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1. RESUMEN
El presente estudic se llevdé a cabo con el proposito de
determinar la actividad antimicrobiana ipn vitro de extractos
vegetales ¥y establecer si los procesos de industrializacidn
interfieren en forma negativa disminuyendo is potencia
antimicrobiana que estos presentan. Los extractos vegetales

utilizados fueron: Pzidium guajava, Smilax regelli, Tagetes

lucida, Byrsoni ifolia, Sol . v C .
ocoidentalie, producidoe en une plants  piloto multiuven, & 1los

cuales s8e les determind la concentracidén inhibitoria minima
(CIM).

Para determinar la CIM se utilizé la metodologis de dilucidén
en agar &egin Mitgcher et al. ¥ 1los microorganismos probados

fueron Staphvlococcus aureus, Shigells flexneri, Sslmonella

tvphi, Pseudomonsae seruginoss v Candida slbicans.
Sclamente el extracto de Smilax regelli presentd una

actividad antimicrobiana significativa, lo gue hace suponer que
el proceso de extraccidn puede alterar los principios activos de
lse plantas estudiadas.

El andlisis estadistico que se utilizé fue 1la prueba de
hipdtesis binomisal: siende lase varisbles: éxito = inhibicidn
de crecimiento (+), fracaso = crecimientoc (-). Se rechazé Ho
concluyendo que si tiene efecto. Por lo tanto el criterio de

clesificacidén fue positive o negativo,




2. INTRODUCCION

El hombre desde su origen ha utilizado ciertas plantas que en la actualidad
se sabe que contienen principios activos de accién terapéutica definida, que
pueden emplearse para modificar - favorablemente los trastornos patolégicos
originados por las enfermedades y recuperar la salud.

Siendo Guatemala una reglén privilegiada por la riqueza natural y cultural
que posee, el uso por parte de su poblacion de plantas a las que se les atribuye
propiedades medicinales para el tratamiento de infecciones forma parte de la
cultura heredada de nuestros antepasados y ha alcanzado una distribucién a-

+ diferentes niveles sociales. S ) -

Por lo tanto la validacién cientifica de las propiedades. atribuidas debe ser
objeto de estudio ya que esto permitira dar a la poblacion una alternativa eficaz,
confiable y segura.

Bl presente estudio utiiz6 o método de Mitscher et, al. para determinar Ia
potencia antimicrobiana in vitro de los extractos etandlicos obtenidos en planié
piloto de las plantes: Psidium guajava L. (Mytaceae) — Guayabe: Smilax regelli
Killip y Morton. (Smilacaceae) - Zarzaperille; Tagetes lucida (Compositae) —

| Pericon; Byrsonimg cragsifolia (MQIphigeaoea) — Nance; Solanum americanum
Miller (Solanaceae) ~ Macuy; y, Cassia occidentalis, (Caesalpinaceae) — Frijolillo,
contra las bacterias Shigella flexneri, Staphviococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella tiphy, y el hongo Candida albicans.




3. ANTECEDENTES

3.1 Microorganismos patSgenos:
3.1.1 Shigella flexnerj:

Shigells sp., es un bacilo Gram negativo, no mévil, fermenta
la lactosa lentamente © no- lo hace. Tiene cuatroc grupos
serolégicos principales A, B, C v D de acuerdo &l antigenc de su
pared c¢elular; aproximadamente 50 serotipos conforman estos
cuatrg grupos (1).

Tiene unsa distribucién mundial, perc slgunse especies
vrefieren ciertas dreas. En el oriente y en Centro América, la
Shigells dvsenterise es cominmente responsasble de los cascs
severos de disenteria (2).

La shigela al igual que las salmonelass no tifoidea no tiene
huésped naturasl intermedio.  Debido a gue reside en el tracto
intestinal del hombre, ls shigelosis es una enfermedad de
tranemisidn directs ano—oral (2,3},

Durante el periodo de 1864 a 1973, se informaron 105,832
casos de shigelosis al Center for Disease Control de Atlanta,
de los cualee el 28 por ciento fue Shigells flexneri.

La shigela debe penetrar las célulasg epitelisles del
intestino grueso para producir disenteria. Después de la
penetracidén intracelular ocurre multiplicacidn en la submucosa o
lamina propia, pero la més alta concentracidn de bacterias se
encuentra cerca de la superficie luminal. CGcurre distorsidn de

las criptas debideo 8 la acumulacién de células inflamatorias




detrie de la obstruccidn conduce a la formscidn de microabscesos.
Grandes segmentos del colon son afectados vy puede cubrirse con
exudado fibroso conteniendo gran nimero de neutrafilos en lsas
ulceracionee de 5 mm de didmetro. La perforacidn no es una
complicacidn de la infeccidn. La colitis aguda produce fuerte
dolor abdominal vy diarrea con sangre y moco, acompafiado .de
periodoes febriles con recuperacidén exponténea de 2 a 7 dias
después de su aparecimiento. MNo hay evidencia de que la shigela
conduzca & unse colitie ulecerative crénics (2,3).

Antes de que la shigela inicie la secuencia de cambios antes
deegcritos, debe atravesar €l tracto digestive proximal. La
dcidez géstrica destruye muchas shigelas peroc se ha aislado de
Juge géstrico de voluntarios hasta 4 horas después de la

_ ingestidn (3},

Una extensa y grave epidemia de disenteria bacilar, que
comenzt en Centro America a principios de 1968, se identificd por
primera vez en Guatemala y luego en los paises vecinos al Norte y
Sur. La epidemia afecto a centenares de comunidades rurales ¥y
ciudades, la gravedad excepcional de la enfermedad ¥ su
resistencia al c¢loranfenicol, tetraciclina vy sulfonamidas
complicarcn atn mag la situacidn (4).

Como 1a shigelosis es autclimitante, se ha cuestionado 1la
necesidad de una terapia antimicrobisna. Sin embargc, un buen
porcentaje de los médiéos administran antibidéticos en estos
casos, las tetraéiolin&s, cloranfenicol v smpicilinags son

efectivas para este tratamiento (5). En muchas dreas endémicas




una sola dosis de Z.5 gm de tetraciclina en adultos da excelentes

resultados{(6). El uso de antidiarreico no ee recomendable., perc

es imprescindible el uso de sales de rehidratacidn oral.

