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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Pera es un pais que cuenta con un arsenal de plantas curativas gracias a su biodiversidad;
esto permitié su utilizacion de nuestros ancestros para curar sus enfermedades y asi aliviar sus
dolencias; estas plantas ha sido el Unico recurso con el que contaban los médicos de la época,
fue asi entonces, que se profundizo el estudio de las distintas especies vegetales que poseian
propiedades curativas esto ha despertado la inquietud de pretender aislar ciertos , principios
activos contenidos en sus diferentes extractos.

Una de estas plantas con un gran potencial antibacteriano es la llamada Caesalpinia spinosa
(Tara), se trata de una especie forestal nativa de los valles interandinos la produccion se
distribuye por toda la costa peruana desde Piura hasta Tacna, asi como en los valles interandinos
de Ancash, Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Huancavelica, Huanuco y Junin. A los
diversos extractos de sus vainas se le atribuyen entre otras propiedades, actividad bactericida
sobre bacterias Gram positivas como el género Staphylococcus (1 2’3).



Pseudomonas aeruginosa es el principal patdégeno de la familia pseudomonadaceae
anteriormente se consideraba como una bacteria saprofita 0 como un microorganismo inocuo
debido a su poca relacion con infecciones, pero a medida que ha pasado el tiempo esta ha
evolucionado convirtiéendose en uno de los patégenos oportunistas con mayor poder patdogeno a
nivel Intrahospitalario; especialmente en pacientes inmunocomprometidos, que estén expuesto a
alteracion de las barreras fisicas (Quemaduras, cirugia, lesiones oculares, procedimientos
invasivos) y enfermedades como fibrosis quistica y diabetes mellitus.

Pseudomona aeruginosa ha emergido como uno de los principales patdgenos hospitalarios
causantes de infecciones graves y productores de -lactamasas de espectro extendido (BLEE)
inusuales, como PER- 1, OXA y carbapenemasas (4). Los carbapenémicos, imipenem y
meropenem son los farmacos de eleccidn para tratamiento de las infecciones causadas por P.
aeruginosa. Sin embargo, la frecuencia de aislamientos de cepas resistentes a estos
medicamentos se ha incrementado considerablemente en todo el mundo y en América Latina,
incluyendo Pera donde la prevalencia de infecciones por este patégeno esta yendo en aumento.

La produccion de carbapenemasas es un mecanismo de resistencia de gran importancia en P.
aeruginosa, pues las cepas productoras en general resultan resistentes no sélo a imipenem y
meropenem, sino también a otros antibidticos -lactdmicos que se utilizan para el tratamiento. La
produccion de estas enzimas se debe a la presencia de genes que en su mayoria se encuentran
localizados en integrones insertados, elementos moviles como transposones y plasmidos.

Con el afan de buscar nuevos principios activos que suplan a los ya existentes y que nos
permitan llevar una terapia antimicrobiana exitosa, sobre todo en estas bacterias resistentes, es
que se realizé un trabajé con el aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze. Mediante
el cual se evalud su efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus resistentes a la
meticilina (SARM) obteniéndose resultados muy favorables (5).

Nuestra inquietud va un poquito mas alla, el pretender determinar la composicién quimica de este
aceite esencial de tara y determinar especificamente que compuesto es el que esta ejerciendo su
efecto sobre estas bacterias multirresistentes y; a la vez nos permitira evaluar su actividad
antimicrobiana frente a bacterias resistentes como es el caso de Pseudomonas aeruginosa
resistente a imipenem y meropenem.

Problema

¢, Cual sera la Composicion Quimica del Aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) que
permita determinar su actividad antibacteriana frente a cepas de Pseudomona Aeruginosa



Productoras de Carbapenemasas?

II. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Pseudomonas presenta un alto nivel de resistencia, por un lado resistencia intrinseca o natural y
por el otro lado una extraordinaria capacidad para adquirir distintos mecanismos de resistencia
generalmente mediada por mutaciones 6). Un ejemplo de esto es la resistencia natural de la P.
aeruginosa a las bencilpenicilinas y al trimetoprin sulfametoxazol; esta resistencia se debe a su
membrana externa probablemente el factor mas importante sea la presencia de bombas de
expulsion sobre todo Mex AB-OprM, con capacidad para expulsar antibiéticos lactamicos,
tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos, fluoroquinolonas, sulfonamidas y trimetoprin (7).

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA (mutacion) o por la adquisicion
de plasmidos, transposones, integrones, en el primero se dan casos tales como la transformacion
de una -lactamasa en una -lactamasa de espectro extendido o como en el caso de mutaciones de
los genes que codifican las porinas con el consecuente bloqueo del ingreso del antibiético al
interior de la célula bacteriana.

