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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 para determinar la eficacia de la sinergia
antibacteriana in vitro del latex de Crotdn lechleri “sangre de grado™ con amoxicilina
y claritromicina sobre Helicobacter pilory. Se utilizd el disefio experimental y se
evaluaron 10 repeticiones del latex de crotdn lechleri “sangre de grado™ al 100%, 50%
y 25% con los antibidticos amoxicilina 25 pug y claritromicina 15 pg frente a cepas
de Helicobacter pylori mediante el método de difusion de pozos en agar, cultivada
mediante la técnica por agotamiento en superficie en un medio de cultivo agar
Mdeller Hinton enriquecido con 5% de sangre de cordero. Resultados: Se evidencia
el efecto antibacteriano de amoxicilina + claritromicina a las 24 horas obteniendo
un halo inhibitorio de 31mm, de Croton lechleri al 25% y 50% + claritromicina a
las 24 horas obteniendo un halo inhibitorio de 28mm y 31 mm respectivamente.
Ademas, la muestra de Croton lechleri al 25% y 50% + amoxicilina a las 24 horas
obtuvo un halo inhibitorio de 30 mm y 33mm cada uno.

El extracto de latex de croton lechleri “sangre de grado” al 50%, 25% y 100%
a las 24 horas también obtuvo el efecto antibacteriano con halos inhibitorios mayor
de 22 mm, 14% y > 90 mm correspondientemente. ademas, la asociacion del
extracto de latex de croton lechleri “sangre de grado” al 100% con amoxicilina y
claritromicina a las 24 horas obtuvieron efecto antibacteriano con halos de inhibicion
de > 90 mm + 0.000, en la prueba estadistica ANOVA (0.000) se demostro alta
significancia, ademas en la prueba HSD Tukey se evidencio que a mayor concentracion
del extracto el halo inhibitorio aumenta; Conclusiones: Los extractos del latex de
croton lechleri “sangre de grado” con mayor efecto antibacteriano son a las que se asocia
con amoxicilina y claritromicina evidenciandose halos inhibitorios de didmetros muy

superiores al obtenido solo con el medicamento antibidtico.

Palabras clave: efecto antibacteriano, extracto del latex, croton lechleri,

Helicobacter pylori.
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ABSTRACT

The present work was carried out to determine the efficacy of the in vitro antibacterial
synergy of Croton lechleri "blood grade” latex with amoxicillin and clarithromycin
on Helicobacter pilory. The experimental design was used and 10 repetitions of the
100%, 50% and 25% “blood grade” lechleri croton latex were evaluated with the
antibiotics amoxicillin 25 pg and clarithromycin 15 pg against Helicobacter pylori
strains of wells in agar, cultivated using the surface exhaustion technique in a Mieller
Hinton agar culture medium enriched with 5% lamb blood. Results: The antibacterial
effect of amoxicillin + clarithromycin is evident at 24 hours obtaining an inhibitory
halo of 31mm, of Croton lechleri at 25% and 50% + clarithromycin at 24 hours
obtaining an inhibitory halo of 28mm and 31mm respectively. In addition, the sample
of Croton lechleri 25% and 50% + amoxicillin at 24 hours obtained an inhibitory halo
of 30 mm and 33 mm each.

The 50%, 25% and 100% “blood grade” croton lechleri latex extract at 24 hours also
obtained the antibacterial effect with inhibitory halos greater than 22 mm, 14% and >
90 mm correspondingly. In addition, the association of the 100% grade blood lechleri
croton latex extract with amoxicillin and clarithromycin at 24 hours obtained an
antibacterial effect with inhibition halos of > 90 mm + 0.000, in the ANOVA
statistical test (0.000). it showed high significance, also in the HSD Tukey test it was
evidenced that at a higher concentration of the extract the inhibitory halo increases;
Conclusions: The extracts of the croton lechleri "grade blood™ latex with the greatest
antibacterial effect are those associated with amoxicillin and clarithromycin, showing
inhibitory halos of diameters much higher than that obtained only with the antibiotic

medication.

Key words: antibacterial effect, latex extract, crouton lechleri, Helicobacter pylori



INTRODUCCION

Se estima que una proporcion significativa de aproximadamente el 50% de los
habitantes de la tierra presenta infeccion por Helicobacter pylori, dicho patdgeno
coloniza el epitelio gastrico-duodenal y puede provocar gastritis cronica, Ulcera
péptica, adenocarcinoma gastrico y linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa.
La prevalencia sigue siendo alta en la mayoria de las naciones subdesarrolladas y
generalmente esta relacionada con el estado socioeconémico Y los niveles de higiene.
Sin embargo, las tasas de infeccion reportadas varian entre las diferentes regiones.
La prevalencia de H. pylori entre las poblaciones europeas esta en 20% al 40%. En
los Estados unidos de norte américa se reporta una prevalencia de la infeccion del
25,4% en personas de >3 afios. Por otro lado, en la region del Mediterraneo Oriental,

se informd una prevalencia de H. pylori de hasta el 80%. 2

Asimismo, la prevalencia debido a infeccion por H. pylori varia gracias a los cambios
en las areas geogréaficas (diferentes latitudes, temperatura y tiempo de sol diario
promedio). La prevalencia general de infeccion por H. pylori estd en 49,73% =+
20.68%, entre las zonas de latitud <30° y >30° (39.92% + 21.15% vs. 52.56% =+
19.88%). 3

En Perd, un estudio reporta que la prevalencia es de 45,5% en pacientes sintomaticos
atendidos en consulta externa en Hospitales de EsSalud Lima 4. Asimismo, dos
estudios en pacientes con problemas de carcinoma gastrico, atendidos en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas, reportan prevalencias de 89,6% de H.