3.1.2 Salmopnella tyohi:

Ee un bacilo Gram negstive, aercbic, no capsulado, no

formsdor de eeporas, mévil, fermenta 1la glucosa con produccidn de

dcido, no fermenta la lactosa. Se diagnostice presuntivamente

Por caracteristicas bioguimicas v la identificacidn definitivs

por pruebae eercldégicas usando antigeno somébico Oy flagelar H

Salmopells tvehl vive dUnicamente en humanos v los portadores

representan el Gnico reservorio natursl de eestas bacterims(l).

El control de los portadores, la eliminacién apropiada de
las zguas servidas v el sgregsdo de cloro al agus, han reducido
la incidencia de fiebre tifoidem en los Estados Unidos de mds de
5,000 casos en 1942 a poco mis de 500 cascs en 1980.

En los paises en desarrclle, sin las medidas de control
adecuadas, la fiebre tifoides continta siendo un importante
problema de salud qgue involucra a miles de personas. En estas
areas endémicas, el agus contsminada vrepresenta la principal
fuente de infecoidn(3).

La entrada de §S.tvehi casi siempre es por el tracto
gaetrointestinal, probablemente por el intestino delgado
superior,

S.xyvhi en peqguefiss doesis puede eliminarse del . trascto
gastrointestinael o© puede pasar a la fase de multiplicacidn.

Exista o no multiplicacién los bacilos pasan la mucosa intestinal




hacia los linfitices de la regidén v luego s la corriente
sanguinea via linfiticos, produciendo una bacteremia inicial, la
cual se elimina rapidamente por las célulse del sistema
reticuloendotelisgl .

Durante la fase de bacteremia sostenida, ocurre infeccidén del
tracte biliar v la maltiplicacién de ‘los bacilos produce la
diseminacidén de millonese de bacterias = del tracto
gastrointestinal. La entrada de bilis infectada al intestino es
responsable del aumento del nGmerc de eslmonelas en 1las heces
durante la segunds ¥ tercers semsna de enfermedad (2,3).

La proliferacidén de células mononucleares grandes derivadas
del sistema reticulc endotelial es 1la caracteristica méas
importante de su patologia. El invelucramiento del tedido
linfoide en el intestino, principslmente de las placas de Peyer
en el ilium terminal puede producir necrosie.

3e obeerva lesucopenia en muchos casoe ¥y se caracteriza por
la dieminucidn relativs en el nGmero de polimorfonucleares. La
melena es frecuente durante la tercera y cuarta semana de la
enfermedsad (2,3).

El tratamiento debe centrarse en medidas de seostén v la
prevencion de la deshidratacidén y desequilibrio electrolitico.

En casos de septicemia, la ampicilina o cloranfencol son las
drogas de eleccidn. Sin embargo en 1972, una epidemia en México
fue caueadsa por una cepa de 8. typhi resistente sl cloranfenicol.

El cloranfenicel no es efective en el tratamientoc de

portadores en estado crdonico ¥y no deberis ser ueado pars este
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propésito. La ampicilina puede ser de valor pars el tratamiento
de cisrtos portadores cronicos{7-9).
3.1.3 Staphvlococcous aureus:

S. sureus son cocOE suelen agruparsee en pares, tetradas,
cadenas cortas en racimes. Son bacterias Gram positivo,
inmbéviles, no formadoras de esporaes y norposeen cApsula. Leas
cepas patdogenas euslen ser coagulasa pogitiveo, catalasa positivo,
hemoliticas y fermentan el manitol (10).

Ee un componente normal de la microbiota humana y es:
transportado en forma asintomdtica en ciertc ntmero de zonse del
CUeTPO .

El nifio es colonizado por estafilococos pocos dias después
del nacimiento, pero debido a los anticuerpos pasivamente
adguiridos a través de 1la placenta,A}a tasa de portador cae
durante los primerocs dos sfice de vida. Hacla los 6 afics de edad,
el nific ha adguiride una tasa de portador adulto de
aproximadamente 30 por ciento. Las fosas - nasales anteriores se
consideran el pfincipal regervoric de infeccidn y fuente de
enfermedsad.

La virulencia de 8. aureus se debe en gran parte a su
capacidad de resistir a la fagocitosis. La toxina alfa de S.
aureugs tiene diversas propiedades que aumentan su virﬁlencia.
Esta proteina mata las células fagocitadas, constrifie los
misculos lises, paraliza las paredes de los vseos senguineos, es
dermonecrdtica v en dosis suficiente mata a los animales ds

experimentacidn (2).




Puede causar infecciones respiratorias muy graves. Su
principal patologia es la neumonia gue pusde ger primaria o
secundaris {11).

La infeccidn estafilocdcica de la piel es la mas comtin de
todas 1lae infeccionesg bhacterianas a el hombre. La wmas
superficial de éstas es la foliculitis, en la cual se obeerva una
infeccidn del foliculeo piloso. Una extensidn hacia el tejido
subcutdneo da comc vresultado la formacidn de una leeidn
supurstiva local o forftnculo. Un carbunco es similar al
fordneculo pero tiene miltiples focoe ¥y se extiende hacis las
capas mas profundas del tejido fibroso. El impétigo en el recién
nacido, se caracteriza por la formacidn de phstulas encontradas
en las capase superficisles de la piel (12). Las - pruebas de
sensibilidad a los antibidéticos son importantes en las seleccidn
del antibidtico apropisdo. La eleccidn inicial debe limitarse a
drogas resistentes a penicilinasa, va que muchos aislamientos de
infecciones hospitalarias y comunitarias son resistentes a
penicilina G y ampicilina. En laes infecciones cuténeas, el
tratamiento con una penicilina semi=sintética, COmo ia
dicloxaciline, habitualmente es eficaz. 4 En enfermedades
estafilocécicas sistémicas serias se aconseja la administracidn
parenteral de meticilina, oxacilina o una cefslosporina(2).

3.1.4 Peeuvdomonss seruginoss

Es la especie de mds frecuentemente asociada con enfermedad

humana. En algunos hospitales este microorgsniemec csusa de 10 al

20 por <ciento de las infecciones hospitelarias. He reemplazado




al 8. ureus come principal patdgeno en pacientes con fibrosis
quistica ¥ con frecuencia se aisla de individuos con enfermedades
neoplésicas y quemaduras severas.