La multirresistenciaha adquirido tal importancia que la OMS ha identificado este problema como la
guinta amenaza para la salud humana y sus consecuencias generan multiples campafias para
intentar controlar esta situacion (8’9). La importancia de la multirresistencia radica en que provoca
un claro aumento de la morbi-mortalidad de los pacientes tanto en el @mbito hospitalario como
ambulatorio y la repercusion en los costes sanitarios en un problema afiadido por la salud publica
(10’11). Al existir un alto grado de resistencia se ven limitadas las posibilidades terapéuticas con
un déficit claro de antibacterianos efectivos para estos microorganismos (12).

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (PAMR) forma parte de un grupo de microorganismos
llamados PROBLEMATICOS O CONFLICTIVOS (Junto al Enterococcus resistente a vancomicina
(ERV), Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM), Enterobacterias multirresistentes
(BLEE) y Acinetobacter baumannii), que tienen en comun la gravedad de infecciones causadas y
las dificultades terapéuticas.

Esta multirreistencia incluyen a ciertos antipseudomonicos entre los que se encuentran penicilinas
antiseudomonicos (Piperacilina), Cefalosporinas (Ceftacidima, cefepime), Carbapenems
(Imipenem, Meropenem, Doripenem), Fluoroquinolonas (Ciprofloxacino), Aminoglucosidos
(Gentamicina, Tobramicina, Amikacina), Monobactam (Aztreonan) y Polimixina (Colistina) (13).



La resistencia de Pseudomonas a carbapenems parece ser bastante alta en toda Europa. En
Dinamarca, paises bajos, Suiza Suecia y Finlandia la resistencia a carbapenems se encuentra
debajo del 10% mientras que en Croacia, Turquia, Alemania, Italia, Republica checa y Grecia por
encima del 25% ; en EEUU en el afio 2008 la prevalencia de PARM como causa de infecciones
nosocomiales estuvo en torno a un 10% (14). Segun datos de US Center for Diseases Control
and Prevention (CDC) P.aeruginosa es la segunda causa de neumonia (17%), la tercera de
infeccion del tracto urinario (7%) y la cuarta de infeccion de herida quirargica (8%) y es el quinto
patdégeno mas frecuente en muestras de cualquier procedencia (9%) (15).

Estudios revelados por la sociedad espafiola de medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene
(EPINE) correspondiente a la prevalencia de infecciones nosocomiales en Espafia 2010, la
mayoria de las infecciones bacterianas fueron causadas por bacterias gramnegativas (48.9%)
tanto en el ambito nosocomial como a nivel comunitario (54.5% y 45.2% respectivamente);
Teniendo en cuenta que los microorganismos aislados como es el caso de P. aeruginosa fue la
segunda causa de infeccion global (8.1%) sin tener en cuenta los porcentajes segun la
sensibilidad (16),

Por otro lado a P. aeruginosa se le atribuye la primera causa de infeccion respiratoria nosocomial
(18.6%) y la segunda en infecciones del tracto urinario nosocomial (9.8%), infeccidn respiratoria
comunitaria (12%) y de herida quirargica (10.7%) (16). En ciertos estudios realizados identificaron
una prevalencia de aislados clinicos de P. aeruginosa resistentes a imipenem y meropenem del
18.9% y de 0.4% de cepas productoras de metalo lactamasas (17). El interés del estudio de este
microorganismo radica, por lo tanto, en su elevada capacidad de adaptacion, convirtiéendose en
una de las bacterias méas temidas a nivel intrahospitalario ocasionando una elevada tasa de
mortalidad en no solo en pacientes inmunocompetentes sino en todos aquellos que sean
expuestos a tratamiento invasivos;

En la actualidad las plantas son utilizadas en la medicina, pero la ciencia moderna, analizando y
estudiando los efectos terapéuticos de las plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las
diversas propiedades, para conocer los principios activos responsables de cortar, aliviar o curar
las enfermedades. Un andlisis de esta naturaleza debe ser realizado como una accién

multidisciplinaria con la intervenciéon de biélogos, quimicos, farmacoélogos y farmacognosistas (18)

Las propiedades curativas de las plantas se atribuyen a la presencia de un “principio activo”, el
cual produce un efecto fisiolégico. Un gran porcentaje de estos principios activos estan
comprendidos dentro de los productos naturales o metabolitos que son compuestos de estructura
compleja y de distribucidn restringida, entre ellos: alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides,
aceites esenciales, gomas, resinas y taninos, que pueden encontrarse distribuidas por toda la



planta o en alguna de sus partes(3).