pylori.>®

La bacteria Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo en forma de espiral,
microaerofilico, tiene una morfologia caracteristica y es un fuerte productor de
ureasa. H. pylori crece ¢ptimamente a un pH de 6.0-7.0 y se moriria o no creceria al
pH dentro de la luz gastrica 8. Es bastante mévil, incluso en el moco, y es capaz de
encontrar su camino hacia la superficie epitelial. H. pylori es el agente causante de

las infecciones gastricas cronicas ®°. La transmision de esta bacteria se realiza de
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persona a persona por via oral-oral o fecal-oral entre los miembros de la familia.?’ La
infeccion, se pueden desarrollar varias complicaciones gastroduodenales como
gastritis, Ulcera géastrica, Ulcera duodenal, sintomas dispépticos, cancer gastrico y
linfoma de células B del tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica (MALT). 1112

El esquema terapéutico de primera linea de la infeccidn por H. pylori, con las terapias
triples estandar con claritromicina y amoxicilina o metronidazol durante 7 dias,
conducen a una tasa de erradicacién de solo el 73%, en lugar del criterio de calidad
requerido del 80%, sin embargo, este criterio se cumple si la duracion del tratamiento
se extiende a 10-14 dias o si se proporciona una terapia cuadruple 3. Varios
factores explican el fracaso del tratamiento: (a) los antibiticos se administran por
via oral, la capa de moco gastrico actia como barrera y no llegan al epitelio gastrico
subyacente, donde esta el patdgeno; (b) el estbmago/duodeno contiene un rango de
pH de acido a neutro, siendo unos pocos antibioticos activos en un amplio rango de
pH; (c) resistencia bacteriana a los antibioticos; (d) la falta de adhesion al tratamiento
por el paciente y (e) la dieta del paciente y el estilo de vida, como fumar y la ingesta

de café, también se asocian con el fracaso del tratamiento. °

Las bacterias pueden adaptarse y volverse resistentes a los antibidticos por eso es
cada vez mas dificil tratar muchas infecciones bacterianas, como es el caso de H.
pylori. Se ha demostrado que tres bombas de la familia RND (hefC, hefF, hefl) estan
involucradas en el flujo de salida de maltiples farmacos, incluida la claritromicina.
Sin embargo, el principal mecanismo de resistencia a H. pylori resulta de la
adquisicion de mutaciones puntuales 6. En este contexto, se presta atencion a las
plantas que sintetizan una amplia gama de metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos y flavonoides, que presentan actividades antibacterianas !’. Las
preparaciones de extractos de plantas incluyen agua, aceites esenciales o solventes
organicos, como: etanol, metanol acetona, cloroformo, éter de petroleo,
metanol/agua, etanol/agua, metanol/petrdleo y extractos de metanol/diclorometano;

entre otros extractos de plantas. 81°



Los modos de accion de los fitoquimicos contra H. pylori se dan a través de su anti
ureasa, anti adhesivo y propiedades anti invasivas, y al atenuar la inflamacion (por
ejemplo, regulando a la baja NF-xB, IL-8, IFN-y, COX-2 e iNOS), suprimiendo la
apoptosis y disminuyendo el estrés oxidativo 2°. El latex de Croton lechleri, ha sido
estudiado y se ha comprobado su propiedad antibacteriana, asi como, utilidad
terapéutica como antiinflamatorio, anti fingico, antioxidante, antitumoral, antiviral,
cicatrizante, inmunomodulador, entre otros. La bioactividad de la savia de sangre de
grado se debe al alto contenido de proantocianidinas, pero también a su contenido en
taspina, catequina, epigalocatequina, epicatequina y un pequefio porcentaje de
compuestos de terpeno. 2?2 Sin embargo, los estudios realizados indican que existe
variabilidad en las concentraciones de metabolitos secundarios, entre los cuales estan
los alcaloides, los cuales son dependientes de factores como el lugar de habitat y la

edad de la planta. 222+

Helicobacter pylori, como otros patdgenos bacterianos, ha desarrollado facilmente
resistencia a los antibioticos. Se caracteriza por una muy alta frecuencia de mutacion
(10-5-10-8) que son mucho mas grandes que cualquier otra bacteria. Los antibioticos
como la amoxicilina, la claritromicina y el tinidazol son utilizados actualmente para
el tratamiento contra este patdgeno, el cual es capaz de resistir la terapia antibidtica
individual. En la literatura, muchas plantas y hierbas revelaron una actividad
antibacteriana significativa contra H. pylori. Los productos vegetales, como aceites
esenciales, extractos acuosos, etanolicos, resinas, etc. han sido estudiados en
diferentes paises, demostrando su actividad anti-Helicobacter pylori. Por ello,
actualmente se sigue investigando las propiedades antibacterianas contra este

patdgeno, de plantas nativas de diferentes regiones. %

Los estudios sobre vegetales contra H. pylori, son variados en todo el mundo, pero
respecto al latex de Croton lechleri, “sangre de grado”, se reportan mas trabajos
dentro de Per( que fuera. Una de las investigaciones fue realizada en Colombia
(2013) por Corrales L et al. 2%, sobre las propiedades antibacterianas de extractos de

Crotdn lechleri contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante pruebas
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in vitro de difusién en agar, observando que todos los extractos fueron efectivos
contra las bacterias estudiadas llegando a forma zonas de inhibicién de hasta 21,5mm
de diametro.

En Per( se reportan mas estudios en los cuales evalué el efecto antibacteriano del
latex de Croton lechleri contra diferentes bacterias; asi, se tiene la investigacion
hecha por Chininin J. et al.?” quien observd que la sangre de grado tuvo actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, formando zonas de inhibicién de
13mm, 14.83mm y 15.33mm a las concentraciones de 50%, 70% y 100%
respectivamente, lo cual se considera potencialmente eficaz. De forma similar los
estudios de Espinoza C et al. 2° y Huapaya J et al. ** comprobaron la eficacia
antibacteriana del latex de Croton lechleri contra la misma bacteria, encontrando
halos de inhibicion de 29mm y 28mm de diametro, respectivamente, por lo que

consideraron a S. aureus como sensible a la sangre de grado.