Es un bacilo Gram-negativo de 0.5 a 1 por 3 a 4 um.
Habitualmente posee un tGnico flagelo polar, pero ocasionalmente
puede observarse dos o tres flagelos. Produce wuna capa de
polisacirido extracelular, similar a una capesulsa(2,3).

Lag infecciones ee producen en individuoe con defensae
alteradas. Estoeg incluyen peclentee con guemsdurss, pereonss con -
enfermedades malignas o metabdlicas o© aguellos que han sido
sometidos a instrumentacién o manipulacidén. La frecuencia de
infecciones de las vise urinarias es mayor en individuos de edad
avanzada. El tratamiento prolongade de drogas inmunosupresoras o
antimicroblanas ¥ la radicterapig_ también predispone & estas
infecciones.

Puede infectar casl cuslquier tejido o sitic del cuerpo.
Las lesiones localizadas se producen en el sitio de quemaduras o
heridas, en el tejido cornesl, vise urinarias o pulmones. Desde
la  infeccidén locslizada, los microorganismos por via hematogena,
rroducen gepticemia, la tasa de mortalidad puede llegar al 80 por
ciento{2,3}).

La principal defensa corporal contra la infeccidn es un
sistema fagocitico eficiente. En pacientes con leucemia la
morﬁalidad es mée elevada cusndo el peciente presenta  une
leuwcopenia severa.

Muchos agentes antimicrobianos son efectivos para el




tratesmiento de infecciones por P. aerugincsa. La prevencidn de
la colonizacidén y el control de las enfermedad primaria son 1los
principales factores en la gobrevida de los pacientes.

La mayoria de cepas son susceptibles a amikacina, gentamicina
y colistina, perc se desarrollan formas resistentes especialmente
con tratamientos prolongados. Aproximadamente el 50 por ciento de
la P. aerugipnoss e2 sgensible & la carbenicilina(2).
3.1.5% Qaadids mslhicans

Es una levadura dimérfica gque se encuentra en asociacidn
obligeada con animales de sangre caliente. Es consgiderada como
parte de la microbiota normal del hombre, especialmente de las
mucosas de la oro-faringe, tubo digestivo v wvagina. Usualmente
estd presente como un comensal inofensivo, pero puede
menifestarsee como patdgenc{ll)}.

Tanto en cultivo como en el tejido es una levadura ovoide de
pared delgeda. En frotes de lesiones pueden haber hifas septadas
con blastosporas ovoides de 2-4 um de Jdidmetro. Las hifas
también ge formsn en 1 cultiveo (14)

Es importante diferenciar . albicans de otras especies de
candida, por que OLtras especies ordinariamente no son
patogénicas. La formacidn de clamidosporss en agar harina de
maiz o la formacidn de tabulos germinales en suerc humano son las
prucbas mds Gtiles.

Tiene une dietribucién mundisl y cominmente es encontrads en
individuos normales. La incidencia en pacientes que se someten a

tratamientc médico es en general alta. 0dds sugiere un valor
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eignificativo de 42.9 por ciento en la cavidad cral, 2% por
ciento snorectal v 20.7 por ciento vaginal (13).

Ocurre candidosis en todas las edades, razas Yy en ambos
sexes, habiéndose conocido ciertos factores predisponentes como:
cambios fisiolégicos, administracién prolongada de antibidticos y
egteroides, debilidad general y constitucidn inadecuads {15}, En
€1l embarazo, ocurren cambios {fiesiolégicoes que alteran el
contenido de carbohidratos de la vagina e induce al sumento de la
poblacidn de céndida, sdemée de cambios hormonales (15).

La candidiosis puede afectar diferentes partes del cusrpo
por lo que se divide en: candidosis cutédnea. mucocutinea y
gistémica. Las primeras drogas antifingicas usadas desde 1950
gon la nistatina y la anfotericina B, ambae contienen un sistems
poliénico v actGan aumentgndo la permeabilidad de la membrana
celular del hongo, lo que les hace perder sustancias vitales para
su metabolismc y funciones celulares como potasioc, aminoidcidos v
purinas (13,16). El Lketoconazol eg un imidazol gue tiene
actividad antifingica va gque inhibe 1la sintesis de ergosterol en
C. alhiecans (13). El clotrimazol ee otro imidezol sntiffngico,
su principal mecaniemc de accldn ez la inhibicidn de la biosin-
tesis del ergosterol (17,18).

3.2 Descripcidén de plantas en estudio:
3.2.1 Peidium guajava L. {Mytaceae) —~ Guayaba
3.2.1.1 Peecripeidn ¥ distribucidn:
Arbol de 10 m de alto; corteza suave, delgada, rojo-

café, produce escamass. Hojas siempre verdes, opuestas, peciolo
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corto, elipticas, 5-15 cm de largon., redondas en &) Apice v en la
base. con miltiples venas horizontales, provistee de gléndulse.
Flores axilares, solitarias, blancas, de 3-4 cm de ancho, penacho
prominente de 275 estambres. Frutos aromiAticos, piriformes, de
7-8 cm de largo; céscara amarilla; carnaza rosada o amarillia,

granular al centro, suave, lleno de pulpa con muchss semillse.

Nativa de México y Centro América; naturalizada en todo el wmundo. - -

En Guatemsla crece en grupoe puros, entre 500-1,800 menm. en todeo
el pais (19}.
3.1.2 Usos y propiedades:

El cocimiento de la corteza y laes hojae se usa pars
cGlico, diarrea, fistulas, hemorragia, hinchazdén, leucorrea,
picdermia. reefrio, uretritie, dleermas y +ifisa (20,21). Se 1le
atribuyen propiedades astrigente, antidiarréica, carminativa,
desinflamante, espasmolitica febrifuga; en grandes dosis
puede ser abortiva.(22,23,21). _ El tamizaje antibacteriano
demuestra gque el extracto acuoso de las hojas ¥ raices tiene
actividad antibacteriana (24,25,28). El extracto etandlico y
acetonico tiene actividaed antibacteriana, con CIM de 5 mg para S.
Lvehi,
En 1la keratoconjuntivitis experimental en el cobayo no se
demostrd mejoria de la infeccidén vpor 8. dvsentepiae. La
actividad antibacteriana se atribuye a la guavaverina:; cristal
amarillo soluble en setanocl v 1a sctividad sntiprotozodrica al
dcido psididlico. triterpeno scidico de peso molecular 455,

cristal blanco soluble en etanol. La quercetina tiene actividad




inhibitoris de la acetilocolina y de la motilidad intestinal, lo
que podria explicar eu actividad antidisrréica. El extracto
slcohdélico de las hojae disminuye la actividad motora {21).
3.2.1.3 Composicidén quimica:

