales,
incluso estudios sobre su comportamiento en su reproduccion; sin embargo,
no se cuenta con literatura cientifica publicada que aporte al desarrollo de esta
investigacion. Esta situacion se da debido al desconocimiento de los mismos,
la reduccion en la biodiversidad y la falta de planes o politicas que promuevan

los estudios de investigacion.

Sin embargo, tenemos la certeza que la generacién de nuevos conocimientos
sobre estudios de toxicidad y actividad antibacteriana sirve de soporte para la
realizacion de diversos proyectos multidisciplinarios en el cuidado de la salud

de las personas.



El objetivo fundamental del presente trabajo de investigacion es el de
determinar la toxicidad y actividad antibacteriana del extracto acuoso de C.
lutea en ratones albinos Mus musculus cepa Balb/C y microorganismos

patégenos.

Es por ello que el presente trabajo nos permitié realizar un aporte de
informacion y de nuevos conocimientos respecto a la toxicidad y la actividad
antibacteriana, a ciertas concentraciones del extracto acuoso de la hoja de
Bijao C. lutea, la funcién que cumple en el bienestar de quienes manipulan
esta hoja y se ven beneficiados con los diversos usos que le dan. Todo este
nuevo conocimiento permitira a pobladores y a entidades gubernamentales y
no gubernamentales a tomar decisiones que redunden en el empoderamiento
de la comunidad y poder hacer uso de esta planta con seguridad, sin dejar de

lado el uso fitoterapéutico que puede tener.



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

En el afio 2019 se desarroll6 un trabajo de investigacion tipo casos y controles
para determinar la toxicidad aguda del extracto acuoso de hojas de C. lutea
“Bijao” en ratones albinos Mus musculus Balb/C”. Utilizando un estudio
experimental, prospectivo con corte transversal, teniendo como muestra
animal a 12 ejemplares de ratones albinos de sexo macho repartidos en grupo
control negativo y 3 grupos experimentales a los cuales sometieron a ayuno
por 24 horas, luego procedieron a administrar una dosis Unica por via oral del
extracto acuoso de hojas de C. lutea “Bijao” a una dosis de 25 mg/kg, 200
mg/kg y 2000 mg/kg respectivamente. Sus resultados fueron que, en el tiempo
de experimentacion, los ratones tuvieron un aumento de aproximadamente
17,52% del peso promedio del primer al séptimo dia, y una disminucion de
aproximadamente 15,42% del peso promedio del séptimo al décimo cuarto
dia. Con respecto a la evaluacion macroscoépica de toxicidad aguda de los
organos y sistemas, observaron sedacion leve a nivel de comportamiento en
todos los grupos, y a nivel cutaneo y del sistema autbnomo, pilo ereccion leve
ala dosis de 200 mg/kg peso corporal. Asimismo, se evidencié agrandamiento
hepatico en los grupos 2 (200 mg/kg) y predominancia en el 3 (2000 mg/kg
PC) con una variacion de 1,97 g en el peso entre los grupos, significando un
aumento de aproximadamente el 80% del basal y el 30% del peso corporal
total del raton. En donde ella concluye, que el extracto utilizado en sus
pruebas, presentan posible efecto toxico en los animales de experimentacion
a dosis de 2000 mg/kg, al manifestar alteraciones clinicas a nivel de higado,

en comparacion con el grupo control negativo3.

En el afio 2018 se desarrollé un trabajo de investigacion tipo cuantitativo
realizando un estudio de caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de la
fotosintesis en plantas de dos especies de Calathea. En este trabajo
experimental los investigadores manejaron muestras vegetales de Calathea
insignis y Calathea makoyana y usaron técnicas que determinaron la
capacidad fotosintética mediante técnicas de reflectancia espectral. Los
resultados del estudio muestran que estas dos especies de Calathea son

probablemente plantas de sombra®.



En el afio 2017 se desarrolld6 un trabajo de investigacién tipo cuantitativo
realizando un estudio sobre los servicios ecosistémicos asociados al Bijao (C.
lutea) en el municipio de Moniquira, Boyaca. En este trabajo le dieron un
enfoque cuantitativo usando patrones numéricos y en el enfoque cualitativo
fueron el uso de herramientas participativas, usando encuestas como
instrumento de recoleccion de datos. Sus resultados mas relevantes
mostraron que las mujeres prefieren trabajar con las hojas de C. lutea (66%)
y que, gracias a ello, perciben un ingreso econémico para su familia que
cualquier otra actividad, finalmente en la zona de estudio, el Bijao es una de
las principales fuentes de ingreso, las familias asociadas a esta planta pueden
ser consideradas como pertenecientes a la agricultura familiar en transicion
(76,47%)°.

En el afio 2014 se desarrollé un trabajo de investigacion tipo cuantitativo
realizando un estudio sobre el comportamiento del “Bijao” (Calathea inocepha)
bajo diferentes técnicas de propagacion rizomatica y fertilizacion con Molimax
en campo definitivo en Tingo Maria. El disefio de investigacion fue
experimental. Lo que los autores buscaban con este trabajo fue facilitar la
propagacion del “Bijao” y fortalecer los conocimientos relacionados al
crecimiento inicial en campo definitivo, ya que su consumo masivo puede

ocasionar su extincion®.



1.2 Bases tedricas

1.2.1 Calathea lutea

Figura N° 1: C. lutea

La C. lutea, nombre cientifico del Bijao, es una planta herbacea, de
grandes hojas ovaladas, que crece de manera silvestre en formaciones
llamadas manchales sobre suelos humedos, generalmente cerca de cuerpos
de agua, y se encuentra disponible todo el afo. Tiene propiedades

antimicrobianas, lo que se relaciona con la preservacién de los alimentos’.

Esta planta se encuentra en toda la selva de nuestro pais, ya que se
consume o se usa en forma tradicional desde nuestros ancestros, es comun
utilizar esta especie vegetal para la preparacion de un alimento tradicional
(juane), por eso es de importancia conocer si es capaz de producir alguna

alteracion o signo de toxicidad en el organismo’.

El uso mas comun de la C. lutea “Bijao” por el poblador amazoénico
involucra someter a la hoja a altas temperaturas, al punto de ebullicion del
agua, lo que permite la liberacion de metabolitos secundarios directamente en
los alimentos de su dieta; ademas la falta de medicamentos y productos
sanitarios obliga a los pobladores de bajos recursos econémicos a recurrir a
la naturaleza, encontrando en la hoja de Bijao una alternativa para aislar

heridas y quemaduras, lo que retarda el proceso infeccioso.



1.2.1.1 Taxonomia

Taxonomicamente C. lutea pertenece al reino Plantae, de Division
Magnoliophyta, es de division Liliopsida, del orden Zingiberales. Pertenece
a la familia Marantaceae, del género Calathea y su especie es Calathea

lutea.

1.2.1.2 Distribuciéon

Esta especie, esta distribuida ampliamente desde México, Bolivia,
Colombia, Brasil, y Peru entre los 150 my los 1440 m de altitud. C. lutea es
una especie de gran porte que alcanza hasta los 3 m de alto, con hojas
basales y caulinares, grandes y con el envés blanco-pruinoso, con una
inflorescencia caulinar de hasta 8 florescencias cilindricas, de bracteas en

espiral, elipticas, de apice retuso, verdes a vinotinto®.

1.2.1.3 Uso

C. lutea es usada comunmente para la preparacion de algunos

alimentos como envoltura, hay pocos estudios con respecto a otro uso®.

1.2.2 Toxicologia

La toxicologia es un parte de la ciencia que se encarga de estudiar las
sustancias quimicas o naturales que causan dafo al organismo humano. Se
dice que una sustancia es toxica al entrar en contacto, penetrar o ser
absorbido por n organismo vivo, en dosis elevadas, produce un efecto adverso

indirecto o directo en el mismo®.

Evidentemente el efecto de estas sustancias en el organismo se debe a
las altas dosis de administracion de la misma, y en toxicologia podemos hablar
de compuestos o sustancias exdgenas al metabolismo normal, dichos
compuestos son denominados comunmente compuestos xenobioticos. Del
mismo modo existen diversos compuestos enddgenos, intermediarios del
metabolismo como el glutamato, hormonas, como la tiroxina, que causan un
efecto téxico cuando la dosis de administracion es elevada; lo mismo sucede

con los micronutrientes como el selenio, es muy importante para el organismo,



pero en bajas concentraciones y téxico a concentraciones altas. Todo lo
explicado parrafos arriba se encuentran inmerso en toxicologia, mientras que
la produccién enddgena de sustancias metabdlicas intermedias a altas
concentraciones a causa de enfermedades o defectos en el metabolismo no

lo estan, causando un efecto similar en el organismo®.