La flora peruana es muy rica en especies a las que la medicina tradicional atribuye eficaces
propiedades terapéuticas, las que sin embargo aun no son investigadas convenientemente, tal es
el caso de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “taya” perteneciente a la familia de las
leguminosas. La “tara”, es una planta originaria del Peru utilizada desde la época prehispanica en
la medicina folclérica o popular y en afios recientes, como materia prima en el mercado mundial
de hidrocoloides alimenticios (19).

Tradicionalmente la Caesalpinia spinosa “tara” ha sido utilizada en el tratamiento de diversas
afecciones respiratorias, lo que supone que posee compuestos con actividad antimicrobiana, por
ello se han realizado al respecto experiencias a nivel cientifico asi como también con bacterias
entre ellas Staphylococcus aureus (20).

trabajos realizados sobre el tratamiento de quemaduras con peliculas obtenidas por radiacion
gamma que contienen extracto hidroalcohdlico de tara (Caesalpinia spinosa) en animales de
experimentacion con el objetivo de Evaluar el efecto cicatrizante de hidrogeles obtenidos con
radiacion gamma embebidos con extracto hidroalcohélico de tara (Caesalpinia spinosa) se
demostrd que el hidrogel de quitosano-alcohol polivinilico embebido en extracto hidroalcohdlico
de tara mostro significativamente mayor actividad cicatrizante que el extracto hidroalcohdlico de
tara solo (21).

En el aflo 1998 encuentran que la planta de Caesalpinia spinosa tiene diferente accion
antimicrobiana frente a B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans, Penicillum sp y
Aspergillus sp (22). También se han realizado evaluaciones sobre la efectividad del extracto de
tara usando el fruto (vaina) completo en los que se demostrd actividad inhibitoria sobre cepas
Gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. Los componentes del fruto
relacionados con dicha actividad corresponden exclusivamente a la cascara de la vaina, donde la
pepa no muestra actividad inhibitoria. Los halos de inhibicion de la tara fueron mayores a los que
produjeron extractos de Eucalipto (20). Se ha demostrado que la actividad de Caesalpinia spinosa
frente a estreptococo hemolitico aumenta a medida que se eleva (25% a 100%) la concentracion
del extracto (23).

Estudios in vitro de diferentes concentraciones de extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa
(Molina), sobre la viabilidad de Corynebacterium diphtheriae, se encontré un efecto aceptable
debido a la presencia de halos de inhibicidbn de mayor didmetro que los obtenidos con penicilina y
eritromicina, antibiéticos que se ensayaron como referencia (24).

Se ha determinado mediante el método de Kirby - Bauer que el extracto acuoso de vainas de
Caesalpinia spinosa (tara) presenta efecto inhibitorio sobre las cepas de Staphylococcus aureus y



Streptococcus pyogenes (25). También se ha determinado una actividad antimicrobiana marcada
de las vainas maduras (extracto crudo) de Caesalpinia spinosa “tara” contra Staphylococcus
aureus ,aunque no se ha logrado determinar una verdadera Concentracién minima bactericida
debido a que el extracto crudo, no diluido, no logro matar a todas las bacterias, de alli que
algunos piensen que el acido galico presente en estos vegetales solo ejerza una accion sinérgica
con otros compuestos antimicrobianos, de hecho ya hay estudios al respecto (26’27).

Ill. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOS)

En los dltimos tiempos el uso indiscriminado de antibioticos ha hecho que ciertos
microorganismos causantes de infecciones en el ser humano generen resistencia razon por la
cual se hace cada dia mas dificil combatir dichas infecciones. Tal es el caso de Las Infecciones
Intrahospitalarias (IIH) o también llamadas Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud,
constituyen un desafio ineludible para los, investigadores, autoridades de los hospitales, al ser
consideradas un evento adverso para el paciente que influye en la calidad de atencion, en un
sistema donde los servicios de salud estan siendo cada vez mas afectados debido a la presencia
de microorganismos altamente patdégenos; estos agentes bacterianos han desarrollado distintos
mecanismos de defensa frente a las drogas perjudicando cada vez mas la salud de los pacientes.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en su estrategia: “Salud para todos en el afio 2000”,
reconoce la necesidad de incorporar a la salud publica los recursos y técnicas de la medicina
tradicional. Asi, el medicamento natural puede contribuir a la solucion del problema de salud rural,
asi como aliviar del alto costo y dificil adquisicion de medicamentos hechos a base de insumos
guimicos, los que han reemplazado a muchas de las antiguas y bien establecidas drogas
vegetales (24).