Toda la planta contiene taninos (hojas, 9-10% : corteza, 12—
30% ;5 raiz, 10-20% ). Las hojas tienen A4cido maslinico vy.
eledgico y aceite esencial, ( B-cariofileno, R~bisaboleno,
aromadendreno, p-selineno, nerolidiol, pB-sistostercl v &cido
oleandlico, ursblico, crategélicoe v guayavidlico)y.,  La paiz
contiene esterocles, leucocantocianinas vy dcide gilico (21).
3.2.2 Smilax regelli Killip & Morton (Smilacaceae) Zarzaparrilla:
3.2.2.1 Descripeidn ¥ distribucion:

smilay regelli es una enrredadera de hasta 15 m de largo;
raicee delgadas, largas, color café; tallos inferiores agudos,
cuadrangulares, angulos espinosos; ramas superiores cuadran-
gulares, agudas. Hojas grandes de 20-30 om de largo por 15-20
de ancho, ovalédas u oblongass base cordiforme, 5-7 nervice,
color verde claroc. PedGnculo estaminifero de 6.5 cm de largo,

mencs largo aue loe peciclos, pedinoulos de 7-12 mm de largo,

perianto segmentado, fructiferons de 9-19 mm de largo. Frutos
globosos, 1.3 cm de didmetro, color negro. Netiva de México v
Centro América. Se encuentra en bosques ¢ malezas hasta de

1,500 menm. En Guatemala ee ha descritc en El Progresoc, Petén,
Izabal, Jalapa, Sants Rosa, Chimaltenango, Quetzaltenango v
Zacapa (27).

3.2.2.2 Usos v Propiedades:
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Se usan indistintamente varias de las especies del génerc
Smilax, aparentemente con log mismos beneficlos terspeéticos. A
la decoccién y tintura de la reiz y rizoma se le atribuye
propiedad antipruritica, antirreumética, antiséptica,
cicatrizante, depurativa, diurética, sudorifica v tonica; se
utiliza para el tratamiento de enfermedades de la sangre vy del
higado, infecciones venéress y dermatomuccsas, retencidn urinaria
¥ reumsatismo (Z1}.

Estudios microbioldgicos demuestran gue el extracto alcohd-
lico del rizoma de S. lundellii v 8. regelii posee amplia
actividad antimicrobiana y antimicdtica in witro: inhibe el
crecimiento de bacteriaes Gram negativo como P. zerugiposa, S.
tvphi. 3. dvgenteriase y §. flexneri (28) y Gram positivo como S.

_aureus ¥ 5. pvodeneg (29), Q. albicans (30) y dermatofitos.

En un estudio con 20 cepas de bacterias patdgenas, el ex—
tracto metandlico demostrd un espectro de inhibicidn de 85 por
ciento de cepas de P.-geruginoga, 80 por ciento de S. typhi v 70
por <ciento de 3. gureus (31).
3.2.2.3 Compoeicidn quimica:

El rizoma contiene glicécides, saponinas vy sarsapogeninas
{sarsssaponina, sarsasapogenina, smilagenina, pariliina}, aceite
egencial, PB-sitostercl, stigmastercl, sitostercl-D- glicosido,
4cido sarsidpico, resinas (1.25%)}, aztGcares ¥ grazas {(21). La
actividad antimicrobisna se atribuye & varias dJde las ssponinas,
rero en particular a la parrillina (32).

3.2.3. Tagetes lucida (Compositae) — Pericédn
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3.2.3.1 Descripcidn v distribucién:

Hierba perenne., aromatica, erecta, 30-95 cm de alto ramas
escasas, ©muy regincsa al  secarse. Hojas opuestas, oblongo-
lanceocladas, finamente dentadas, provistas de gléandulas oleogas.
Flores amarillas en cabezuelas de 9-10 mm de ancho; receptéculo
cilindriecc 5-10 mm de largo, en arreglos terminales. Semillas de
6-7 mm de largo, con ranurse, pappus de 3-4 mm de largo (33).

Nativa de México a Hondurae en alturss de 900-2,000 msnm.: -
cultivada en Eestados Unidos y Europa. En QGuatemala ~crece
Chimaltenango, Jalapa, Guatemsals, -Huehuetenango, Petén,
Quetzaltenango, Quiché, San Marcos y Sacatepéquez (33).
3.2.3.2 Usos y propiedades:.

Las floree y hojas 8e usan para tratar célico, diarrea,
flatulencia e indigestién (34,35,38), praludiemo, gripe, resfriado
{37), picadura de escorpién y enfermedades hepéticas (21,23,28).
Se le atribuyven propiedades antisdépticas, digestivas,
espasmoliticas e insecticidas. Lae hojas tienen accidn depresiva
del sistema nerviosoc central e hipotensiva (21). El tamizaje
farmacolégico demuestra que el extracto scuceoc tiene sctividad
espasmolitica in vivo e in witro, la cual estid relacionada con la
7-metoxicoumarina.

El temizaje antibacterisnoc demuestra que el extracto mscuosc

e& activo contra J. enteritidis, S. Lvphi, 8. dvsenteriae, S.
flexneri, 5. ppeumonise ¥ §. pyogenes (25,26,39,40).

3.2.3.3 Cowmposicidn guimica:

Toda 1la planta contiene resinas acidicas. acido gélico,
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tanino, glucosa, dextrins, pectine v sales minerales {(41):

zlcaloides custernarios, fiavonnides, saponinas,
leucoantocianinas (38}, guercetagetina, petuletina, limcneno
(42), a-tertienilo, poliacetilenos, glicdsidos cianogénicos,

derivados de cumarina y aceite esencial (39).
3.2.4 Byrsonims cragsifolia L. (Malphiacese) - Nance:
3.2.4.1.Deegcripcidtn v distribucidn:

Arbol de 3-10 m de alto, copa rodeada o extendida, tronco
recto, corteza café oscuroc, rugosa, rosada por dentro. Hojae
giempre verdes, opuestas, ovaladas o elipticas, coridceas, 5-20
cm de largo v 4-15 em de ancho, puntiagudss.