1.2.2.1 Toxicologia experimental

La evaluacion de la toxicidad (llamada también Toxicologia
Experimental) se fundamente con el fin de determinar los diversos tipos
de toxicidad que existen, por ejemplo, toxicidad aguda, cronica,
neurotoxicidad, efectos irritantes, etc, y que tienen como agente causal la
ingesta de alguna sustancia, con el objeto de seguir protocolos
estandarizados, cumpliendo requisitos legales para su debido registro y

posterior comercializacion®.

1.2.2.2 Toxicidad aguda

La presencia de sintomas y efectos, posterior a la aplicacion de
sustancias quimicas o naturales a dosis relativamente alta, esta
relacionado a dafos que esta causa por motivo de su alta concentracion,
llamandose de este modo toxicidad aguda. La observacién del efecto de
la aplicacion de esta sustancia sucede después de la administraciéon de la
misma, y puede durar hasta catorce dias, posteriormente se procede a
sacrificar los animales en estudio para su respectivo analisis

anatomopatolégico?®.

e Periodo de observacion: Al menos 14 dias, pero no rigidos. En este
se observara: reacciones toxicas, inicio y término de periodo de
recobrado. El tiempo en que los signos aparecen y desaparecen y

cuando mueren (esto es importante)’.

e Examenes clinicos: Se realizan: una vez al dia (0o mas), necropsia a
los moribundos y muertos, observaciones de: cambios en la piel, pelos,
0jos membranas mucosas, respiratorio, circulatorio, autbnomo vy

central, actividad somatomotoral?l.



e Sighos clinicos: Comportamiento, temblores, convulsiones,
salivacion, diarrea, letargica, suefio-coma, tiempo en que mueren,

peso: a los tiempos 0, 7 y 1412,

e Patologia: Necropsia de todos los animales, Cambios patologicos
groseros deberan registrarse en animales que sobrevivan 24 0 mas

horas!?!.

» Clase de Toxicidad Aguda (CTA)

Hoy en dia los diferentes métodos para determinar la toxicidad de
una sustancia han venido creciendo en respuesta a la oposicion social con
respecto al uso desmedido de animales de laboratorio, del mismo modo,
a causa de la ciencia de mejorar y encontrar nuevas técnicas de

evaluacion toxicologica®?.

Los métodos utilizados actualmente incluyen procedimientos que
ayudan a mejorar el uso e intercambio de informacion, con el fin de evitar
repeticiones innecesarias a la hora de realizar los ensayos. También
ayuda a mejorar los disefios experimentales, garantizando los
procedimientos estandarizados y evitando el sufrimiento de animales de
experimentacion empleados. Se espera obtener con el avance en
tecnologia e investigacion nuevos métodos mas humanos y contrastados

cientificamente que los que tenemos en la actualidad*?.

Las clases tdxicas agudas es uno de los métodos mas utilizados en
la actualidad, la cual solo utiliza 3 animales del mismo sexo en un
procedimiento por etapas y permite clasificar las sustancias dentro del
margen de toxicidad y confirmar los valores de DLso, obtenidos por el

método convencionall?.

Estos son tres principios basicos que identifican el amplio concepto

de los métodos alternativos basado en el principio de las tres erres??:

+ Sustituir los animales de experimentacién por métodos in vitro.



+/ Disminuir el nimero de animales que se utilicen en los ensayos.

« Reducir el dolor en los animales, asi como el sufrimiento.

1.2.2.3 Toxicidad crénica

> Toxicidad subcrénica

Este tipo de toxicidad, a comparacién de la aguda, incluye dentro
de su procedimiento la aplicacion de dosis en forma repetida, por un
periodo de 90 dias aproximadamente, este tipo de toxicidad se aplica
comunmente con el fin de tener mas evidencia en la afeccion de 6rganos,
obtenida de los datos de dosis efecto con los cuales se disefian las
pruebas de toxicidad cronica, incluida la estimacion de un “nivel de efectos
adversos no observados”. En este procedimiento, al menos se utilizan tres
dosis diferentes, la primera dosis, la mas alta, que causa mortalidad en al
menos el 10%, la dosis baja que no produce efecto toxico, y la dosis
intermedia, y un grupo control que no se expone al quimico o sustancia a
prueba. Cabe sefalar que se utilizan especies de animales para
experimentos, bien pueden ser ratas, o perros, aplicando pruebas
separando el género (machos y hembras), ya que esta puede afectar la

respuesta del cuerpo a la sustancia en prueba®s.

1.2.2.4 Toxicologia bioquimica

Los procesos que ocurren a nivel molecular y celular al ingerir una
sustancia toxica sintética o natural se le conoce como toxicologia
bioquimica. Es de mucha importancia para seguir en el desarrollo de
nuevas terapias, que se defina las interacciones de los efectos toxicos
tanto agudos y crénicos, con el objetivo de tener mas efectividad a la hora
de determinar riesgos toxicos, y desarrollar compuestos de usos clinicos

nuevos!s,



El desarrollo de la bioguimica y toxicologia molecular se ve
limitado al descubrimiento restringido en el uso de biomarcadores de

exposicion?3,

1.2.25 Toxicologia molecular

Hoy en dia el estudio del genoma humano, ha ayudado a mejorar
técnicas de biologia molecular, como por ejemplo en la actualidad, existen
grupos de investigacion dedicados a describir el genoma a diferentes

niveles en el arbol evolutivo.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la produccion de
ratones genéticamente modificados, asi mismo los microarreglos, que se
utilizan para evaluar condiciones genéticas, incluyendo exposicion de
toxicos, son hoy en dia unas técnicas moleculares que son consideradas

potencialmente Utiles, que son utilizadas en andlisis de riesgo4.

1.2.2.6 Toxicologia genética

La identificacion y analisis de accién de agentes toxicos que
interactian con el material genético de los organismos vivos, son
conocidos como toxicologia genética. El fin de esta parte de la toxicologia
es entender los agentes fisicos y quimicos que producen efectos
genéticos hereditarios que pueden causar letalidad. Es por ello que la
toxicologia genética es una ciencia multidisciplinaria que pretende
relacionar la exposicion de agentes toxicos con la induccion de
alteraciones en el genoma humano, y definir a partir de ellos el efecto que
los toxicos ambientales producen sobre la integridad genética de los seres

vivos4,
1.2.2.7 Relacion dosis —respuesta

El termino dosis respuesta es utilizado para evaluar la relacién
matematica de cuanta sustancia toxica ingreso al organismo y cudl es el

riesgo de desarrollar alguna respuesta negativa a la dosis administrada. A

través de mecanismos en la fisiologia y el metabolismo humano es que
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los compuestos toxicos muestren sus efectos y la relacion dosis

respuesta'®.

La dosis o concentracion que se administra se puede calcular,
cuando el agente téxico o quimico es capaz de producir algun efecto que
se observable, como por ejemplo la muerte del organismo o algin dafo
de 6rganos. Y esta cuantificacion puede ayudar en la experimentacion al
apreciar la respuesta del objeto en estudio a diferente dosis o
concentraciones; y eso se puede observar en los animales que
experimentan reacciones intensas, y otras reacciones leves, o algunas

celular pueden morir o vivir4,

1.2.2.8 Dosis letal 50

Esta terminologia es aplicada a sustancias quimicas, naturales,
gue causa muerte al 50% de los animales utilizado en las pruebas. La
dosis letal 50, es un valor que se obtiene estadisticamente. Y se trata de
calcular o estimar la mejor dosis que se requiere para causar muerte en
50% de los animales en prueba, por lo tanto, siempre se va ver
acompafada de algunos errores, asi mismo se evidenciara el intervalo de

confianza®.

1.2.29 Concentracion inhibitoria 50

La concentracion inhibitoria 50 se utiliza para medir que tan eficaz

€S un compuesto 0 sustancia quimica para inhibir bioquimicamente o

biol6égicamente un proceso. Es una medida cuantitativa que indica la dosis en

la cual el compuesto o sustancia realiza una inhibicién por la mitad en el

proceso biolégico dado, ya sea de una enzima, célula, receptor celular, o

microorganismo.