Asimismo, Avilés | et al. 2 y Cayo C et al. 3! determinaron la accion antibacteriana
de Croton lechleri a diferentes concentraciones contra Streptococcus mutans,
mediante el test de sensibilidad de difusion en disco de Kirby Bauer. En la primera
investigacion obtuvieron como resultado zonas inhibitorias de 8.20mm y 10.8mm al
75% y 100% respectivamente, mientras que en la segunda investigacion el Croton
lechleri al 100% y 75% formaron zonas de inhibicion de 18mm y 11lmm,
respectivamente. Ambos estudios concluyeron que la sangre de grado (Croton

lechleri) presenta efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.

En otro estudio Fura Y. % evaluo la eficacia antibacteriana de Croton lechleri, al
50%, 75% y 100%, contra Lactobacillus acidophilus, utilizando el método de
difusion en agar. Observo que al 100% de Croton lechleri tuvo efecto formando halos
de 18.64mm de diametro horas. La mayor parte de reportes publicados no son
especificos sobre la actividad antibacteriana de la sangre de grado contra
Helicobacter pylori, sin embargo, el trabajo de investigacion que realizaron Tamariz
J et al.®2 fue contra Helicobacter pylori. Trabajaron con 41 cepas de H. pylori

aislados de pacientes infectados y con 4 concentraciones del vegetal, observando que
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la Croton lechleri tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de H. pylori a
concentraciones elevadas, ademas posee accién bactericida a concentraciones
superiores al 50% con halos de inhibicion antibacteriana entre 12 — 18mm en
diferentes magnitudes (promedio 15.56 mm), segun el lugar de procedencia.

El problema que se considero6 en el estudio fue: ¢Es eficaz como antibacteriano la
combinacion del latex de Croton lechleri “sangre de grado” con amoxicilina y

claritromicina, sobre Helicobacter pylori, en estudio in vitro?

La informacion sobre la utilizacion y eficacia de las plantas medicinales en la
terapéutica de muchas patologias, especialmente enfermedades infecciosas, es aln
muy poca y es materia de estudio permanente en la bisqueda de nuevas alternativas
contra agentes etioloégicos de infecciones en humanos. Este estudio pretende
demostrar que uno de los productos vegetales muy utilizados por la poblacion
peruana, el latex de Croton lechleri “sangre de grado”, presenta actividad
antibacteriana contra Helicobacter pylori, una de las bacterias méas dificiles de
erradicar debido a su esquema de tratamiento porque se evidencia que el uso de
farmacos contra los diversos patdgenos estd dando como respuesta la resistencia

microbiana y el abandono al tratamiento.

Por lo tanto, es evidente que el uso de farmacos contra los diversos patdgenos esta
dando como respuesta la resistencia microbiana, lo que resulta de interés en salud
publica, encontrar opciones naturales a este problema; la investigacion propuesta
cobra relevancia por abordar y contribuir con una alternativa de solucién a la
problematica actual de buscar nuevas alternativas para controlar y combatir a
Helicobacter pylori, ya que aportara conocimientos para que realicen mas
investigaciones sobre su eficacia sinérgica antibacteriana del latex de Croton
lechleri con amoxicilina y claritromicina, pues tendria relevancia social y cientifica

en un mediano plazo.



Para ello se plante6 como objetivo general: Evaluar la sinergia antibacteriana del
latex de Croton lechleri con amoxicilina y claritromicina sobre Helicobacter pylori
en estudio in vitro, y como objetivos especificos se plante6 lo siguiente: a) Identificar
el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri “Sangre de grado” sobre
Helicobacter pylori al 100%, 50% y 25%, b) Identificar el efecto antibacteriano del
latex de Croton lechleri “Sangre de grado” al 100%, 50% y 25% + amoxicilina 25ug
sobre Helicobacter pylori, c) Identificar el efecto antibacteriano del latex de Croton
lechleri “Sangre de grado” al 100%, 50% y 25% + claritromicina 15ug sobre
Helicobacter pylori, d)Establecer la eficacia antibacteriana de la combinacion del
latex de Croton lechleri “sangre de grado” al 100%, 50% y 25% con amoxicilina
25ug + claritromicina 15ug, sobre Helicobacter pylori, e) Establecer la eficacia
antibacteriana de la combinacion de amoxicilina 25ug + claritromicina 15ug, sobre
Helicobacter pylori, f) Determinar el efecto antibacteriano del Dimetil sulféxido
(DMSO) sobre Helicobacter pylori.

Para dar respuesta al problema, se propuso dos hipdtesis: H1: La combinacion del
latex de Croton lechleri “Sangre de grado” con amoxicilina y claritromicina es eficaz
como antibacteriano sobre Helicobacter pylori, en estudio In vitro; y HO: La
combinacion del latex de Croton lechleri “Sangre de grado” con amoxicilina y
claritromicina no es eficaz como antibacteriano sobre Helicobacter pylori, en estudio

in vitro.



I1.- MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo y disefio de investigacion:

Tipo de estudio: la presente tesis presenta un corte basico. 3* 3

Tamafio de la muestra

(Zan + Zp)? 26°
n=

(X1 —X2)?

Donde:
e 7 0/2=1,96 Para un nivel de confianza del 95%

e 7 B =0,84 para una potencia de prueba del 80%

o Xl =21 (37)
e X,=18,64(11)
e 2=146(11)

n = 6 repeticiones se aumentaran a 10 observaciones.

Disefio de investigacion:
Experimental, con post prueba y repeticiones maltiples. 343%

Se considerara el esquema siguiente:

RG: X1 O1
RG; X2 O
RGs X3 Os
RG4 X4 Os4
RGs Xs Os
RGs Xe Oe

En donde:

RG1.6: Grupos de cepas de Helicobacter pylori.
Xz: Croton lechleri segin concentraciones.