Flores de 5 pétalos amarillas o anaranjadas de 1-2 cm de
ancho, numerosas en grupos erectos de 12 cm de largo, conspicuss.
Fruta en drups, 8-12 mm de didmetro, piel delicada, amarilla;
carnaza blanca, 5 mm de espesor, Jjugosa. 4cida, con olor
peculiar; tiene una semilla negra muy dura (21).

Nativo-de México, Centro, Sur América y el Caribe en bosques
secos de pino-encino y de c¢lima +tropical hasta 1,800 msnm. En
Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Bsaja Versapasz,
Chiguimula, El1 Progreso, El1 Quiché, Escuintla, Hushustenango,
Izabal, Jalapa, Jutiapa, Petén, Quetzaltensngo, Retalhuleu, San
Marcoe, Santa Rossa, Suchitéguez y Zacapa (27,43,44).
3.2.4.2 Usos y propiedades:

El cocimiento de 1la corteza y flores s=se usa pars tratsr
enfermedades respiratorias: amigdalitis, asma, bronguitis,

fiebre, toe {20,38,44.,45); digestivas {oélico, disrres,
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disenteria, estrefiimiento, indigestion) (21,46,47,48,49) ¥
dermatomucosss (estomatitis, leucorrea, piodermia, tifia, tlcera)
(20,50,51), dolor de muelas (52), hemorragias, mordedura de
culebra (43), pardsitos (21,45) y tumores (53 ). A la corteza se
le atribuye propiedad acaricida, antineurilgica (54), antitueiva,
astringente, cicatrizal, digeetiva, febrifuga, v ténica
{20,21,38,48).

El frutc e come fresco, el mesocarpio repregenta hasta el
40 por ciento del fruteo v se prepara en numerosas formas como
dulce, jaleas, helado, refresco y bebida fermentada parecida a la
chicha (21,44,45,49); la corteza se usa en la industria artesanal
de cuercos ¥ la maders en 1ls construccidén ¥ en 1ls febricacion
srtesanal de carbdn (27).

Estudios de la actividad antimicrobiana in vitro demuestra
que la maceracién hidroslcohdlica de la corteza es activa contra
enterobacterias (3. iLvphi, §. flexneri(47), 8. pneumoniase y S.
eyogenss {(55).

La actividad antifungica demuestra que la maceracidn
hidroalcohélica de 1la corteza tiene actividad contra Candida
albicans., LC. krusei. C. parvapsilogis v L. stellatoides, con una
CIMD de 1-2 mg (30). Lz decoccidn de la corteza tiene accién
contra selis dermatofitoe ensayados, con uvna CIM de 200 mg v (50).
En un estudio de confirmacidén con cinco érganos de la planta se
demostrd que la corteza es  le que tiene mavor asctividsed ¥ el
etanol el mejor disclvente por actividad y rendimiento del

extracto (6.8 %}: lams Dbacteriass mas sensibles fueron P.
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ervginoga, S. asureus. 3. flexperi v 8. mvogeness en la
confirmacidn antidermatofitica, tanto la corteza como los frutes
secos fueron sctivos contra tres dermatofitos patdgence al hombre
(573,

3.2.4.3 Composicifn quimica:

La corteza tiene 20-30 por ciento de taninocs, 2.7 por ciento
de Acido oxidlico y glucdesidos . Rl tamizaje fitogquimico de las
hojae indica esponinae, esterolee inesturados, c¢ardenclidos,
bufadiendlicos, = flavonoides, leucoantocianinas, taninos,;
polifencles (587) y triterpenoides (birsonimol) (58).

3.2.5 Solsgum americapum Miller (Solanaceae) - Macuy
3.2.5.1 Descripecidn vy distribucidn:

Hierba de 1 m de alto, tallo pubescente. Hojas en pares o
solitarias de 3-14 cm de largo, lancecladas, &pice agudo.
Inflorescencia interncdal, racemiforme, pedunculada, pocas
flores. Flores en cdlices de 1-2 mm, ldbulos ovalados, agudos;
corola blanca, limbo partido, 5-8 mm de ancho, pistileo 2.5-3.5 cm
de largo, mds largo que los estambres, ovario globoso. Frutos
glocbosos, negros 31 madurar, 4-8 mm de didmetro; semillas
pequefias.

Rativa de América, crece en matorrales ¥ sembradios de 350-
1,500 menm. En Guatemals se encuentra en Alta v Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Escuintlsa, Guatemala, Jutiaps,
Huehuetenango, Petén, Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Santa
Rosa, Suchitepéquez y Zacapa {(27}.

3.2.5.2 Usose v propiedades:
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El conocimiento de lass hojas y las semillas tiene amplio uso
medicinal. La decoccidén de hojas se wusa por via tépica para el
tratamiento de infecciones dermatomucosas: abscesos, acné,
dermatitis, eczema, erisipela, exantema, heridas, leuvcorrea,
llagas, mezgquinos, pastulas, tifia, Glceras v vaginitis
(20,21,23); por via oral se usms en el tretamiento de ssma,
amigdalitie, anemia cirrosis (20), c6lico, diarrea, dolor de
muaelas, escorbuto, estrefiimiento, geetritie., . hinchazén,
meningitis, nerviosismo, paludisme (59), presidén alta, retencidn
urinaria, reuvmstiemc, Ltoe ferins y Glcers géetrica (21,23).

Se le atribuye propiedad aperitiva, calmante, depurativa,
diurética, desinflemante, emoliente, mineraslizante y esedante
(21,23,52,589).

Las hojas se comen en caldo o fritas con huevo; es una
hierba que se consume en grandes cantidades en el pais vy es
frecuente encontrarlas en los mercados, se acostumbra a comer para
la convalecencia y recuperacidn de diversas enfermedades (59).