También se puede decir que es la concentracion de un determinado

compuesto o sustancia quimica, necesaria para inhibir o reducir in vitro el

crecimiento celular general en un 50 % y cominmente esta siendo utilizado

para determinar la actividad antimicrobiana de un cultivo®®.
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> Biomarcadores

A la hora de dosificar un compuesto quimico, es necesario
considerar la relacion dosis respuesta, y estudiar la naturaleza de la respuesta
y los factores que afecta a la misma. Todo esto es necesario en la evaluacion
del riesgo a cualquier agente toxico. En toxicologia es muy importante
determinar la exposicion real a cualquier agente toxico, la respuesta del
organismo a la sustancia, y la susceptibilidad de los efectos que causan dafio.
Por eso hoy en dia los conocidos biomarcadores son instrumentos o
herramientas que ayudan a medir dichos pardmetros. En la actualidad se
utilizan biomarcadores de respuesta del organismo a la exposicion de

sustancias quimicas, y biomarcadores de susceptibilidad?*3.

1.2.3 Histologia

El hombre ha desarrollado diferentes meétodos con el cual puede
estudiar y describir los 6rganos, tejidos y células la cual componen al ser
humano, perfeccionando a lo largo del tiempo diversos instrumentos
necesarios que ayudan a conocer con mas precision la forma y funcion de los

diferentes niveles de la material®.

Métodos o técnicas usadas en histologia:
1.2.3.1 Microscopia

Esta técnica emplea el microscopio como instrumento para poder
observar células y tejidos, asi como las primeras descripciones y grabados de
organismos microscopicos; para lo cual se emplea lentes compuestos en la

observacién de protozoarios y otros organismos unicelulares?®.

En la actualidad existen muchos tipos de microscopios, como:
microscopio optico de campo brillante, microscopio 6ptico de campo de fases,
microscopio de luz ultravioleta y de fluorescencia, microscopio electronico de

transmision, y microscopio electrénico de barrido*®.
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1.2.3.2 Técnica citoquimica e histoquimicas.

La estructura de los tejidos, células, estan formadas por carbohidratos,
proteinas y otros compuestos, las cuales son quimicamente activas, que en

diferentes condiciones es posible hacerlas reaccionar con otros compuestos?®,

La capacidad de reaccion que se puede aplicar entre los componentes de
células y tejidos, con otros compuestos es lo que vienen estudiando las
técnicas citoquimicas e histoquimicas para la demostracion de la actividad de

una enzima, o complejos enzimaticos celulares e histicos?®.

Esta técnica entrega como producto compuestos coloreados visibles al
microscopio optico, permitiendo facilmente estudiar algun dafio que pudiera
tener algun organo en estudio. Gran ejemplo de ello es la observacion de
lipidos que se acumulan intracelularmente en algunas patologias, o los lipidos

que forman parte de estructuras celulares?®.

1.2.3.3 Técnicas de fraccionamiento celular

Esta técnica consiste en separar los componentes celulares, utilizando la
centrifugacion en un medio isotonico. En la cual es necesario romper las
paredes celulares utilizando procedimientos de homogenizacion, Yy
posteriormente llevar la muestra a la centrifuga para separar los componentes.
La forma, el tamafio y la densidad de las particulas, estara relacionada a la
velocidad de sedimentacién de la centrifuga. Obteniendo de esta forma

diferente fracciones celulares?®.

Se denomina unidad Svedverg, a la unidad que va definir la velocidad de
sedimentacion, la cual relaciona la velocidad angular del rotor de la centrifuga

con la distancia de la particula al eje del rotor®.

La contaminacion de la muestra en el proceso de fraccionamiento celular es
algo que se tiene que tener en cuenta, gran ejemplo es la el tamafio, la forma,
la talla y la densidad de una mitocondria pequefa, que se puede asemejar a
un lisosoma al observarla, y, por tanto, se obtendria una fraccién mitocondrial

contaminada por lisosomas. Este hecho es necesario tenerlo en cuenta
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cuando se esta estudiando el contenido enzimatico de determinada fraccion,

ya que se pueden falsear los resultados?®.

1.2.3.4 Técnicade cultivos de tejidos

Este método es utilizado muchas veces, para poder apreciar el crecimiento,
diferenciacion celular, entre otros. Esta técnica consiste en cultivar la muestra
en estudio, ya sea células o tejidos en medios de cultivos nutritivos, en la cual
las células a temperaturas adecuadas, y a un pH correcto logran desarrollar
funciones metabdlicas idénticas a las que realizaban cuando formaban parte

del tejido o 6rgano?®.

Esta técnica es muy util para el estudio de los virus, utilizando a las células de
cultivo como hospederas de ellos. Esta técnica es utilizada muchas veces en
estudiar celular cancerigenas y el comportamiento en el desarrollo de tumores

cancerosos?t.

1.2.4 Actividad antibacteriana

Se entiende por actividad antibacteriana a la capacidad que tiene algun
compuesto o sustancia quimica o natural de matar, o inhibir el crecimiento de

algun tipo de microorganismo, impidiendo de esta forma su accién patégena'’.

1.24.1 Resistencia microbiana

Hoy en dia la resistencia microbiana ha ido creciendo
sustancialmente. En contexto muchos equipos de investigacion han venido
proponiéndose como objetivo principal buscar nuevos principios bioactivos,

gue tengan efectos antimirobianos?’.

Uno de los temas en la actualidad que preocupa a la comunidad
cientifica en salud, es la constante emergencia con respecto a cepas
bacteriana, puesto que estas estan creando resistencia, y el mercado

farmacoldgico no estd presentando antibidticos eficaces para contrarrestar
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este problema, constituyendo actualmente, un problema creciente de salud

publica a nivel mundial’.

Debido al velocidad de crecimiento exponencial con la que los
microorganismos logran desarrollar alguna resistencia a algun farmaco
utilizado cominmente, la produccion de nuevas moléculas que tengan accion
frente a estas bacterias, la produccion de nuevas moléculas es lenta y ha
disminuido, notoriamente, en los Ultimos afios, causando de este modo que el

tratamiento a infecciones causada por bacterias no sea eficaz*®.

Y en una respuesta a contrarrestar esto, la comunidad cientifica ve la
necesidad de encontrar alternativas eficaces para el control de las infecciones
bacterianas, recurriendo de esta manera a la fotoquimica y fitofarmacologia,
logrando encontrar diversos compuestos bioactivos en plantas. Asi, se acepta
gue, a pesar del avance alcanzado por la sintesis quimica, las plantas son una
valiosa fuente de sustancias activas con propiedades antibacterianas?,
apoyados en que éstas producen un sin numero de metabolitos secundarios,

muchos de los cuales pueden ser antibacterianos®®.

El Peru es un pais que tiene una gran diversidad en cuanto a flora se
habla, y cuenta con mas de 30000 mil especies vegetales, donde mas del 15%

han sido estudiadas y reportan efectos beneficiosos para la salud?.

1.2.4.2 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

No existe una reglamentacién y/o estandarizacion de la metodologia
para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas (EP),
como se establece para los antibidticos. La mayoria de los métodos estan
basados en los métodos utilizados para evaluar la resistencia y/o la

sensibilidad a algun antibi6tico??.

El método de difusion en agar o disco es uno de los mas utilizados en
el mundo cientifico, por la rapidez para obtener resultados?'. Esta técnica

ayuda a obtener datos tanto como cualitativos como cuantitativos??.
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> Evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de Kirby

Bauer

Este método es conocido mundialmente, que consiste en aplicar un disco

impregnado con algin compuesto antibidtico, en una placa que contiene un

medio de cultivo nutritivo inoculado con un determinado microorganismo, el

antimicrobiano crea una zona de inhibicion, diciéndose de ese modo que el

antibidtico o compuesto activo es eficaz, dicha zona de inhibicién es medida y

se relaciona inversamente a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)Z.

1.3 Definicién de términos basicos

>

Actividad antibacteriana. Capacidad de matar/destruir/inactivar
microorganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su accion
patégena.?

Antibidtico. Es un sustancia quimica natural o sintética, que mata o
inhibe el crecimiento bacteriano.?

Calathea lutea. Nombre cientifico de la planta de nombre vulgar Bijao.>
Exposicién aguda. Es una exposicién que dura muy poco tiempo, por
eso el estudio con esta técnica es a corto plazo.®

Extracto acuoso. Es una sustancia obtenida por maceracion de una
parte de una materia prima, utilizando como solvente agua.?*
Histopatologia. Es el examen microscopio que se realiza a un tejido
con el fin de observar manifestaciones de enfermedad.*®

Kirby Bauer. Método utilizado para determinar la sensibilidad que
presenta un agente bacteriano frente a un quimioterapico o un
antibiético.??