De acuerdo a lo mencionado, nuestro propdsito en la presente investigacion es determinar a
componentes quimicos que estén presentes en el aceites esencial de Caesalpinia spinosa (tara) ,
gue contribuyan a la disminucion de la viabilidad de estos patégenos resistentes, y asi promover
la formulacién de un antimicrobiano eficaz; por otra parte buscamos en la tara al ser un recurso
renovable, nativo y abundante, que su exportacion no solo sea como materia prima sino darle un
valor agregado.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL



» Determinar la composicién quimica del aceite esencial de los frutos de Caesalpinia spinosa
“tara” y evaluar su capacidad antibacteriana frente a cepas de Pseudomona aeruginosa
resistente a imipenem y meropenem.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Determinar la composicién quimica del aceite esencial de las frutos de Caesalpinia spinosa
Htara”

 Determinar la concentracidon minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) del aceite esencial de tara sobre el crecimiento de Pseudomona aeruginosa resistente a
imipenem y meropenem aislados del Hospital regional docente de Trujillo.

» Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon minima bactericida (CMB)
del aceite esencial de tara sobre el crecimiento de P. aeruginosa ATCC 77297 y de P.
aeruginosa ATCC 25927 .

V. MARCO TEORICO

Caracteristicas generales deP. aeruginosa. Es la principal especie patogénica de la familia
Pseudomonadaceae y se identifica facilmente como un bacilo gran negativo, recto o ligeramente
curvado, con una longitud que oscila desde 1 hasta 3 mm y una anchura de 0,5 a 1,0 mm. Las
principales caracteristicas morfolégicas en medios de laboratorio incluyen la produccion de
pigmentos, especialmente un pigmento de fenacina soluble de color azul, llamado piocianina.
Algunas cepas producen colonias rojas o negras debido a la sintesis de pigmentos denominados
piorrubina y piomelanina, respectivamente. Otro pigmento producido por P. aeruginosa, con
capacidad de difusion, de color amarillo verdoso a amarillo marronaceo, es la pioverdina que,
cuando se produce junto con la piocianina, da lugar a una colonia tipica de color verde a azul
verdoso en medios solidos.

El nombre aeruginosa procede del color verde azulado que se observa en el interior de las
colonias de muchos aislados clinicos. Las colonias de P. aeruginosa pueden presentar una
morfologia sumamente variada; las colonias tipicas parecen propagarse sobre la placa,
extenderse con un brillo metalico y con frecuencia producen un aspecto gelatinoso 0 «viscoso»
especialmente en zonas de gran crecimiento. Sin embargo, se ven variantes de colonias que



incluyen los morfotipos enano, coliforme y mucoide, siendo esta ultima morfologia especialmente
frecuente cuando se observan cultivos procedentes de las vias respiratorias y secreciones de
pacientes con fibrosis quistica (FQ).

La entrada de P. aeruginosa en la mayoria de los humanos se produce por via oral o respiratoria;
pudiendo llegar a tener consecuencias graves, especialmente para aquéllos con comorbilidades
Subyacentes o una predisposicidn genética, como en la FQ. Por lo general, se considera que las
dos principales adhesinas que desempefian un papel en este sentido son los pili y los flagelos
gue presentan varias funciones incluidas tanto la motilidad como la unién a receptores.

Factores de virulenciay su importancia clinica

P. aeruginosa es un patégeno bacteriano de mucho interés, debido a mdltiples factores que
hacen que se convierta en el patbgeno mas formidable para el ser humanos; esto se bebe a su
diversa complejidad de sus factores de virulencia. El microorganismo presenta un genoma grande
de méas de 6 megabases de tamafio que es sumamente flexible en términos de capacidad para
incorporar y modificar el ADN. Casi todas las clases principales sistemas de virulencia bacteriana
se encuentran en este microorganismo incluidas exotoxinas, endotoxinas, toxinas secretadas de
tipo lll, pili, flagelos, proteasas, fosfolipasas, proteinas de union a hierro, exopolisacéridos
, la capacidad para formar biopeliculas y elaboracién de piocianinas.

El microorganismo puede crecer de manera anaerébica si esta presente una fuente de nitrato. P.
aeruginosa es un patogeno significativo en parte debido a las practicas médicas modernas que
utilizan una gama extensa de dispositivos médicos implantados, que oscilan desde catéteres
venosos hasta implantes ortopédicos, sobre los cuales el microorganismo puede colonizar y
formar una biopelicula y después diseminarse por via sistémica. P. aeruginosa produce una
variedad de proteasas que pueden inactivar los efectores inmunitarios del huésped, son
citotoxicas para las células y pueden degradar componentes tisulares permitiendo al
microorganismo desarrollar el proceso infeccioso.