X2: Croton lechleri segun concentraciones + Amoxicilina 25ug.



Xs: Croton lechleri seglin concentraciones + Claritromicina 15ug.

Xa: Croton lechleri segin concentraciones + amoxicilina 25 pg + Claritromicina 15 pg.
Xs: Claritromicina 15ug + amoxicilina 25ug (control positivo).

Xs: DMSO — Dimetil Sulféxido (control negativo)

O1.6: Efecto antibacteriano (halo de inhibicion).

2.2. En la Identificacion de variables se plantea:
Variable Independiente: Agente antibacteriano.

Agente no farmacoldgico: Croton lechleri

Agente farmacoldgico: Claritromicina + amoxicilina
Variable Dependiente: Efecto antibacteriano

Eficaz: zona de inhibicion >21 mm.

No eficaz: zona de inhibicién <21 mm.



2.2. Operacionalizacion de variables:

(bacteriostatico). =

p ESCALA
VARIABLE | DEFINICION CONCEPTUAL OEEE;,IOI\\ICI%E),I:L INDICADOR DE ]
MEDICION
Se utiliz6  Dimetil
Sustancia con cualidades | sulféxido como solvente
capaces de suprimir o inhibir | para obtener las
el desarrollo de bacterias sin | siguientes
dafar al cuerpo que los | concentraciones:
transporta. 1> - Croton lechleri al
o 25%, 50% y 100%.
8 - Croton lechleri al 1
£ | Claritromicina: ~ macrdlido | 25%,50% y 100% + 2
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2.3. Poblacion, muestra y muestreo.

Poblacion: estuvo conformada por todas las cepas de Helicobacter pylori, cultivados
en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad César Vallejo.

Muestra: El tamafio de la muestra se estimé considerando la formula estadistica para

comparacion de dos medias, de acuerdo a la formula siguiente: 33

(Zan + Zp)? 26°
n=

(X1 —X2)?

Donde:
e 7 0/2=1,96 Para un nivel de confianza del 95%

e 7 B =0,84 para una potencia de prueba del 80%

o Xl =21 (37)
e X,=18,64(11)
e 2=146(11)

n = 6 repeticiones se aumentaran a 10 observaciones.

Unidad de andlisis: se considerd a cada uno de los cultivos de Helicobacter pylori
tratado con latex de Croton lechleri, claritromicina y amoxicilina,

Unidad de muestreo: se consider6 a cada placa Petri conteniendo los grupos de
cultivos.

Muestreo: Se realiz6 un muestreo no probabilistico, por conveniencia. 3*

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusién: cultivos de Helicobacter pylori con crecimiento no mayor de
24 horas de sembrado.

Criterios de exclusion: cultivos de Helicobacter pylori contaminados.
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2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Técnica: Se utilizo la observacion y medicidn de los halos de inhibicion, que resulto

de la exposicion de Helicobacter pylori al agente antibacteriano.

Didmetro de la Zona de Inhibicion (mm)
LCL- LCL-
LCL- | LCL- | 50% LCL- | LCL- | 25% AMX
LCL- 50% | 50% + LCL- | 25% | 25% + + DMSO
50% + + AMX | 25% + + AMX CLA
N° AMX | CLA + AMX | CLA +
Repet. CLA CLA
1 20 33 28 32 12 30 26 31 28 0
2 22 33 30 35 10 30 28 32 31 0
3 21 33 31 34 13 29 28 30 31 0
4 20 31 31 36 12 29 26 30 30 0
5 20 32 29 36 12 27 27 30 28 0
6 20 33 30 34 12 30 26 31 28 0
7 21 31 30 35 14 29 26 28 27 0
8 20 33 30 36 12 29 26 30 27 0
9 18 32 29 36 13 28 27 30 27 0
10 21 32 30 35 13 29 26 31 27 0

LCL: Latex de Croton lechleri
CLA: Claritromicina

AMX: Amoxicilina

DMSOQO: Dimetil Sulféxido.

Procedimiento:

Se realiz6 el desarrollo de esta investigacion de acuerdo a lo siguiente:

Se hizo la identificacion taxondmica de Croton lechleri en el Herbario de la
Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo 2).

El latex de Croton lechleri se adquirié de una empresa industrial de productos
naturales, la cual garantiza y certifica la autenticidad y pureza de este producto

vegetal. (Anexo 3)
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e Se cultivo la cepa de Helicobacter pylori en medio de cultivo de agar Mueller-
Hinton, el cual fue enriquecido con 5% de sangre de cordero desfibrilada,
tomando en cuenta las recomendaciones establecidas en el estandar M02 A12 del
CLSI. 3¢ (Anexo 4)

e Se evaluo el efecto sinérgico antibacteriano del latex de Croton lechleri con
amoxicilina y claritromicina, a través del método de difusion con pozos en agar,
modificado de Kirby-Bauer. *"- (Anexo 4)

e Validacion y confiabilidad: El instrumento fue validado por criterio de tres
profesionales (bidlogos y dos médicos) quienes evaluaron si la informacion a
recolectarse era la suficiente y adecuada para alcanzar los objetivos del presente
estudio. *°.

2.5. Método de analisis de datos:

Una vez recolectada la informacion de los halos de inhibicién en las fichas de
recoleccion de datos, se trasladd a una base de datos en el programa Microsoft Excel de

manera ordenada y detallada segun los agentes antibacterianos.