Toxicidad. La capacidad intrinseca que posee un agente quimico de
producir efectos adversos sobre un 6rgano.*3
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CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS
2.1Variables y su operacionalizacion

2.1.1 Variable independiente

> Extracto acuoso de C. lutea.
« Definicion conceptual. Mezcla compleja de metabolitos secundarios
con posible actividad farmacolégica dentro de una solucion acuosa de
C. lutea.
« Definicion operacional. Extraccion por coccién del 6rgano del vegetal
entre 70°y 80°C durante 2 horas. Posterior filtrado y secado
+ Indicadores. Concentracion del extracto C. lutea.
Clases toxicas agudas: 25mg/kg, 200 mg/kg, 2000mg/kg.
Sensibilidad bacteriana: 1300 mg/mL, 1500 mg/mL, 1700
mg/mL

+ Instrumentos: Ficha de registro de datos.

2.1.2 Variables dependientes

> Actividad antibacteriana.

' Definicion conceptual. Accion farmacoldgica capaz de inhibir el
crecimiento y desarrollo bacteriano sin dafar la salud.

« Definicion operacional. Determinacion del halo de inhibicion tras la
aplicacion del medio de cultivo, de los discos de sensibilidad
impregnado con el extracto en estudios a 18 horas después de la
incubacion.

+ Indicadores. Porcentaje de inhibicion segun el tamafio del diametro del
halo en los discos.

Inactivo: <40%, Poco activo: 40-50%, Moderado activo: 51-75%, Buena
actividad: >76%.

+ Instrumentos. Ficha de registro de datos.
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> Toxicidad aguda por el método de clases toxicas agudas (CTA)

« Definicion conceptual. Ensayo segun el método de las Clases Toxicas
Agudas, descrito por la Normativa N°423 de la OECD (Guideline For
Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity Acute Toxic Class Method»).

« Definicion operacional. Evaluacién de la toxicidad oral aguda de
compuestos 0 extractos vegetales, mediante las Directrices para las
pruebas de productos quimicos OECD N°423 - Clases Toéxicas
Agudas.

+ Indicadores. Signos clinicos téxicos: observacion, tiempo de aparicion,
permanencia y/o reversibilidad.

+ Items. Aquellos animales de experimentacion que tengan por lo menos
01 signo clinico del cuadro de signos clinicos se considera positivo a la
toxicidad. (Ver anexo cuadro de signos clinicas).

+ Instrumentos. Ficha de registro de signos clinicos, y ficha de reporte

de resultados histopatolégicos.
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2.2Formulacion de hipétesis

a) Ho: El extracto acuoso de C. lutea no presenta toxicidad en ratones
albinos Mus musculus cepa Balb/C.
H;: El extracto acuoso de C. lutea presenta toxicidad en ratones
albinos Mus musculus cepa Balb/C.

b) Ho: El extracto acuoso de C. lutea no presenta efecto antibacteriano.

H,: El extracto acuoso de C. lutea presenta efecto antibacteriano.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1Tipo y disefio de la investigacion.

El estudio es de tipo experimental, prospectivo, longitudinal.

Experimental: En el presente estudio se realizaron comparaciones de la
variable independiente, es decir, de la solucion acuosa de C. lutea, con los
grupos experimentales y de control y se analizaron los resultados.
Prospectivo: En este estudio el registro de la informacién y la recoleccién de
los datos se tomo en cuenta a partir de la fecha de estudio hacia adelante.
Longitudinal: En el presente trabajo de investigacion se recolectaron los
datos de las variables de estudio en varios momentos durante el periodo de

investigacion.

3.2 Poblacion y muestra.

El estudio toxicolégico se realiz6 en el Laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNAP y la actividad antibacteriana
se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de

Industrias Alimentarias.

Poblacion

a) Poblacion Vegetal:

Todas las plantas de C. lutea que habitan en la Region Loreto.

Hojas de C. lutea recolectadas del departamento de Loreto, Provincia
Maynas, y distrito Indiana. Se utilizé un total de 300 g de muestra seca.
Para la recoleccion de la muestra vegetal se tuvo en cuenta los
siguientes factores: habitat de la planta, diametro de la hoja, hora de

recolecciéon durante las horas de luz natural.
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Criterios de Inclusién:

»  Hojas en buen estado sin presencia de hongos.

»  Hojas con longitud mayor a 50 cm.

Criterios de Exclusioén:

»  Hojas dafadas o rotas.

»  Hojas secas.
b) Poblacion Animal:

Para este estudio se utilizaron ratones albinos Mus musculus cepa
Balb/C, de sexo macho, con pesos entre 20 — 25 g procedentes del
Centro Nacional de Produccién de Bioldgicos del INS-MINSA, con sede

en Lima.

Muestra animal

Se utilizaron 12 ratones albinos Mus musculus cepa Balb/C, formando
grupos experimentales segun protocolo de estudio, la muestra fue
constituida por ratones de sexo macho, que cumplan el criterio de
inclusion, fueron alimentados con wuna formula balanceada
caracterizada por contener proteinas (48,40%), soya (22,20%),

vitaminas y minerales (0,12%).

Criterios de Inclusion:

Se emplearon animales adultos jévenes sanos de cepas de laboratorio

de uso comun, entre las 8 y 12 semanas de edad.

e Ratones albinos Mus musculus cepa Balb/C jévenes y sanos.

e Ratones machos con peso corporal de 20 a 25 g.
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Criterios de Exclusién:

e Ratones con peso menor de 20 g y mayor de 25 g.

e Ratones que hayan sido utilizados en evaluaciones anteriores.
c) Poblacién bacteriana:

El estudio se realiz6 con cepas bacterianas de E. coli ATCC 25932, S.
aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 27853, provenientes del
Instituto Nacional de Salud (INS), con sede en la ciudad de Lima.

Muestra bacteriana:

Se emplearon de 3 a 5 colonias de tamafio similar para la preparacion

del inoculo bacteriano.

Criterios deinclusion:

e Cepas que reunieron las caracteristicas morfolégicamente iguales.
e Cepas libres de contaminacion.

e Cepas jovenes.

Criterios de exclusion:

e Cepas con caracteristicas morfologicamente diferentes.

e Cepas contaminadas con otras cepas de bacterias.

3.3 Técnicas e instrumentos.

3.3.1 Técnicas e instrumentos para el estudio toxicolégico (Anexo N°2)

Para desarrollar el estudio toxicologico del extracto acuoso de C. lutea, se

utilizo la técnica de Clases Toxicas Agudas (CTA), descrito por la Normativa
N°423 de la OECD (Guideline For Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity

Acute Toxic Class»); Como instrumentos se utilizaron una tarjeta de registro,

ficha de signos clinicos, y un reporte de resultados histopatolégicos.
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3.3.2 Técnicas e instrumentos para la evaluacion de la actividad
antibacteriana.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizé la técnica de
difusion en disco o agar, de Kirby Bauer. Como instrumento se utilizé una ficha

de registro de resultados.

3.4Procedimientos de recoleccion de datos

> Obtencidén del Extracto Acuoso de Hojas de C. lutea “Bijao” (Anexo
N°6-11)

« Recoleccion de la Muestra Vegetal

La muestra de las hojas de C. lutea “Bijao”, se recolectaron en el distrito de

Indiana, Provincia de Maynas, Loreto, Peru.

El area de estudio fue el Distrito de Indiana que se encuentra
geograficamente a 03°29'54” Latitud sur 'y 73°02°40” Latitud Oeste, ubicada

en la Provincia de Maynas, Departamento de Loreto.

« Obtencion del Extracto Acuoso de C. lutea “Bijao”

Las hojas de C. lutea “Bijao” se secaron a temperatura ambiente; al aire
libre, por consiguiente, se procedié al secado de las mismas, las cuales
después fueron molidas, envasadas y conservadas en un lugar seco y
fresco. Se obtuvo 300 g de la muestra en polvo, y se maceraron con 2000
mL de agua destilada, sometidos a coccién a temperatura de 60 ° a 70 °C
por dos horas hasta reducir el agua al 60% aproximadamente del volumen
total. Se eliminaron el total de solvente (para mayor concentracién) con la

ayuda de la estufa a 40° a 50 °C.

El sobrante se dej6 secar a temperatura ambiente por 2 dias, una vez seco
el extracto acuoso se pesd y se envaso en un frasco de vidrio hermético y

estéril para su conservacién y posterior utilizacién.
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> Evaluacion toxicoldgica del extracto acuoso de hojas de C. lutea
(Anexo 12-16)

Determinacién de latoxicidad aguda oral por el método de clases téxicas
agudas del extracto acuoso de C. lutea

La aplicacion de los extractos se llevo a cabo, previo ayuno de 12 horas de
todos los animales de experimentacion, de acuerdo a las dosis determinadas
por grupo experimental, se confeccionaron cuatro (04) grupos de tres (03)
animales cada uno, por cada dosis, a los cuales se le administré por via oral
el extracto acuoso de C. lutea 25 mg, 200 mg, 2000 mg y cloruro de sodio

0,9% al grupo control negativo.