Las proteasas mejor estudiadas de P. aeruginosa son las elastoliticas codificadas por los
genes lasA (proteasa LasA) y lasB (elastasa), proteasa alcalina y proteasa IV. Estas
proteinas tienen un amplio intervalo de especificidades de sustrato y se piensa que contribuyen
en la patogenia por su capacidad diversa para degradar proteinas del huésped (28).



Intoxicaciéon mediante factores de secrecion tipo lll.

Los sistemas de secrecion tipo Il permite la inyeccion directa de toxinas bacterianas en el interior
de células eucariotas, causando alteraciones en el trafico celular al inhibir el citoesqueleto de
actina y también al afectar a la sintesis proteica. Para P.aeruginosa, la expresion de las toxinas
de tipo Ill se asocia de manera significativa con evoluciones clinicas, incluido el aumento de la
mortalidad en pacientes con infeccion aguda (28).

La colonizacién de los tejidos implica la existencia de adhesinas; las mejor caracterizadas son las
fimbrias, aunque otros tipos de adhesinas incluyen lipopolisacaridos, flagelos, proteinas de la
membrana externa y alginato. La formacion de biopelicula también juega un papel muy importante
en la patogénesis de P. aeruginosa, ya que permite a este microorganismo colonizar superficies,
por ejemplo, instrumentales médicos como catéteres, tubos endotraqueales y lentes de contacto,

también puede contribuir a la infeccion cronica de las vias respiratorias de pacientes con fibrosis
quistica(29’3o).

Mecanismos de Resistencia de P. aeruginosa

El gran problema de las infecciones por P. aeruginosa, es la limitada existencia de agentes
antimicrobianos efectivos debido a la elevada resistencia intrinseca que presenta a diferentes
familias de antimicrobianos como: aminopenicilinas, aminopenicilinas combinadas con
inhibidores, cefalosporinas de 1°y 2° generacién, cefamicinas, ertapenem, trimetoprim
sulfametoxazol, tetraciclinas, cloranfenicol, macrdélidos, glucopéptidos, antiguas quinolonas,
novobiocina y nitrofurantoina. Esta resistencia natural, es debida a que P. aeruginosa posee una -
lactamasa cromosémica inducible de tipo AmpC y a la presencia de una membrana poco
permeable y a un sistema de bombas de expulsién activa de antimicrobianos que confieren la
denominada impermeability-medited resistance. Ademas este microorganismo tiene una elevada
capacidad de adquirir resistencia mediante diversos mecanismos, a los antibiéticos llamados
antipseudoménicos(3l’32).

Resistencia a los -lactamicos

De un modo general los -lactdmicos actdan inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis de
peptidoglucano por inhibicién de la transpeptidasa, conocidas como proteinas ligadoras de
penicilina (Penicilin Binding Proteins, PBP). Para ejercer su accidén antimicrobiana los -lactamicos
requieren penetrar la pared celular y atacar las PBP, en el caso de los gram positivos este
proceso es facilitado por la presencia de gran cantidad de peptidoglicano que posee una



caracteristica mas hidrofilica. Pero en los gram negativos como P. aeruginosa este proceso se
torna mas dificil, ya que presenta lipopolisacaridos en su membrana externa lo que dificulta la
penetracion del farmaco, ademas de esto P. aeruginosa carece de porinas de alta permeabilidad
gue permitan el ingreso del farmaco dentro de la célula. Por esto sélo algunos -lactdmicos
presentan actividad frente a P. aeruginosa (33, 34’35).

Impermeabilidad

La baja permeabilidad necesita la presencia de porinas especificas para la captacion de
nutrientes. Las porinas en P. aeruginosa pueden ser divididas en tres grandes familias: la familia
OprD de porinas especificas (19 miembros), la familia OprM de porinas de eflujo y la familia
TonB-interaccion. Siendo, solo las de tipo OprD importantes en la captacion de antibioticos (36).