Al tener la base completa se utilizo el paquete spss para hacer el analisis estadistico
respectivo. En primer lugar, se analizé la normalidad, homogeneidad de varianzas y los
estadisticos descriptivos (media aritmética, desviacion estandar, intervalos de
confianza), para luego proceder al analisis de varianza (ANOVA), el cual nos indico que
si existen diferencias significativas entre los halos de inhibicion en los grupos analizados.
Luego de ello con la ayuda de la prueba estadistica Tukey (Post hoc), se identificé cual
de los grupos analizados tenia mayor efectividad y ademas se realizo el diagrama cajas
donde pudimos apreciar el comportamiento de los halos de inhibicion promedio

comprobando el grupo con mayor efectividad. 3

2.6. Aspectos éticos:

Se tomd en cuenta la proteccion de las personas y el medio ambiente, en relacion al
manejo y eliminacién de material bioldgico infectante; de acuerdo a lo estipulado en el

“Manual de Bioseguridad en el Laboratorio” acordado por la OMS. “°,
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1. RESULTADOS

Tabla 1. Efecto antibacteriano del Iatex de Croton lechleri al 100%, 50% y 25%, solo y en

sinergia con amoxicilina y claritromicina, sobre Helicobacter pylori.

Halos de inhibicion (mm)

95% del intervalo de

confianza para la media

Desviacion  Error Limite Limite
Grupos de trabajo N Media estandar  estandar inferior superior
LCL 100% 10 > 90,00 1,000 0,000 > 90,00 > 90,00
LCL 100% + AMX 10 > 90,00 1,000 0,000 > 90,00 > 90,00
LCL 100% + CLA 10 > 90,00 1,000 0,000 > 90,00 > 90,00
LCL 100% + AMX + CLA 10 > 90,00 1,000 0,000 > 90,00 > 90,00
LCL 50% 10 20,30 1,059 0,335 19,54 21,06
LCL 50% + AMX 10 32,30 0,823 0,260 31,71 32,89
LCL 50% + CLA 10 29,80 0,919 0,291 29,14 30,46
LCL 50% + AMX + CLA 10 34,90 1,287 0,407 33,98 35,82
LCL 25% 10 12,30 1,059 0,335 11,54 13,06
LCL 25% + AMX 10 29,00 0,943 0,298 28,33 29,67
LCL 25% + CLA 10 26,60 0,843 0,267 26,00 27,20
LCL 25% + AMX + CLA 10 30,30 1,059 0,335 29,54 31,06
AMX + CLA 10 28,40 1,647 0,521 27,22 29,58
DMSO 10 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00
Total 140 24,39* 10,284*  1,028* 22,35* 26,43*

* Se considera solamente a los grupos con latex de Croton lechleri al 50% y 25%, excluyéndose los grupos

con concentracion al 100%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
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Tabla 2. Andlisis de varianza de promedios de los didmetros de las zonas de inhibicion
producidas por los agentes antibacterianos contra Helicobacter pylori.
ANOVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 8151,933 5 1630,387 451,955 0,000
Dentro de grupos 194,800 54 3,607
Total 8346,733 59

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Tabla 3. Prueba HSD Tukey para la comparacion del efecto antibacteriano del latex de

Croton lechelri al 100%, 50% y 25% combinadas con amoxicilina y claritromicina.

Halos de inhibicion (mm)

Subconjunto para alfa = 0.05

Agente antibacteriano N 1 2 3 4 5 6 7 8
DMSO 10 0,00
LCL 25% 10 12,30
LCL 50% 10 20,30
LCL 25% + CLA 10 26,60
AMX + CLA 10 28,40
LCL 25% + AMX 10 29,00 29,00
LCL 50% + CLA 10 29,80 29,80
LCL 25% + AMX +CLA 10 30,30
LCL 50% + AMX 10 32,30
LCL50% + AMX+CLA 10 34,90
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 ,094 156 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 10,000.

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Nos muestra que el grupo LCL 50% + AMX + CLA es el que tiene mayor promedio.
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Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Grafico 1. Actividad antibacteriana de 2 diferentes concentraciones de Croton lechleri

combinadas con Amoxicilina y Claritromicina contra Helicobacter pylori.
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IV. DISCUSION

Se realizd este estudio con la finalidad de determinar si los antibidticos de referencia
que se utilizan para el tratamiento de infecciones por Helicobacter pylori
(amoxicilina + claritromicina) realizan sinergia antibacteriana con la sustancia
denominada “sangre de grado”, para inhibir el crecimiento de esta bacteria. Para ello,
se propuso como objetivo evaluar la sinergia antibacteriana del latex de Croton
lechleri “sangre de grado” con amoxicilina y claritromicina sobre Helicobacter

pylori, en estudio in vitro.

En la Tabla 1, se observa los promedios de los diametros de las zonas de inhibicion
del crecimiento de Helicobacter pylori, que se generé como consecuencia de la
actividad de los compuestos y combinaciones evaluadas. Se encontro que la sangre
de grado al 100% asociados con la amoxicilina y claritromicina inhibié a la bacteria
formando zonas de inhibicion que alcanzaron tamafios no medibles en la placa Petri,
por ello se expres6 como >90mm que es el diametro de la placa petri. La inhibicion
con el latex de Croton lechleri al 50% formé zonas de 20.3 mm (DE=1.059+0.335
[IC 95%=19.54-21.06]). Sin embargd, se observo que el mayor efecto antibacteriano
lo tuvo la sinergia entre sangre de grado + amoxicilina + claritromicina, 34.9 mm
(DE=1.287+0.407 [IC 95%=33.98-35.82]).