Los animales se observaron individualmente después de la dosificacion al
menos una vez durante los primeros 30 minutos, periédicamente durante las
primeras 24 horas, con atencion especial durante las primeras 4 horas y
diariamente a partir de entonces, por un total de 14 dias; se observd las
reacciones toxicas, el tiempo de inicio y la duraciéon del periodo de
recuperacion. Todas las observaciones se registraron sistematicamente con
registros individuales para cada animal, ademas el peso corporal se anot6 al
inicio y cada tres dias hasta finalizar el estudio. Al concluir el periodo
experimental se sacrificaron los animales por dislocacion cervical, para su
posterior evaluacion macroscopica de d&rganos internos y estudio

histopatolégico de 6rganos diana rifion e higado.

Determinacion de la alteracién de d6rganos mediante la observacion

macroscoépica (anatomo-morfoldgicas)

Se realizé la necropsia para extraer los érganos y/o tejidos (corazén, rifidn,
pulmén, higado, bazo, estbmago), de los animales de experimentacion,
previamente se registraron los pesos corporales de cada uno; los érganos
extraidos fueron examinados macroscéopicamente para registrar coloracion,
consistencia, tamafio y/o alteraciones macroscoépicas, Se utilizé tablas de
comparaciones con los 6rganos de los animales en experimento sin

tratamiento.
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Grupos Dosis / Extracto acuoso  Cantidad animales

experimentales

GRUPO | Cloruro de sodio 0,9% 03 Ratones
GRUPO I 25 mg/kg de PC 03 Ratones
GRUPO 11l 200 mg/kg de PC 03 Ratones
GRUPO IV 2000 mg/kg de PC 03 Ratones

Determinacion de la alteracién de 6rganos mediante histopatologia

Este procedimiento fue realizado en la ciudad de Lima en los laboratorios
del Instituto Nacional de Salud. Se enviaron muestras de higado y rifion de
todos los grupos estudiados para observar los posibles dafios a nivel

celular.

Evaluaciéon de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de las
hojas de C. lutea (Anexo 17-22)

La actividad antibacteriana se determiné utilizando el método de Difusion

en Agar o disco o método de "Kirby Bauer".

A) Dilucion del extracto

Para la dilucion del extracto acuoso de las hojas de C. lutea, se procedio a
pesar 0,65; 0,75y 0,85 gramos del extracto en microtubos de tipo sppendorf
completamente estériles, y se afiadié 0,5 mL de DMSO, luego se llevo al
vortex hasta homogenizar completamente la dilucion, llegando a obtener
concentraciones del extracto de 1300 mg/mL, 1500 mg/mL y 1700 mg/mL,
siguiendo el procedimiento, se procedié con ayuda de una micropipeta, a
impregnar 20 uL del extracto ya diluido en discos de papel whatman

estériles.
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B) Preparacion de los controles

Para las pruebas realizadas, se utilizaron discos con los antibioticos
Gentamicina 10 pg/mL, Ciprofloxacino 5 pg/mL, Meropenem 10 pg/mL, y
Vancomicina 30 pug/mL, como control positivo; para el control negativo se
utilizé la solucion de DMSO utilizada en la dilucién del extracto.

C) Activacion de cultivos en agar

Con ayuda del asa bacteriolégica se procedid a activar las cepas
bacterianas en congelacion de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922
y P. aeruginosa ATCC 27853, tomando una muestra, lo inoculamos en
tubos con caldo nutritivo, e incubamos a temperatura entre 35 — 37 °C
durante 18 a 24 horas, pasado el tiempo de incubacidén se realizo el

aislamiento de colonias utilizando Agar Muller Hinton.

D) Preparacién del inéculo

De las placas de agar Muller Hinton con colonias aisladas individuales, se
procedio a seleccionar de 3 a 4 colonias, las cuales con un asa de siembra
bacterioldgica fueron transferidas a tubos que contienen 5 mL de cloruro de
sodio al 0.9% comparando visualmente se llegé a la turbidez del estandar
0,5 de la escala de McFarland, pudiendo decir que la suspensién preparada
contiene aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL de S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853,

E) Inoculacion de las placas

Alrededor de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del inoculo
bacteriano, utilizando una micropipeta completamente estéril, se tom¢é 0.1
mL de la bacteria diluida en los tubos de cloruro de sodio, para inocularlas
en placas que contenian agar Muller Hinton previamente preparadas,
utilizando una espatula de drigalsky y en distintas direcciones se esparcio
el inoculo en toda la placa Petri, dejando reposar unos 3 a 5 minutos para

quitar el exceso de humedad.
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F) Aplicaciéon delos discos

Se aplicaron los discos impregnados con el extracto en la superficie del
medio de cultivo, con la ayuda de una pinza estéril, y asegurandose que el
disco este en completo contacto con el agar. Se trat6 de distribuir los discos
uniformemente, de modo de modo que se encontraron en una distancia de
25 mm uno del otro, es recomendable que a la hora de colocar los disco en
el agar estos no superen la cantidad de 12 discos en placas de 150 mmy
no mas de 6 disco en placas de 10 mm, para evitar de esta manera que los
halos de inhibicidn de cada disco choquen entre si. Se tuvo en cuenta que
los discos una vez que entré en contacto con el agar, no deben ser
removidos, debido a la difusion rapida de los antibioticos o0 compuestos

bioactivos que pueda haber en los discos.
G) Incubacion

Una vez que se realiz6 la aplicacion de los discos impregnados con el
extracto acuoso de C. lutea, se dej6 reposar por 15 minutos
aproximadamente, para luego invertirlas e incubarlas a 35°C durante 18 —
24 horas.

H) Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Pasado el tiempo de incubacién se procedio a medir las zonas de inhibicion
incluyendo el diametro del disco, utilizando una regla vernier. Con ayuda de
una muy buena fuente de luz se ilumino la parte posterior de la placa Petri,

en un fondo negro, para mejorar la lectura®®.

I) Procedimientos de recategorizacion

e Para los principales antibidticos, los valores criticos de las
concentraciones bajas (¢) y altas (C) y de sus diametros
correspondientes (d, D), permiten la categorizacion segun los siguientes

criterios?°:
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v

Categorias Concentracion inhibitoria minima Diametro del halo de
(mg/L) inhibicion (mm)
S CMec DHI: D
R CM = C DHI < d
I c<CMeC d £ DHI< D

Fuente: Instituto Nacional de Salud.

* Por otra parte, la interpretacion del antibiograma, se encuentra fundada

en el conocimiento de los antibiofenotipos , los cuales son los patrones

de resistencia o sensibilidad de cada bacteria, permite recategorizar un

resultado inicialmente S en | o R debido al riesgo del fracaso

terapéutico. Esta lectura interpretativa requiere la identificacion correcta

de la bacteria y una correcta realizacion del antibiograma?s.

Férmula para determinar el porcentaje de inhibicion:

% INHIBICION: Diametro de la muestra x 100

Diametro de control

Los ensayos se realizaron por triplicado y se realizaran cultivos de control de

todas las cepas para comprobar su viabilidad.

Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el porcentaje de

inhibicion:
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PORCENTAJE DE INHIBICION
Inactivo <40%
Poco activo 40- 50%
Moderado activo 51- 75%
Buena actividad >76%

28



3.5Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados en el programa Microsoft Excel 2016,
con el cual se logré, obtener los cuadros de frecuencia, mediana, desviacion

estandar, gréficos.

3.6 Aspectos éticos

> Proteccién de los derechos de los animales de experimentacién.

Hoy en dia existen muchas investigaciones en el cual se intenta estudiar
las propiedades que tienen muchas plantas que son conocidas como
medicinales. Antes de sacar algun producto farmacologico al mercado, es
de mucha importancia realizar estudios pre clinico en animales de

experimentacion o de laboratorio.

Es de gran importancia la necesidad de mantener una proyeccion
adecuada en cuanto a las condiciones bioéticas con la manipulacion y

condiciones de vida de estos animales.

Al animal en estudio se le denomina modelo animal, quien actia como un
sustituto del ser humano. Los resultados de todas las pruebas realizadas;
va a depender en una parte de la seleccidén del animal de prueba, y de la

naturaleza de la investigacion

Para este estudio se siguieron las lineas que marcan el Comité para la
Investigacion y la Etica de la IASP en lo concerniente a los aspectos éticos

de los experimentos que implican dolor o sufrimiento a los animales.