La impermeabilidad adquirida debido a la perdida de la porina OprD es un importante mecanismo
de resistencia a carbapenems. La penetracion de imipenem (IPM) y otros carbapenems (aunque

no de otros -lactdmicos) ocurre a través de la porina OprD que esta en la membrana externa y es
especifica para el transporte de aminoacidos dibasicos y glutamato:

La analogia estructural entre éstos y los carbapenems explica la capacidad para penetrar la
membrana utilizando la OprD. La afinidad y la capacidad de difusiéon de IPM es casi 70 veces
mayor que la de meropenem (MER), debido a la naturaleza mas hidrofilica de IPM. La pérdida de
esta porina (junto con la produccion de AmpC) puede determinar la resistencia a IPM. Por otro
lado IMP tiene capacidad de seleccionar, intra-tratamiento, cepas con mutaciones en la OprD. Se
ha demostrado que la capacidad de esta bacteria para eliminar los antibioticos que penetran en la
misma, empleando sistemas de expulsion activa, es tan importante como la baja permeabilidad
de su membrana externa (36, 37).

Sistemas de Eflujo

Las bombas de eflujo son complejos proteicos de membrana que expulsan de la bacteria
sustancias toxicas para ésta. Los sistemas de eflujo activos (bombas de eflujo) propios de la
especie presentan una amplia especificidad de sustratos, siendo responsables en parte de la
resistencia natural en P. aeruginosa.

Los sistemas de eflujo capaces de expulsar antibidticos se dividen en cinco clases: la superfamilia
mayor facilitador (MFS), la familia cassette de union-ATP (ABC), la familia de resistencia-
nodulacién-division (RND), la familia pequefia multidroga resistentes (SMR) y la familia de



expulsion de componentes téxicos y multidrogas (MATE).

Todas las bombas de expulsion de los carbapenémicos pertenecen a la familia RND, los
denominados sistemas tripartitos. Un transportador de reflujo situado en la membrana
citoplasmatica, una porina de tipo channel-tunnel en la membrana externa que expulsa al exterior
al antibiotico y una proteina de fusién de membrana (MFP) encargada de establecer un nexo de
unioén entre ambas (38, 39).

Uno de los sistemas de eflujo que se expresa en cepas salvajes de P. aeruginosa es llamado
MexA — MexB — OprM- MexB es una proteina que actia como bomba localizada en la membrana
citoplasmatica, OprM es una porina que promueve la exportacion de sustancias situado en la
membrana externa y MexA es una proteina que liga los dos componentes anteriores, situada en
el espacio periplasmatico. Esta bomba tiene la capacidad de expulsar al exterior de la bacteria, en
contra del gradiente de concentracion, a -lactamicos (excepto IPM), cloranfenicol,
fluoroquinolonas, macrélidos, novobiocina, sulfonamidas, tetracicilinas y trimetroprima.

La capacidad de MexA — MexB - OprM para eliminar MER pero no IPM se debe a la diferente
estructura molecular de ambos compuestos: MER posee un radical lipofilico no presente en IPM,
gue le permite ser reconocido y eliminado por la bomba (40, 41). Las bombas de expulsion,
ademas de ser constitutivas, tienen también la capacidad de ser inducidas por antibidticos,
especialmente ciprofloxacina; ademas, los cambios mutacionales, incluso de una séla base
nucleotidica en el ADN cromosémico de la bacteria, pueden provocar la hiper expresion de estas
bombas. La hiper expresion de otra bomba MexE-MexF-OprN confiere resistencia a quinolonas y
algunos -lactdmicos, que incluyen MER y IPM.

Carbapenemasas

Las carbapenemasas de tipo OXA pueden ocurrir naturalmente en algunos organismos gram
negativos, asi como pueden ser adquiridas por la incorporacién de material genético. Las
carbapenemasas de tipo OXA son designadas con las siglas CHDLSs, por Carbapenem-
Hidrolysing class D -lactamasas (42). Las CHDLs presentan capacidad de hidrolizar
carbapenems en tanto que no presentan actividad sobre aztreonan y cefalosporinas de tercera 'y
cuarta generacion.

Caesalpinia spinosa (Tara)




La Caesalpinia spinosa, pertenece a la Familia Caesalpinaceae, se trata de una planta originaria
del Perq, y debido a sus caracteristicas fisico quimicas ha hecho que se convierta en uno de los
productos de mayor importancia en el mercado mundial (43). El término Tara no esta relacionado
a un area geogréfica o lugar determinado, sino mas bien esta planta es producida en varias zonas
del pais, y cultivada en terrenos situados entre los 1,000 y 2,900 m.s.n.m., por lo que sus
principales productores los departamentos de Cajamarca, La Libertad, Ayacucho, Huancavelica,
Apurimac, Ancash, Cuzco y Huanuco. Ultimamente se esta cultivando la tara organica en la
provincia de Cafiete, en pleno arenal, existiendo alrededor de 200 hectareas con proyeccion a
320 hectéareas para el préximo afio (44).