Estos resultados son diferentes a los encontrados por Tamariz J et al.3? quienes
indican que la sangre de grado solo tiene efecto antibacteriano contra Helicobacter
pylori a concentraciones mayor a 50%, y observaron al 100 % zonas de inhibicion de
15,56 mm en promedio; sin embargo, se puede comprobar en la presente
investigacion (Tabla 1) que la combinacion del latex de Croton lechleri al 50 %
obtuvo una zona de inhibicion de 32.3 mm. Asi mismo, la sangre de grado evaluada
al 25% ya tuvo efecto antibacteriano de 12.3 mm, e inclusive al 100 % consiguid
mucho mayor efecto (> 90 mm de diametro), excluyéndosele a dicha combinacién en

el presente estudio por la sugestiva actividad citotdxica en el epitelio del estdémago.
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La accion bactericida de la sangre de grado es conocida y ha sido demostrada en
varias investigaciones y contra diversas bacterias gram negativas y gram positivas.
La actividad antimicrobiana de C. lechleri frente a H. pylori se debe a metabolitos
secundarios, tales como fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas, polipéptidos, cido
clorequinico, las coberinas A y B, el 1,3,5-trimetoxibenceno y el 2,4,6-
trimetoxifenol, entre otros fitoquimicos. Los diversos componentes que presenta la
sangre de grado, como alcaloides, polifenoles, taninos, acidos fenolicos, estilbenos,
flavonoles, antocianinas, catequinas y proantocianidinas, le confieren propiedades
antibacterianas que desestabilizan a las células bacterianas. °

La actividad antibacteriana mostrada en la Figura 1, indica que el latex de C. lechleri
repotencia a los antibioticos amoxicilina y claritromicina, pero la sangre de grado por
si sola tiene menor efecto contra Helicobacter pylori. También, la sinergia
antibacteriana es mayor cuando estan combinados los 2 antibioticos mas la sangre de

grado, respecto a la combinacion convencional de la amoxicilina + claritromicina.

En la Tabla 2 se observa el analisis de varianza que presentan los grupos, en donde
indica que si existe diferencia estadisticamente significativa (p=0.000) en por lo
menos dos promedios de los grupos evaluados. Por ello se realizé una prueba pos hoc
para evidenciar qué grupos son los que tienen diferencias entre si. La actividad
antibacteriana de la sangre de grado que ejerce sobre las diferentes bacterias es
diferente entre uno y otro estudio, se observa que Corrales L. et al. 2%, Chininin et al.

27 Espinoza C et al.?® y Huapaya J et al.®3, tienen diferencias entre sus resultados.

Las diferencias en los efectos antibacterianos de Croton lechleri, se debe a varios
factores, pero principalmente a los tipos de componentes fitoquimicos de la sangre
de grado y en qué cantidades se encuentran. Otros componentes son la edad del arbol,
la ubicacion geogréfica y el clima donde se ha desarrollado el arbol, asi como el tipo

de suelo donde fue cultivado, la estacion, etc. 22
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En la Tabla 3 se muestra la Prueba HSD Tukey en la cual se comprobd la
homogeneidad de los promedios de los diametros de las zonas de inhibicion, para
establecer si los grupos evaluados presentan diferencias entre si, en su efecto
antibacteriano. Alli se indica que, las zonas de inhibicién que produjeron los agentes
evaluados, no son homogéneos, pero existen dos subconjuntos que no tienen
diferencias significativas; el subconjunto formado por amoxicilina + claritromicina,

sangre de grado 25% + amoxicilina, y sangre de grado 50% + claritromicina.

Por todo lo antes expuesto, en la presente investigacion se observa que los
antibidticos de referencia (amoxicilina y claritromicina) utilizados en la terapia
convencional contra Helicobacter pylori, son potenciados por la sangre de grado, la
sinergia entre la combinacion latex de Croton lechleri al 50 % + amoxicilina +
claritromicina forman zonas de inhibicion superiores a la sinergia de los antibioticos

mencionados.
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V. CONCLUSIONES

El latex de Croton lechleri al 100%, 50% y 25% presentan propiedades antibacterianas
contra Helicobacter pylori, por lo que complementado a estudios anteriores quienes
comprobaron actividad de cicatrizacion de la “sangre de grado™ se afirma que existen

cualidades terapéuticas en infeccion por Helicobacter pilory.

La accidn terapéutica del Croton lechleri esta vinculada a su actividad en cicatrizacion
dada en la Taspina clorhidrato.*

La amoxicilina y claritromicina asociados al latex de Croton lechleri al 100% 6 50%

0 25% presentan efecto sinérgico antibacteriano sobre Helicobacter pylori, a nivel de
laboratorio. Este poder de cicatrizacion de la sangre de grado se veria complementada con la
accion antibacteriana en combinacion con los antibioticos antes mencionados, lo cual
conllevaria a la exterminacion del Helicobacter pylori, y mejora en el tejido gastrico

causado por dicha bacteria.

La amoxicilina asociada a claritromicina presentan efecto sinérgico antibacteriano sobre

Helicobacter pylori, que cumplen con los pardmetros establecidos por el CLSI.

El DMSO es un compuesto que no ejerce actividad antibacteriana sobre Helicobacter

pylori.

El presente estudio permitiria acrecentar y estandarizar la terapéutica contra el

Helicobacter pilory, fundamentandose en el conocimiento cientifico.

20



VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere sopesar la utilizacion del latex de Croton lechleri como producto natural en la
terapia contra el Helicobacter pilory, pues existe aceptacion en gran parte de la poblacion

y a los escasos efectos adversos de su efecto terapéutico.

Se sugiere concretar investigaciones en las cuales se combine el latex de Croton lechleri
con otros antibidticos para establecer nuevos agentes que sirvan para el control o terapia

contra Helicobacter pylori.