Las consideraciones éticas que se tendra en cuenta seran:

+ Los animales de experimentacion seran expuestos al minimo dolor

necesario para alcanzar los objetivos de la investigacion.
+ La duracion del experimento sera la mas corta posible.

+ Se utilizaran pequefios grupos de animales, lo necesario para

demostrar o rechazar la hipotesis de trabajo.

29



> Proteccion de los Derechos Humanos (Principios Bé&sicos de
Bioseguridad)

Se utiliza la palabra contencién para explicar técnicas seguras para manejar
o0 manipular materiales infecciosos dentro de un laboratorio. Con el objetivo
de disminuir al maximo la exposicion del personal que labora en los
laboratorios u otras personas que estén en contactos con los materiales o

agentes peligrosos.

Cabe recalcar que es de suma importancia el cumplimento estricto de todas

las reglas o procesos y técnicas microbioldgicas en el laboratorio.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Rendimiento del extracto acuoso

Tabla N° 1: Rendimiento del extracto acuoso de C. lutea.

Parte Cantidad de Cantidad de Cantidad Porcentaje
de la muestra muestraseca obtenida de de
planta vegetal para extracto rendimient

maceracion etandlico 0

HOJA 5009 3009 15.48 g 5.16%

En la Tabla N°1 observamos que se utilizé6 500 gramos de muestra vegetal
utilizada para obtener el extracto acuoso; asimismo, de 300 gramos de

muestra seca macerada en agua se obtuvo 15.48 gramos de extracto
etandlico, obteniéndose un rendimiento de 5.16%.

Grafico N° 1. Porcentaje de rendimiento del extracto acuoso de
las hojas de C. lutea

% DE RENDIMIENTO

10

5.16%

or—kNW'Pmc\\]oo\o
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4.2 Evaluacioén de la actividad toxicoldgica

Evaluacion de la variacion del peso corporal de Mus musculus

Tabla N° 2: Peso promedio de los ratones durante la experimentacion.

GRUPOS DIA 1 DIA 7 DIA 14
EXPERIMENTALES X*=SD X+SD X+SD
Control Negativo 22.83 £2.61 24.10 £7.55 25.60 £5.41
Dosis 2000 mg/kg 20.70 £1.80 23.37 £5.75 21.83 £3.63
Dosis 200 mg/kg 25.37 £0.76 24.43 £1.78 24.00 £1.73
Dosis 25 mg/kg 22.53 £0.58 25.13 £0.91 23.47 £0.47

La Tabla N°02, se muestra el promedio y desviacion estandar de la variacion

de peso de los ratones albinos de todos los grupos experimentales,

encontrandose.
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Evaluacion de los sighos clinicos téxicos en Mus musculus

Tabla N° 3: Observaciones macroscopicas de 6rganos blancos asociados a las acciones del agente Organo/Sistema

GRUPOS

Organos y GRUPO 1 : GRUPQ 2 GRUPQ 3 GRUPQ 4

Sistemas (Control Negativo) (Experimental) 2000 mg/Kg (Experimental) 200 mg/Kg (Experimental) 25 mg/kg

Auténomo NSP NSP sl NSP
Comportamiento Leve Sedacion Leve Sedacion Leve Sedacion Leve Sedacion

Sensorial NSP NSP NSP NSP

Neuromuscular NSP NSP NSP NSP

Cardiovascular NSP NSP NSP NSP

Respiratorio NSP NSP NSP NSP

Ocular NSP NSP NSP NSP

Gastrointestinal NSP NSP NSP NSP

Cutaneo NSP NSP Leve Pilo ereccion NSP

NSP = No Se Present6.

En la Tabla N°3, se describe los signos clinicos observados en los animales de experimentacion segun cuadro de observaciones de

toxicidad aguda para determinar los 6rganos blancos asociados a las acciones del extracto en los 6rganos/sistema de todos los
grupos experimentales; se evidencié sedacion leve a nivel de comportamiento y pilo ereccion en el grupo experimental N°03, a dosis
de 200 mg/kg PC.
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Tabla N° 4. Observacion macroscopica de los 6érganos de los ratones.

ORGANOS Control Negativo (Experimental) 25 mg/kg (Experimental) 200 mg/kg (Experimental) 2000 mg/kg
CORAZON Color : Rojo Color : Rojo grisaceo  Color : Rojo grisaceo  Color : Rojo grisaceo
grisaceo Consistencia : textura dura Consistencia : textura dura Consistencia : textura dura
Consistencia : Textura dura Tamafio : Normal Tamario : normal Tamafio : hormal
Tamario : Normal
HIGADO Color : Rojovinoso  Color : r0jo Vinoso Color : r0jo ViNoso Color : Rojo vinoso
Consistencia: suave Consistencia : suave y firme  Consistencia : suave y frme  Consistencia : suave y firme
Tamario : Normal Tamario : Normal Tamanio: ligeramente Tamafo: ligeramente agrandado
agrandado
RINON Color : rojo Color : rojo grisaceo  Color . rojo grisaceo  Color : rojo grisaceo
grisaceo Consistencia : suave y firme  Consistencia : suave y firme  Consistencia : suave y firme
Consistencia : suave y Tamarfo : Normal Tamario : normal Tamafio : normal
firme
Tamario : Normal
ESTOMAG Color : crema Color : crema Color : crema Color : crema amarillento
o amarillento amarillento amarillento Consistencia : suave y firme
Consistencia : suave y Consistencia : suave y firme  Consistencia : suave y frme  Tamafo : pequefio
firme Tamario : Normal Tamafio . pequeno
Tamafio : Normal

En latabla N° 4 se observan los indicadores macroscoépicos de los principales 6rganos de los ratones albinos sexo macho administrados

con C. lutea.
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4.3 Resultados histopatolégicos de 6rganos diana (Rifién e Higado)

C. lutea 2000 mg/Kg

MUESTRA: HIGADO - TEJIDO

Figura N° 2: Resultados del estudio histopatoldgico del higado a
concentracion de 2000 mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

+ A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos del higado

v A 40x se observa el parénquima hepatico con degeneracion

hidropica*, la cual puede ser reversible si se retira la causa, caso
contrario derivard en necrosis (muerte del tejido) del parénquima

hepatico

*Cambio morfoldgico reversible secundario a una causa.

DIAGNOSTICO: Congestion sanguinea y degeneracion hidrépica del
higado
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C. lutea 2000 mg/Kg

MUESTRA: RINON - TEJIDO.

Figura N° 3: Resultados del estudio histopatolégico del rifion a
concentracion de 2000mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

+ A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos en el intersticio del
parénquima renal

v A 40x se observa la médula renal con hemorragia y congestion en el
intersticio entre los tubulos renales.

DIAGNOSTICO: Congestion sanguinea y hemorragia en médula renal.
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C. lutea 25 mg/Kg

MUESTRA: HIGADO - TEJIDO.

DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Figura N° 4: Resultados del estudio histopatoldgico del higado a
concentracion de 25 mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

e A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos del higado

e A 40x se observa el parénquima hepatico con degeneracion hidrépica, la
cual puede ser reversible si se retira la causa, caso contrario derivara en

necrosis (muerte del tejido) del parénquima hepatico

DIAGNOSTICO: Congestién sanguinea y degeneracion hidropica del higado
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C. lutea 25 mg/Kg

MUESTRA: RINON - TEJIDO.

Figura N° 5: Resultados del estudio histopatolégico del rifion a
concentracion de 25mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

+ A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos y presencia de

infiltrado inflamatorio.

v A 40x se observa el parénquima renal con degeneracion hidropica,

reversible si se retira la causa, ademas hay presencia de exudado
inflamatorio (células inflamatorias).

DIAGNOSTICO: Congestion sanguinea, degeneracion hidropica y leve
nefritis
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C. lutea 200 mg/Kg

MUESTRA: HIGADO - TEJIDO.

Figura N° 6: Resultados del estudio histopatoldgico del higado a

concentracion de 200 mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

« A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos del higado

+ A 40x se observa el parénquima hepatico con degeneracion hidrépica y

congestion de vasos sanguineos.

DIAGNOSTICO: Congestion sanguinea y degeneracion hidropica del higado
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C. lutea 200 mg/Kg

MUESTRA: RINON — TEJIDO

Figura N° 7: Resultados del estudio histopatolégico del rifion a
concentracion de 200 mg/kg de extracto de C. lutea.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

+ A 10x se observa congestion en el intersticio, entre los tlbulos renales
de la médula renal.