Respecto a la aplicacion en el campo industrial se obtiene goma de uso alimenticio e industrial,
proveniente del endospermo, mediante un proceso térmico mecanico, constituyéndose como
alternativa de las gomas tradicionales en la industria mundial de alimentos, pinturas, barnices,
entre otros. Esta goma ha sido aprobada, por resolucién el 26 de Setiembre de 1996 (N° E.C.C:
E-417) por la Comunidad Europea, para ser usada como espesante y estabilizador de alimentos
para consumo humano (23).

Especie Botanica: Caesalpiniaspinosa (Molina) Kuntze

Divisién: Magnoliopsida (Angiospermae)

Clase: Magnoliopsida (Dicotiledénea)

Sub- clase:VRosidae

Familia: Cesalpinia

Género: Caesalpinia

Especie:Caesalpiniaspinosa o C. tinctoria

Etimologia: Caesalpinia, en honor a de Andrea Caesalpinia (1524 - 1603), botanico y fil6sofo

italiano; spinosa, del latin spinosus, con espinas (Cabellos 2009)

Descripcion Botanica:



La tara es un arbol pequefio en sus inicios, de dos a tres metros de altura; pero, puede llegar a
medir hasta 12 metros en su vejez; de fuste corto, cilindrico y a veces tortuoso, y su tronco, esta
provisto de una corteza gris espinosa, con ramillas densamente dobladas, en mucho casos las
ramas se inician desde la base dando la impresién de varios tallos.

Composicién Quimica

Las vainas contienen taninos hidrolizables (galotaninos) en un rango de 40% a 60% segun las
condiciones ecoldgicas en las que vegeta, la hidrdlisis de estos taninos conduce a la separacion
del &cido galico; asimismo se han aislado galato de etilo y cuatro galatos del acido quinico
correspondiendo a los ésteres metilicos de 4,5-di-O-galoilquinico y de 3,4,5- tri-O-galoilquinico, y
a los acidos 3,4-di-O- galoilquinico y 3,4,5-tri-O-galoilquinicol1(Camacho, Martinez — Navarrete y
otros 1999) Delendospermo se ha separado la goma o hidrocoloidegalactomananico en la que los
componentes monoméricos galactosa y manosa se encuentran en una relacion de 24, 41:70,90
(2:2,9). La viscosidad intrinseca permitié su peso molecular promedio en 351400, asi mismo la
goma da lugar a soluciones acuosas con caracteristicas de fluido pseudoplastico con una
viscosidad promedio de 4000 cp (45).
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Prospectivo Longitudinal Comparativo Experimental

AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion corresponde al area de Microbiologia y Quimica, por lo que se realizara
en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia del Departamento de Ciencias de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada Antenor Orrego.

DE LA APROBACION DEL PROYECTO

La ejecucion del presente proyecto de investigacion dependera de la aprobacion de la Oficina de
Investigacion de la Universidad Privada Antenor Orrego
DISENO DE EJECUCION

MATERIAL BIOLOGICO

CULTIVOS

Los cultivos de Peudomona aeruginosa productora de carbapenemasas forman parte del cepério
del Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia (UPAO), encontrdndose conservadas a -35°C en
medios glicerinados. Estos fueron obtenidos y caracterizados fenotipica y genotipicamente a
partir de muestras clinicas del Hospital Regional Docente de Trujillo, entre setiembre - noviembre
del 2015.

CEPAS CONTROL

Se empleara dos cepas: Peudomona aeruginosa ATCC 77297; Peudomona aeruginosa ATCC
25927 seré adquirida del Laboratorio Gen Lab o Laboratorio Mercantil.



FRUTOS DE Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “TARA”

Los frutos (vainas) de Caesalpinia espinosa (Molina) Kuntze “tara” seran recolectados de cultivos
del area rural de la Regién Cajamarca provincia bambamarca, durante el mes de enero y febrero
del 2016 y seran identificados por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Privada

Antenor Orrego (UPAO) 6 por el Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Truijillo.

PROCEDIMIENTOS
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

Primera fase Para la extraccion del aceite esencial se trabajara con 20 Kg de frutos de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” utilizando un sistema de hidrodestilacion por arrastre
con vapor de agua.

Segunda fase La fraccion del destilado en el cual se encuentra el aceite esencial sera sometida a
un tratamiento con Diclorometano con la finalidad de lograr una adecuada separacion.

Tercera fase. El aceite sera recuperado mediante el empleo de un Rota vapor.
DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA.