Se recomienda realizar estudios de eficacia antibacteriana y anti fungica con el latex de

Croton lechleri contra otros patdgenos.
Se recomienda hacer estudios del latex de Croton lechleri que se expenden en nuestro

medio, para conocer sus componentes fitoquimicos y sus propiedades antibacterianas

segun procedencia.
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ANEXOS

ANEXO 1: BASE DE DATOS DE LOS RESULTADOS DE LOS HALOS DE
INHIBICION

Diametro de la Zona de Inhibicién (mm)
N° L | - | Ll 5;5/: o | Lol | e LCL- 2L5C0/:+ AMX
Repet | 50% 5:3’; Sgi/r AMX + | 25% ZAS;//‘I’; 23‘:/"; AMX + CtA DMS0
CLA CLA
1 20 33 28 32 12 30 26 31 28 0
2 22 33 30 35 10 30 28 32 31 0
3 21 33 31 34 13 29 28 30 31 0
4 20 31 31 36 12 29 26 30 30 0
5 20 32 29 36 12 27 27 30 28 0
6 20 33 30 34 12 30 26 31 28 0
7 21 31 30 35 14 29 26 28 27 0
8 20 33 30 36 12 29 26 30 27 0
9 18 32 29 36 13 28 27 30 27 0
10 21 32 30 35 13 29 26 31 27 0

LCL: Latex de Croton lechleri
CLA: Claritromicina

AMX: Amoxicilina

DMSOQO: Dimetil Sulféxido.
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ANEXO 2

Identificacién taxonémica de Croton lechleri por el Herbario de la Universidad

Nacional de Trujillo.
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ANEXO 3

El latex de Croton lechleri se adquirié de una empresa industrial de productos
naturales, la cual garantiza y certifica la autenticidad y pureza de este producto

vegetal.
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ANEXO 4

EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD BACTERIANA POR EL METODO
DE DIFUSION CON POZOS EN AGAR.

Preparacion de las cepas de H. pylori y cultivo

Se reactivo las cepas de Helicobacter pylori, sembrando en agar Mieller Hinton enriquecido
con 5% de sangre de cordero, y se incubd en la estufa a 37°C por 24 horas. Para la prueba
de susceptibilidad, se prepar6 agar Mueller Hinton, suficiente para 10 placas Petri (200 ml
aprox.) y se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos. Después, se adiciond 5% de
sangre de cordero y se sirvio 18-20 ml por cada placa Petri estériles de plastico desechables

de 90x15mm, se dejo en reposo hasta que solidifique completamente.

Método de difusion con discos en agar

a) Preparacion del inoculo
El indculo se prepard colocando 2-3 ml de suero fisiologico en un tubo de ensayo estéril,
al cual se le adiciond una alicuota del microorganismo Helicobacter pylori, cultivado
hace 48 horas, de tal modo que se observé una turbidez equivalente al tubo 2 de la escala
de McFarland (6 x10® UFC/ml aprox.)

b) Siembra del microorganismo
Se sembro el microorganismo Helicobacter pylori,

embebiendo un hisopo estéril en el indculo y

deslizandolo sobre toda la superficie del medio de
cultivo en las Placas Petri (siembra por estrias en | ¥
superficie); de tal modo, que el microorganismo

qued6 como una capa en toda la superficie.
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c)

d)

Preparacion de los discos de sensibilidad con sangre de grado y antibioticos.

= En una placa Petri estéril, se colocd 10 discos de
papel filtro Whatman N° 1 de 6mm de diametro,
previamente esterilizados. Se repitid esta accién 3

veces mas para formar 6 grupos de discos. Al primer
grupo de discos, a cada uno, se agregd 5 pL de latex
de Croton lechleri, al segundo grupo se agrego6 5 pL
de latex de Croton lechleri + 25 pg de amoxicilina,
al tercer grupo se agreg6 5 pL de latex de Croton
lechleri + 15 pg de claritromicina, al cuarto grupo se
agregd 5 pL de latex de Croton lechleri + 25 pg de
amoxicilina + 15 pg de claritromicina, al quinto
grupo se agreg6 25 pg de amoxicilina + 15 g de claritromicina; y al sexto grupo se le
agregd 5 uL de DMSO.

Evaluacion antimicrobiana.

Con la ayuda de una pinza metalica estéril, se
tomaron los discos de sensibilidad preparados,
uno de cada grupo, y se colocaron en la superficie
del agar sembrado con el microorganismo
Helicobacter pylori, de tal modo que quedaron los ;
discos (uno de cada grupo) a un cm del borde de
la Placa Petri y de forma equidistante. Se dejaron
en reposo por 15 min y después las placas se
incubaron de forma invertida en la estufa a 35- |
37°C por 48 horas.
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e) Lectura e interpretacion.

La lectura se realizd observando y midiendo
con una regla Vernier, el didmetro de la zona
de inhibicion de crecimiento microbiano.
Esta medicion se realiz6 para cada una de los
grupos con agentes antibacterianos. Se
interpretd6 como sensible o resistente, segln
lo establecido en el Estdndar M45 del CLSI.
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ANEXO 5

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

(¥5an Jooe

Calidad y profesionalismo el servicio de tu salud

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha prestado sus instalaciones, en donde
el Sr. JOSE LUIS CRUZ SILVA, estudiante de Medicina de la Universidad César Vallejo de
Trujillo, ejecutd la parte experimental de su proyecto de tesis titulado “Eficacia de la
sinergia antibacteriana in vitro del latex de Croton lechleri con amoxicilina y
claritromicina sobre Helicobacter pylori”, durante los dias 3 al 13 de febrero de 2020,

bajo la orientaciony asesoramiento del Microbidlogo Jaime Abelardo Polo Gamboa.

Se expide la presente a solicitud del estudiante, sélo para fines académicos, a los 24 dias

del mes de febrero de 2020.

jo:é UIS Calla {,

0Oy

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 0f. 203 - Centro Histérico - Trujillo

Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
0769999 - ] 948649844
>< sanjoselabs@hotmail.com @& www.sanjoselabs.amawehbs.com/
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ANEXO 6

Anélisis de varianza de promedios de los didmetros de las zonas de inhibicion producidas

por los agentes antibacterianos contra Helicobacter pylori.