Estudios antimicrobianos in vitro demueatran que la
decoccidn de las hojas tiene actividad antibidtica contra
Staphyvlococcus aureus (11,25},

Estudios antimicdticos in vitro demuestran que la decoccidn
¥ 1la macerscidn hidroalcohdlica de las hojas tiene actividad
contra . albicans (80) y Cryptocaacus neoformens (81).
3.2.5.3 Comporicidén guimica:

Aunque poco estudiada S. americapum contiene alcaloides

{eolasodina, solasonina, glucoalcaloides ¥y alcaminas) (80).

i9
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3.2.6. Lasela oceidentslis L. (Caesalpiniaceas) - Frijolille
3.2.6.1 Descripecién y distribucidn:

Arbusto anual gue crece cominmente hasta los 2 m  de zaltura,
robusto, algunos con ramificaciones en la base, otros iefiosos;
estipular-linear a lanceolado, de 4-6 wmm de longitud, caduco,
permite crecer y eer pecioclado en su longitud (27).

Hojas bipinnadas, de 4-6 pares de hojuelas  abovado o
lanceolades 3-7 cm de londitud, agude, acuminado . Flores
amarillas medisnas, en racimos cortos, ramae axilares, laxas, de
1.4-1.8 cm de ancho, pétalos dobles y sépalos, de 6-7 estambres
perfectos, anlteras enroscadas (27). Su fruto es una vaina
aplanada de 7.5-12.5 ocm de longitud, oblongo-linear y de curva
comprimida. 6-7 mm de ancho. Semillas con foliolos de color café
cbscurc, linear planc, ligeramente curvado, posee dos valvas,icon
mirgenes de 5-12 cm de longitud, 5-10 mm de ancho, puntiagudo vy
ge dirige hacia srriba o en su forma horizontal; puede contener
de 30 & wmie semillas (81). - -

Es wuna planta gque comGnmente crece en lugares Aridos vy
llenos de malae hierbas, algunas veces en los terrenos arenosos
con €levaciones de 1,400 m de altura o menos. En Guatemala, se
la encuentra en El Petén, Alta Verapaz, Izabal, Zacapa,
Chiguimuala, El Progresc, Jutisps., Retalhuleu, Guatemals ¥
Escuintle (27).
3.2.6.2 Usos y propiedades:

En Jamaica, se utiliza como remedio en los nifice, con

incontinencia nocturna y enfermedades bacterianas por B.
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subtilis v 2. sureus (62). En Guatemala v El Sslvador. las
raices cocidas son emplesdas como remedic pars el tratamiento de
edema, diarrea, dolores espasmidicos, enfermedades del sistema
nervioso central, dolores menstruales e histeria (83,64).

3.2.8.3 Compoeicidn Quimica:

La hoja contiene glucésidos flavénicos y antraquinonas:
crisofanol, emodina, fiscidén v derivados. El fiscidn ¥ la
emodina fueron también evidenciadoe en las flores.(65). La raiz
contiene flavonoides, fitosteroles 1y antroguinonas:  casiolina, -
fiscidn, emodina, crisofanol, islandicina, helmistosporina v
xantonina. En 1la semilla se evidenciaron fitosteroles,
antraguinonas, N-acetil morfolina y N-metil morfilanina (68,87).
3.3 Evaluacidon de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro:

Los métodos de difusién y dilucidn han sido empleadas para
estudiar la actividad antimicrobiana de las plantas medicinales.
Gran ndmero de modificaciones han sido hechas en las técnicas
para obtener mejores resultados. Debido a que algunos factores
(composicién del medio de cultivo, microorganismo probado, método
de extraccidn, pH, sclubilidad de la muestra en el medic de
cultivo ete.) pueden cambiar los resultados es dificil usar estos

metodos para estandarizar un procedimiento para el estudio de

plantas antimicrobisnss. La Dbilosutografis es otre método para
estudiar actividad antimicrobiana, con este, los principios
previamente cromatografeados son difundidoe a8l  sgaer. Los

resultados pueden cambiar de acuerdc al método empleadc (88-70).

3.3.1. Metodos de difusidn:

21



Son los més frecuentemente empleados en investigscidn a
pesar de ciertas dificultades, perc son madeloe de bajas
credibilidad para muestras que son dificiles de difundir en
medios acucsos porque no hay relacidn entre el poder de difusion
¥ la sotividad antimicrobisna (88).

En la mavoria de estudios, las zonas de inhibicidén son
comparadag con las obtenidos para antibidticos. Esto es 1watil en
ol establecimiento de 1la sensibilidad de organismoe probados,
PErCe una comparacidn de la potencia antimicrcbiana de las
muestras y antibidticoes no puede ser sacada de esto.

Esta técnica no requiere dispersidn homogénea en agua; es sl
método de carga en agar usando un disco, sagujeroc o cilindro como
reservoric. El reservorico contiene la muestra ¥y la pone en
contacto con el medio inoculado vy luego se incuba. Se mide el
dismetro de la zonaz clara alrededor de la drogs.

Las wventajas de estos métodos es el peguefio tamafic de la
muestra gue ee usade en la peueba ¥ la posibilidad de probar 5 o
€ compuestos contra un soloc microorgsnismc. Sin embargo, estos
métodos no deberian de ser empleados cuando la muestra es
lipofilies o para determinar el MIC de una muestra. En algunos
casos las técnicas de difusidn pueden ser usadas para el tamizaje
de antimicrobiancs, pero no pueden ser usados como un méeLtodo
definitivo. Loz métodos de difusidén son adecuados para tamizaje
Preliminar pars sustanciase puras (alcaloides, flavencides,
terpennides, etc) (70,713.

3.3.2 Metodos de dilucidn:




Incluye métodos de dilucidén en un medio liguido y uno
s6lido. Ambos métodos se basan en la dispersién homogénea de la
miestra en un medio de cultivo selectivo para el microorganismo.
Estos métodos son los mejores cuando es necesario praobar muestras
eclubles en agus & lipofilicas y para determinar el MIC de
compuestoe (70).

La dilucidén en medio liquido es un métode mée complicado
perc es el mds preciso. Se recomienda para ls determinacién de
MIC de una muestra pura, por medio de subcultive de un-. tubo con
inhibicidén en una placa de agar o medic liguido. Cuando el
micoorganismo no crece, la muestra es microbicids,

El método de dilucidn en s6lido es comparable al de dilucidn
en medio liquido. Este método es répido y ahorra tiempo vy el MIC
de un productc contra seis microorganismos puede determinarse al
mismo tiempo.