+ A 40x se observa zonas multiples de degeneracion y necrosis tubular.

DIAGNOSTICO:

Congestion en médula renal y zonas de necrosis tubular
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C. lutea control negativo

MUESTRA: HIGADO - TEJIDO.

Figura N° 8: Resultados del estudio histopatoldgico del higado control

negativo.

DESCIRIPCION MICROSCOPICA:

« A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos del higado

v A 40x se observa el parénquima hepatico con degeneracion hidrépica

ademas de congestidn sanguinea en venas y sinusoides hepaticas.

DIAGNOSTICO:

Congestion sanguinea y degeneracion hidrépica del higado.

41



C. lutea control negativo

MUESTRA: RINON -TEJIDO.

Figura N° 9: Resultados del estudio histopatoldgico del rifién control neutro.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

e A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos en el intersticio del
parénquima renal y zonas con infiltrado inflamatorio.

e A 40x se observa tubulos renales de la médula renal con procesos
degenerativos y hemorragia por diapédesis (hemorragia que resulta por
una congestion permanente)

DIAGNOSTICO:

Degeneracion tubular y areas de nefritis
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4 4 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Tabla N° 5: Actividad antibacteriana del extracto acuoso de las hojas de C. lutea “Bijao” frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.

Extracto (1300 mg/mL) Extracto (1500 mg/mL) Extracto (1700 mg/mL)
BACTERIA
Diametro Resultado Diametro Resultado Diametro Resultado
mm mm mm

Escherichia coli 0+0 Resistente 0+0 Resistente 0+0 Resistente
Pseudomona . . .
aeruginosa 0+0 Resistente 00 Resistente 0+0 Resistente
EE?ZB;IIOCOCCUS 0+0 Resistente 0+0 Resistente 0+0 Resistente

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicion:

Resistente: <12 mm
Intermedio: 13 al1l4 mm
Sensible: > 15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Pert. 200225,
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Tabla N° 6: Actividad antibacteriana de los controles positivos Meropenem 10 pg, Ciprofloxacino 5 pg, Gentamicina 10 pg y
Vancomicina 30 pg frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.

Meropenem 10 puG Ciprofloxacino 5 pG Gentamicina 10 pG Vancomicina 30 uG
Diametr Diametr Diametr
Diametro Resultado 0 Resultado 0 Resultado 0 Resultado
BACTERIA mm mm mm mm
) 22.0 + . 22.0 + . :

T i 23.0+0.0 Sensible 0.0 Sensible 06 Sensible 0 Resistente

Pseudomonas 253+0.6 Sensible 31+04  Sensible 16+0.6  Sensible 0 Resistente
aeruginosa

:L?gﬂg'ococcus 28+0.6  Sensible  34+0.0  Sensible  22+04  Sensible  20+0.6  Sensible

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicion:
Resistente: <12 mm
Intermedio: 13 a 14 mm
Sensible: >15 mm
Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Per(. 20022,

En la TABLA N° 6 observamos que los controles positivos Meropenem, Ciprofloxacino, y Gentamicina frente a E. coli, P. aeruginosa
y S. aureus, tuvieron halos de inhibicion con actividad antibacteriana Sensible, a excepcién del antibiético vancomicina, quien tuvo

actividad antimicrobiana resistente frente a E. coli, y P. aeruginosa, y sensible para S. aureus.
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Este trabajo de investigacion se realizé de acuerdo al protocolo descrito en la
normativa N° 423 de la OCDE, método de Clases ToOxicas Agudas,
desarrollado bajo las condiciones experimentales para demostrar la inocuidad
del extracto acuoso de C. lutea, es una especie vegetal que es utilizado
tradicionalmente como antiséptico, antibacteriano y otros usos tradicionales

por la poblacién loretana.

El extracto acuoso de C. lutea fue preparado a partir de 300 gramos de hojas
secas, se obtuvo un Rendimiento de 5,16%, encontrandose la relacién de que
por cada 300 g de hojas se obtiene aproximadamente 15,48 g de extracto
acuoso de C. lutea.

La C. lutea en el andlisis fitoquimico se ha encontrado saponinas, flavonoides,
cumarinas, alcaloides y compuestos fendlicos, se presentd altos porcentajes
de taninos realizados por andlisis volumeétricos, y la literatura nos indica que

estos tipos de compuestos tienen actividad farmacologica.

En el analisis toxicologico se determind el factor peso corporal donde no
podria atribuirse a la administracion del extracto acuoso de C. lutea, debido a
la no diferencia significativa observada durante el ensayo con respecto al
basal, pudiendo asumirse este incremento a la composicion del alimento
caracterizado por contener proteinas (48,40%), soya (22,20%), vitaminas y

minerales (0,12%).

Del mismo modo en los resultados hallados de signos clinicos de toxicidad no
se observaron signos relevantes segun el anexo 2 (ficha de observacion de
signos clinicos) en el sistema autonomo, sensorial, neuromuscular,
cardiovascular, respiratorio, ocular, gastrointestinal y cutaneas, a excepcion
de una leve sedacién o estado de inactividad en un corto tiempo en todos los
grupos experimentales tratados con el extracto acuoso de C. lutea a dosis de
25, 200 y 2000 mg/kg ni en el grupo control negativo, esto puede deberse al
agotamiento y/o cansancio de los ratones albinos durante la observacion; un
estudio similar realizado por Saldafia L, (2019)*3, en donde estudio la toxicidad

del extracto acuoso de hojas de C. lutea “Bijao”, obteniendo resultados que
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dicho extracto es posible que presente un efecto téxico o nocivo en los
animales de experimentacion (a dosis de 2000 mg/kg) al manifestarse
alteraciones clinicas significativas al nivel hepéatico observados en

comparacién con el grupo control negativo.

Al finalizar el estudio de la observacién y registro de signos clinicos/téxicos,
se sacrificaron todos los animales de experimentacion, mediante la técnica de
dislocaciéon cervical, posteriormente se realizO el estudio macroscopico
observando la coloracion, consistencia y tamafio de los principales érganos
(corazén, higado, rifiones, estbmago), los cuales fueron comparados con el
grupo control negativo, no encontrandose alteracion o cambio en los aspectos
mencionados, por lo cual se procedio a la preparacion de los dos principales

organos diana (higado y rifion) para la realizacion del estudio histopatolégico.

Para el estudio histopatologico se envio secciones del tejido de higado y riiidn
de todos los grupos de experimentacion y control, observandose congestion
sanguinea, degeneracion hidropica del higado y degeneracion tubular y areas
de nefritis en todos los grupos de tratamiento incluyendo el control negativo,
pudiendo indicar que dicha alteracion podria no deberse al extracto acuoso de

C. lutea.

La investigacion nos muestra que el extracto acuoso de las hojas de C. lutea
“Bijao” a concentracion de 1300 mg/mL, 1500 mg/mL, y 1700 mg/mL frente a
S. aureus, E. coli, y P. aeruginosa, no presenta halo de inhibicion, pudiendo
indicar que las bacterias en estudio son resistentes al extracto acuoso de C.

lutea bajo las condiciones de experimentacion.

El procedimiento para la obtencion del extracto acuoso utilizado en la
experimentacion podria no ser el adecuado con respecto a la forma tradicional
del uso de C. lutea en el arte culinario y como antiséptico, podemos deducir
gue se podria utilizar las muestras frescas y asi obtener resultados distintos,
pero de acuerdo al procedimiento y bajo las condiciones de este estudio el
extracto acuoso de C. lutea no posee toxicidad ni actividad antibacteriana.

Asi mismo se podria utilizar un protocolo diferente a lo descrito en la normativa
N° 423 de la OCDE, como, por ejemplo, un estudio relacionado a la toxicidad
crénica con un minimo de 90 dias de experimentacién, para obtener datos que
contribuyan a garantizar la inocuidad de esta especie.
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CAPITULO VI: PROPUESTA

En la actualidad es muy comun el uso de plantas medicinales para el alivio de
distintas patologias y constituyeron una gran ayuda para la poblacién. Sin
embargo, poco se sabe respecto a los posibles efectos toxicos que puede traer
consigo el consumo de dichas plantas, considerando la dosis, el tratamiento o
su mal consumo. Por ello es necesario que los estudios farmacolégicos se
complementen con los toxicoldgicos, considerando que la linea que limita lo

beneficioso de lo adverso es la dosis.