Los aceites recuperados de las vainas de Caesalpinia spinosa seran sometidos al analisis por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

EVALUACION DEL EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE FRUTOS DE Caesalpinia spinosa
(MOLINA) KUNTZE SOBRE LA VIABILIDAD DE Pseudomona aeruginosa productora de
carbapenemasas.

Para la evaluacion del efecto del aceite esencial de frutos de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
sobre la viabilidad de, Pseudomona aeruginosa productora de carbapenemasas se realizara
mediante la técnica de macrodilucion en tubo; ésta técnica consiste en realizar distintas
concentraciones del aceite esencial en caldo Trypticasa soya (5%,
2.5%,1.25%,0.625%,0.312%,0.078%, 0.039%, 0.019%.) (°)



DETERMINACION DEL LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) la concentracion
minima inhibitoria se realizar4d mediante el empleo de cada una de las concentraciones descritas
anteriormentea los cuales se les adicionara la cepa previamente reactivada (100 ul). Estas
diluciones seran acompafada con dos controles; el control positivo (Tubo conteniendo caldo TSB
+ cepa) y un control negativo (Caldo TSB sin cepa); posteriormente se hara una lectura en tiempo
cero mediante espectrofotometria a una densidad optica de 600nm; luego seran incubados a
37°C por 24 a 48 horas y en agitacion continua; pasado este tiempo se procederda a realizar las
lecturas finales nuevamente por espectrofotometria.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) La CMB se
realizara a partir de la siembra en agar Trypticasa soya (TSA) esta consiste en lo siguiente.

De cada uno de los tubos incubados a 37°C por 24 a 48 horas y en agitacion continua. Se tomara
una asada y se sembrara mediante la técnica por estria en agar TSA; luego seran incubadas a
37°C por 24 a 48 horas, pasada este tiempo seran evaluadas con la finalidad de obtener
resultados finales.

ANALISIS ESTADISTICOS.

Se disefara una base de datos en Microsoft Excel y, posteriormente, se analizaran en SPSS. Se
efectuard un andlisis univariado para conocer las frecuencias de las variables.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD

INICIO

FIN

Recol ecci on de vainas de
Caesal pi ni a spi nosa (Tara)

03/ 05/ 2016

30/ 06/ 2016

Extracci 6n del aceite
esenci a

01/ 07/ 2016

31/ 10/ 2016

Det er mi naci 6n quim ca del
aceite esencial.

01/11/ 2016

30/ 12/ 2016

Informe Parcial del Proyecto

21/11/ 2016

29/ 11/ 2016

Det er mi naci 6n del Efecto
anti bacteriano frente a P.
aerugi nosa resistente a
Car bapenens

01/ 01/ 2017

28/ 02/ 2017

Anal i sis de resultados y
presentaci 6n del inforne
final.

01/ 03/ 2017

30/ 03/ 2017

Informe Final del Proyecto

20/ 03/ 2017

30/ 03/ 2017




PRESUPUESTO

DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
Caesal pi ni a spi nosa 300 LB 1 300
(tara)

OTRCS 5000 UNI 0.72 3600
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 500 500
OTRCS 1000 UNI 0. 15 150
OTRCS 10 UNI 10 100
OTRCS 1 UNI 80 80
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 500 500
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 400 400
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 500 500
OTRCS 2000 UNI 0.40 800
MATERI AL DE VI DRI O 300 UNI 2 600
MATERI AL DE VI DRI O 24 UNI 10. 42 250. 08
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 150 300
MATERI AL DE VI DRI O 10 UNI 15 150
OTRCS 1 UNI 500 500
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 400 400
MATERI AL DE VI DRI O 5 UNI 50 250
OTRCS 1000 UNI 0. 80 800
OTRCS 1000 UNI 0. 30 300
OTRCS 60 UNI 2.50 150
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UN 500 500
MATERI AL DE VI DRI O 5 UNI 30 150
OTRCS 10 UNI 0. 29 2.90
OTRCS 1 UN 700 700
MATERI AL DE VI DRI O 20 UNI 10 200
OTRCS 1 UN 1000 1000
OTRCS 1 UNI 700 700
OTRCS 10 UNI 40 400
OTROS 1000 UNI 0.15 150
MATERI AL DE VI DRI O 250 UNI 0. 83 207. 50
OTRCS 100 UNI 2 200
OTRCS 2 UN 30 60
OTROS 2 UNI 15 30
OTROS 10 UNI 5 50
OTRCS 10 UNI 10 100
TRANSPORTE NACI ONAL 2 UN 500 1000
APOYO 1 UNI 3000 3000

Total 19080.48