Los métodos de dilucidén y difusidén han sido comparados
usando la sensibilidad de ocho antibidticos contra 200 variedades
de P. aeruginoss aisladas de pacientes hospitalizados vy se
ohtuvieron resultsdos similares con los dos métodos (88).

Usando el método de dilucién en agar, Mitscher et al ha
probado méds de 1,000 extractos de plantas v encontraron que 26
por ciento de ellos fueron activos. De los distintos métodos de
rrueba es =l mds adecusdo para un laboratorio pequefio porgue €8
muy dificil preparar extractos de plantas estérilee esin el uso de
avtoclave u otras condiciones especiales. En esta téenica no es

necesario gqgue la muestra sea estéril porgue los organismos
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zerobicos noc ge deesarrcllsn bien en mger esclidificado.  Le
contaminacidn ocasional del cultivo se desarrolla en la
superficie del agar vy no es un problema porgue puede reconocerse
facilmente. El método de Mitscher establecid que la cantidad de
muestra necesaria, no puede ser mayor de 1 mg en 1 ml de medioc de
cultivo {73).

El método de dilucidén en agar se aplica a muestras polares y
nc polares. Cuando la muestra es lipofilica o un aceite esencial
la inclusién puede ser hecha como una emulsidén; entre- de los
smulesificantes con mejores resultados estan Tween 20 v Tween 80
{68).

3.3.3 Bicautografia:

En el estudio de los compuestos bidlogicamente activos de
fuentes naturales, es evidente que la deteccidn répida v
eficiente de tales compuestos es un aspecto critico del
descubrimiento del proceso. Debide a2 la compleiidad de los
extractos de plantes, pocos estudice han tratado con el
aislamiento de antibidéticos de plantas superiores. ~ La
Bicautografia es un método gque hace posible localizar 1la
actividad antimicrobiana en un cromatograma, la Bicautografia de
contacto es el método més frecuente empleado, perc presenta
ciertas dificultsdes v requiere 21 uso de equipo adecuado. La
Bioautografia de inmersidn también se basa en 1la difusidn de
compuestos sSeparados ¥ para un laboratorico pequefic es mas
apropiado por que no se afecta por posible conteminacién (68).

Tanto en el método de inmersién como en el directo las zonas



de inhibicidn se observan directamente en placas. La comparacion
con  un  cromatograma desarrcllado bajo condiciones idénticas y
vigualizado con un reactivo cromogénico puede proporcionar
informacidén extremadamente Gtil relacionada con la naturalezs

quimica del principic mctive (BR,89).




4. JUSTIFICACIONES

Las enfermedades infecciosas son frecuentes en Guatemala, 10
que obliga a la mayoria de la poblacidn de escasos recursos
econdmicos a buscar medicamentos de bajo costo.

Las plantas medicinales han sido utilizadas para diversas
sfecciones v en los ultimos afice se han llevado a cabo verias
investigaciones tendientes a la validacidn cientifica del usc de
estas.

Para la industrializacidn de las plantas medicinales es
necesaric estandarizar procedimientos de extraccidn v normalizar
sus productos pars gerantizar la efectividad terapéutica
demostrada. |

La determinacidén de la actividad antimicrobiana in vitro se
hace necesaria para evaluar v garantizar la potencia de los
exXtractos vegetales con actividad antimicrcbiana obtenidos por
Procesns  industriales. _ Por consiguiente es indispensable
establecer una metodologia prédctica vy confisasble con la que ge
pueda evaluar sistematicamente la existencia de la actividad
antimicrobiana ¥ se logre garantizar al piblico el use de este

tipo de medicsmento.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES
Contribuir a generar métodos para control de calidad de

extractos vegetales que se producen industrialmente.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Confirmar el espectro de inhibicidén antimicrobiasna de seis -
extractos industriales de plantas medicinales.

5.2.2 Utilizar la metodologia de dilucidn v estrime para evaluar
la potencia antimicrobiana de extractos vegetales

obtenidos en una plata piloto multiuso.

5.2.3 Demostrar la CIM de seis extractos vegetales obtenidos

industrialmente.
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6. HIPOTESIS IS

Los extractos obtenidos en planta piloto mantienen 1la actividad

antimicrobiana descrita en las pruebas de tamizaje preliminar.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo

Extractos vegetales producidos industrialmente para fines
medicinales ¥ microorgsniemcs causantes de infecciocnes.
7.2 Muestrsa

Esta constituida por extractoe etanélicos, rroducidos en
planta pilote de las plantas P. guajava, §. regelli. T. lucida,
B. crassifolia, §. americanum ¥y C. gccidentslie para probar -
actividad antimicrobianas contra de . albicans(ATCC 10231}, P.
aeruginosa(ATCC 27853), 8. aureus(ATTC 6538), 5. flexpneri(INCAP
V08508) vy 8. tvphi(ATCC 14028) provenientes del cepario del
Laboratorioc vy Drogueria de Productos Fitofarmaceuticos FARMAYA
S.A., gracias a la coclaboracidén del Subprograma (Quimica fina
farmaceutica) del Programa Ibernamericanc de Ciencis v Tecnologia
pars &1 Desarrcllo {CYTED).
7.3 Recursocs - - -
7.3.1 Recurscs Humanos

Lic. Armandoc Caceree, Asesor del trabajo.

Persgonal del Laboratorioc v Drogeria FARMAYA S.A.

Tesista Walter Rodrigo Contreras Escobar.
7.3.2 Materiales Quimicos

Agar Mueller Hinton

Caldo Tripticasa Sova

Agua destilada

Etsnol




7.3.3. Material de vidrio
Embudos de vidrio
Frascoeg de 120 ml color &mbar
Pipetas volumétricas y calibradas
Tubos de vidrio con tapdén de rosca
7.3.4 Material de Pléstico
Cajas de Petri de 150 x 20
7.3.5 Otros
Algoddén
Gradillas
Papel filtro
Filtro milipors
7.3.86 Equi?o de laboratorio
Antoclave
{ampana microbioldgica
Incubadora
Refrigerador
Balanza analitica
Balanza semi analitica

Asa microbioldgica

7.4 PROCEDIMIENTO
7.4.1 Preparacidn de las cajas con agar planta.

A 9 ml de agar Mueller Hinton se le adiciona

1 ml del

extracto vegetal, se vierten en caja de petri v .se dejan

30



solidificar. Se incubd a 38 °C durante 24 horas, las cajas que
pregentaron crecimiento microbiano se descartaron, almacendndose
las cajas libres de contaminaciénee a 4 °C hasta el momento de =u
uens.