ANOVA
Zona de inhibicion.
Suma de cuadrados Gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 8151,933 5 1630,387 451,955 0,000
Dentro de grupos 194,800 54 3,607
Total 8346,733 59

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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ANEXO 7

PRUEBAS POS HOC: Comparaciones multiples
Variable dependiente: Zona_de_inhibicion. HSD Tukey®

95% de intervalo
de confianza
(1) Agente Diferenciade | Error Limite | Limite
antibacteriano (J) Agente antibacteriano. medias (I-J) | estdndar | Sig. | inferior | superior
LCL 50% LCL 50% + AMX -4,500" 0,849| 0,000 -7,01 -1,99
LCL 50% + CLA -6,900" 0,849| 0,000 -9,41 -4,39
LCL 50% + AMX + CLA -2,100 0,849 0,151 -4,61 0,41
AMX + CLA -8,900" 0,849| 0,000f -11,41 -6,39
DMSO 25,800" 0,849| 0,000 23,29 28,31
LCL 50% + AMX | LCL 50% 4,500 0,849| 0,000 1,99 7,01
LCL 50% + CLA -2,400 0,849| 0,069 -4,91 0,11
LCL 50% + AMX + CLA 2,400 0,849| 0,069 -0,11 4,91
AMX + CLA -4,400" 0,849| 0,000 -6,91 -1,89
DMSO 30,300" 0,849| 0,000 27,79 32,81
LCL 50% + CLA | LCL 50% 6,900 0,849| 0,000 4,39 9,41
LCL 50% + AMX 2,400 0,849| 0,069 -0,11 4,91
LCL 50% + AMX + CLA 4,800" 0,849| 0,000 2,29 7,31
AMX + CLA -2,000 0,849| 0,191 -4,51 0,51
DMSO 32,700" 0,849| 0,000 30,19 35,21
LCL 50% + AMX | LCL 50% 2,100 0,849| 0,151 -0,41 4,61
+ CLA LCL 50% + AMX -2,400 0,849| 0,069 -4,91 0,11
LCL 50% + CLA -4,800" 0,849| 0,000 -7,31 -2,29
AMX + CLA -6,800" 0,849| 0,000 -9,31 -4,29
DMSO 27,900" 0,849| 0,000 25,39 30,41
AMX + CLA LCL 50% 8,900 0,849| 0,000 6,39 11,41
LCL 50% + AMX 4,400" 0,849| 0,000 1,89 6,91
LCL 50% + CLA 2,000 0,849| 0,191 -0,51 4,51
LCL 50% + AMX + CLA 6,800 0,849| 0,000 4,29 9,31
DMSO 34,700" 0,849| 0,000 32,19 37,21
DMSO LCL 50% -25,800" 0,849| 0,000| -28,31| -23,29
LCL 50% + AMX -30,300" 0,849| 0,000| -32,81| -27,79
LCL 50% + CLA -32,700" 0,849| 0,000| -3521| -30,19
LCL 50% + AMX + CLA -27,900" 0,849| 0,000| -30,41| -25,39
AMX + CLA -34,700" 0,849 0,000, -37,21| -32,19

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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ANEXO 8

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
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ANEXO 9

ACTA DE APROBACION DE ORIGINALIDAD

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

ACTA DE APROBACION DE ORIGINALIDAD TRABAJO ACADEMICO

Y

e JRANID, PenNe RODRIGues DIAZ
........................ cocente de o Foculfaod..QISNGIAs. . 2. hA . S46uD. ... ..y
Escuela Profesional .DASPICGINA......... de la Universidad César Vallejo TTRLTISLO

(orecisar filial o sede), revisor (a) de la tesis titulada

“LLERIGAGiA D WA SINERGIA . ANTIBAGIER a4 SN NITRO, . ReL
e bATSA . DE CROTRA.. ACSHLERY .. CRAL APMORICULIAA . Lo
..... CLaRITRomM . cing . D0BRE  HEWCe BACTER .. PILSRY ..
del (de lo) estudionte ... J:83<. A WIS SRNZ.SILNA L

....................................... constato que la investigacion tiene un indice de
similitud de .A9.% verificable en el reporte de originalidad del programa Turnitin.

El/la suscrito [(a) anclizé dicho reporte y concluyd que cada una de las
coincidencics deteciadas no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la
fesis cumple con fodas las normas para el uso de citas y referencics establecidas
por la Universidad César Vallejo.
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Fuente de Internet

1 ‘l Entregado a Universida... < 1 0/0 >

Trabajo del estudiante

1 2 Entregado a Carlos Tes... < 1 0/0 >

Trabajo del estudiante

13 studylib.es <1 % >

Fuente de Internet

1 4 Entregado a Universida.. <7 9% >

Trabajo del estudiante

1 5 Entregado a Universida... <1 O/o >

Trabajo del estudiante

71 6 www.microbiologia.co... <1 % >

Fuente de Internet

17 ceba.com.co <1 % >

Fuente de Internet

18 worldwidescience.org <1 % >

Fuente de Internet



ANEXO 12

AUTORIZACION DE LA VERSION FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

AUTORIZACION DE LA VERSION FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

CONSTE POR EL PRESENTE EL VISTO BUENO QUE OTORGA EL ENCARGADO DE INVESTIGACION
DE:

LA ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE MEDICINA

A LA VERSION FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION QUE PRESENTA:

CRUZ SILVA JOSE LUIS.

INFORME TITULADO:
"Eficacia de la sinergia antibacteriana in vitro del |dtex de croton lechleri

con amoxicilina y claritromicina sobre Helicobacter pilory"

PARA OBTENER EL GRADO O TITULO DE:

MEDICO CIRUJANO

SUSTENTADO EN FECHA: 13 de marzo del 2020.

NOTA O MENCION: DIECISEIS (16).

z

Mgtr. DAVID Rggﬁ/RODRiGUEZ DiAZ
ENCARGADG-DE INVESTIGACION
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