Este trabajo investigacion al ser un estudio toxicolégico agudo nos
proporciona datos solo de los 14 dias de observacion experimental de acuerdo
a las condiciones de laboratorio, pudiendo aparecer algun signo de toxicidad
después de ese periodo de estudio. Por ello se recomienda otros ensayos que
contribuyan con resultados mas especificos como por ejemplo estudios de

toxicidad crénica a 90 dias.

Es de gran importancia la necesidad de mantener una proyeccion adecuada
en cuanto a las condiciones bioéticas con estos animales, la manipulacion y
sus condiciones de vida aplicando el principio de las 3 Rs, ademas la dificultad
geografica para la adquisicion de animales y lo costoso del mantenimiento

hace dificil este tipo de estudio.

Respecto al estudio de la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso,
seria conveniente realizar el estudio utilizando otros meétodos, tales como
macrodulicion en caldo, método directo, sembrado en espiral, que son mas

especificos, pero costosos.

También es conveniente realizar estudios con otras cepas ATCC o salvajes,
del mismo modo, utilizar otros antibiéticos como control positivo,
contribuyendo a la obtencion de resultados diferentes, fortaleciendo al

presente trabajo de investigacion.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

Se determiné la toxicidad aguda del extracto acuoso de hojas de C. lutea
“Bijao” el ensayo se realizé segun el Método de las Clases Toxicas Agudas,
descrito por la Normativa N°423 de la OECD, aplicados en ratones albinos.

Se obtuvo el extracto acuoso de hojas de C. lutea “Bijao” y se determind su
rendimiento aproximadamente en 5,16%; lo cual manifiesta que, por cada 300

g de hoja seca, se obtuvo 5,16 g de extracto acuoso seco.

Se determiné que la toxicidad aguda oral segun el método de Clases Toxicas
Agudas (CTA) del extracto acuoso de hojas de C. lutea “Bijao” a dosis de 2000
mg/kg PC, 200 mg/kg PC y 25 mg/kg PC aplicados en animales de
experimentacion no presentan signos toxicos de acuerdo a las condiciones y

al tiempo de duracion del estudio.

En la observacion macroscopica se encontré alteracion de una pequefia
protuberancia, quiste, apéndice en los higados de los ratones tratados con
dosis de 2000 mg/kg PC y 200 mg/kg PC, siendo en uno de los higados del
grupo experimental a dosis de 2000 mg/kg PC., un poco mas pronunciado que

el resto de los ratones.

A través del método de difusion en agar o disco, se evalud la actividad
antibacteriana del extracto acuoso de las hojas de C. lutea a concentraciones
de 1300 mg/mL, 1500 mg/mL, y 1700 mg/mL frente a S. aureus, E. coli, y P.
aeruginosa, no se reportaron diametros de inhibicion, diciendo de esta manera

gue las bacterias estudiadas son resistentes al extracto acuoso.
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CAPITULO VIIl: RECOMENDACIONES

« Realizar otros estudios de extraccion de metabolitos secundarios,

utilizando otros solventes, con el fin de extraer compuestos secundarios,
teniendo en cuenta la polaridad de estos.

v/ Realizar estudios mas exhaustivos considerando principalmente los

resultados macroscopicos del higado, durante y después del tratamiento
con el extracto acuoso de hojas de C. lutea “Bijao”, para detectar los
posibles dafios que puedan presentarse con el extracto.

« Complementar el estudio con pruebas bioquimicas de TGO y TGP,
para obtener resultados de mejor calidad.

v Aplicar el método de difusion en agar o disco, utilizando
concentraciones diferentes del extracto acuoso de C. lutea, a las

utilizadas en este trabajo de investigacion.

v Realizar pruebas antibacterianas utilizando, un diluyente diferente al

DMSO, como por ejemplo la mezcla de etanol-agua (1:1), con el fin de
facilitar la dilucion del extracto acuoso de C. lutea.
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ANEXOS

1. Instrumentos de recoleccion de datos

Ficha de observacion de signos clinicos

Ficha de Observaciones de Signos Clinicos

Organo/Sistema: Signos Clinicos.

Auténomo: Salivacion, descarga nasal, diarrea, urinacion, piloereccion,
exoftalmo, membranas nictitantes relajadas, rinorrea, sudoracion.

Comportamiento: Sedacion, cabeza caida, posicion sentada con cabeza
erguida, depresion severa. Inquietud, acicalamiento excesivo, irritabilidad,
comportamiento agresivo, hostilidad defensiva, fiereza, actividad bizarra,
confusion.

Sensorial: Reflejo derecho, sensibilidad al dolor, reflejo corneal, reflejo de
los miembros posteriores, sensibilidad al sonido y al tacto.

Neuromuscular: Actividad disminuida o incrementada, fasciculaciones,
temores, debilidad, reflejo de los miembros posteriores (ausente o
disminuida), tono muscular, ataxia, convulsiones, postracion, debilidad de
miembros posteriores.

Cardiovascular: Alteracion (incremento o disminucion) de la frecuencia
cardiaca, vaso constriccion, vasodilatacion, hemorragia.

Respiratorio: Jadeo, disnea, apnea, hipoapnea.

Ocular: Lagrimacion, ptosis, nistagmo, midriasis, miosis, cicloplejia,
Reflejo pupilar luminoso.

Gastrointestinal: Salivacion, nauseas, diarrea, evacuaciones
sanguinolentas, constipacion, defecacion.

Cutaneas: Piloereccion, alopecia, sacudidas (perro mojado), eritema,
edema, hinchazon, necrosis.
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Ficha de registro de signos téxicos

Tiempo de
permanenci
a

Tiempo de
aparicién

Tiempo de

Signostoxicos Marca | Observaciones reversibilidad

Autdbnomo

Comportamiento

Sensorial

Neuromuscular

Cardiovascular

Respiratorio

Ocular

Gastrointestinal

Cutaneas

SLodesi —

MACHOS
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Ficha de registro de observaciones macroscopicas

Observaciones Macroscopicas de los Organos

MACHOS

Organo

Coloracion

Consistencia

Alteraciones
Macroscoépicas

Cerebro

Corazoén

Pulmones

Bazo

Higado

Rinones

Estdomago

Intestino
Delgado

Testiculos/
Ovarios

Glandulas
Suprarrenales

56




Reporte de resultados de observaciones histopatolégicas

RESULTADOS DE LECTURA DE LAMINAS HISTOPATOLOGICAS

PROCEDENCIA:  Iquitos
CODIGO DE LAMINA:  Calathes Jutea 200mg/kg Higado
SOUCITADO POR:: auisiivaisiiaimsibiiinusias

A) MUESTRA: TEJIDO.

DESCRIPCION MACROSCOPICA.
No refiere. Se remitio el organo completo sumergido en formol. Se enviaron
secciones del tejido para ser procesadas.

DESCRIPCION MICROSCOPICA:

* A 10x se observa congestion en los vasos sanguineos del higado

* A 40x se observa el parénquima hepatico con degeneracion hidropica y
congestion de vasos sanguineos.

DIAGNOSTICO: Congestion sanguinea y degeneracion hidropica del higado

;.‘..u,'d Lot ,aii

MV Cielo Llerena Zavala
CMVP 4200
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> Obtencion del extracto acuoso

Recoleccion de las hojas de Bijao

58



Pesado de las hojas secas y cortadas
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Filtracion del extracto cocido

Extracto acuoso de C. lutea
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> Evaluaciéon de latoxicidad

Solucién de los extractos a concentranciones 2000 mg, 200 mg,
25 mg

Administracion de las soluciones a diferentes concentraciones
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Realizacion de la autopsia a los 14 dias de administracién del
extracto
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Observacion histolégica de los 6rganos a 40x

> Evaluacién de la actividad antibacteriana

Materiales estériles, para la realizar la prueba antimicrobiana
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Activacion de las bacterias
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Impregnacion de los discos con el extracto acuoso de C. lutea
para la prueba de sensibilidad por el método de difusion en disco
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Preparacion del inoculo bacteriano
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Aplicacién de los discos impregnados con el extracto

Resultados de los ensayos realizados, por el método de Kirby -
bauer
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Flujograma del proceso de evaluacion de la toxicidad del extracto
acuoso de C. lutea

Sacrificio del animal

Hb _J
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Flujograma del proceso de evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto acuoso de C. lutea

EVALUACION DE LA

v

1. Recuperacion de cultivos

2. Reactivacion de

3. Cultivos en Agar por

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
UTILIZANDO EL METODO DE DIFUSION

2. Comparacion del
indculo con el

1. Preparacion 3. Dilucién de

6. Lectura de 4. Aplicacion de los
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Certificado sanitario de la muestra animal
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Constancia de Herbarium Amazonense de la muestra vegetal
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