7.4.2 Preparacidn del indéeculo

Se inoculdé wuna asada de cultivo puro microbianc en 5 ml de
caldo tripticasa soys, se incubd a 36°C 24 h. En el casc de las
bacterias se diluyé 100 ul de la suspensién en 9.9 ml de solucién
salina estéril, para las 1leveduras se diluyd 1 ml- de 1la.
suspensidon en 9 ml de solucidn salins.

7.4.3 Determinsciéon de la CIM.

‘Se realizd el ensayo iniciando con una concentracidén de 10
mg/ml, los extractos que resultaron positivos fueron probados a
concentraciones mas bajas 9 y 8 mg/ml.

7.4.4 Demostracidn de ls actividad

Se inoculé el agar planta con una asada de cada unc de los
microorganismos, siguiendo wun patrdn de ocho partes iguales con
una zona clara en el centro de la caja, (snexo 1) se deid reposar
durante 5 z 10 min. ¥ se incubd s 38°C durante 24 h.

7.4.5 Interpretacién de los resultados

Se examind la aparicidén de un crecimiento homogénec en las

zonae de inoculacidn y ge intrepretd de la eiguiente formse:

No hasy crecimiento = extracte positivo

Si hay crecimiento = extractc negativo

Presencia de microorganismos @ fuera de la inoculacidn =

contaminacidn,
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1.% Bnéligis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de hipétesis

binomisl utilizsnde l= hipdtesis estadistica:
Ho: El extracto vegetal no tiene efecto inhibitorio
Ha: Kl extracto vegetal si tiene efecto inhibitorio
Ho. Se rechaza =i 1ls probeabilidad de error es menor
Variable binomial: Exiteo = inhibicidn (+).
Fracaso = crecimiento (-)

Se rechazd Ho concluvendo que =i tiene efecto.

(P = 0.5).
(P > 0.5).

a alfs = 0.1

Por: lo tanto

el criterio de clasificacidén fue como poeitive & negativo. Cads

eneayoc se compard con un control (agar sin extracto) v un farmaco

para validar el bicensayo ¥ por ende los resultados.
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9. DISCUCION DE RESULTADOS

El primer sspecto importante a considerar pars snslizar los
recsultados obtenidos io constituye la metodologia utilizada en el
presente estudio. Anteriormente la metodologia que se venia
empleando para realizar este tipo de estudios era la difusidn en
agar {Bauer-Kirby) para las bacterias y levadurss, que consistia
en impregnar discos de papel secante con los extractos de  las
plantas a estudiar luegc se colocaban socbre el sgar Mueller-
Hinton prevismente inoculado con ios microcorganismos,
posteriormente e median loe halos de inhibicidn a las 24 horas
de incubacion.

Sin embargo en éste estudio se realizd una modificacidn del
método ¥ se wutilizd el descrite por Mitscher et al. wa que
existia la probabilidad de disminuir el costo y determinar la CIM
de un exXtracto vegetal contra 6 u 8 microorganismos al mismo
tienpo. En esta prueba se afiadid el extracto vegetal al medio
aun liguido, luego se vertid en cajas de petri -se dedd
n estria con la bacterisa & ensayar.

solidificar v se incculd

v]
v}

En cuanto a 1la determinacidn de la CIM de los extractos

vegetales se emplearon concentraciones de 10, 8 v 8 mg/ml de cada

extracto. El extracto de P. gusjava presentd actividad a una.
concentracidn de 10 mg/ml contra P. aerugincea v 8. aureuns.
T. lupida no presentd actividad contra ningunc de los

microorganismos utilizadog en el ensavo.
£8. regelli pregentd actividad a una concentracién de 9 mg/ml

contra ‘L. albicans, P. aeruginosa ¥ S. aupreus, vy a  una
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concentracidn de 10 mg/ml contra 5. flexnery
B. g¢rasifolia presentd actividad a 10 mags/ml contra F.
= "(c'*,ﬁ_-F"P"yE‘ BTEIIE .

Observamos que los extractos de T. lucida, 5. smericapum v
€. pecidentalis no tienen actividad a 10 mg/ml., esto no significa
gqus neo egean activae a concentraciones msyores pero egta actividad
no tiene ningin valor prictico va gque la cantidad necesaria de
materia prima es alta y se corre el riesgo de toxicidad.

Abajo de 1la concentracién de 9 mg/ml ninguno de  los
extractogs pregentd sctividad por lo gue nc  fueron probadss
concentraciones menores de R mg/ml.

Se puede apreciar que en los resultados anteriores hay
cierta pérdida de actividad de los extractos en relacidn a las
pruebas de tamizaje preliminsr, referidas biblicgréficamente., por

1o gue la hipotesis de este trabajo se cumple parcialmente.



10. CONCLUSIONES

10.1 Los extractos obitenidos en rotavapor v utilizados en
prucbas de tsmisaje preliminar, demuestran tener mejor actividad

antimicrobiana in vitro.

10.2 La extraccidén en planta piloto interfiere en los principios
activos del extracto vegetal disminuvendo o anulando su actividad

ihibitoris in vitro.

10.3 Los extractos de P. guadava., T. lucida, B. crasifolia, 8.
americanum, ¥ L. eecidentalis obtenidos en planta piloto
presentan actividad antimicrobiana menor a la gue se observa en
extractos de las mismas plantas, obtenidos en extraccidén con

rotavapor.

10.4 El extracto de §S. regelli presentd actividad contra—<C.

albicens, P. aeruginoess, 3. fleznervy v 5. aureus.
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11. RECOMENDACIONES
11.1 Investigar sobre los factores que afectan los principics

activos de los extractos vegetales obtenidos en la planta piloto.

11.2 Realizar ensayos in vitro de la toxicidad de los extractos

vegetales estudiados en la presente tesis.

11.3 Continuar el estudio para demostrar la CIM de los extractos
vegetsles utilizados en este trabajo,. empleando otras cepas de

diferentes bacterias.

11.4 Iniciar los estudics fitoguimicos de fraccionamiento
bioguiado tendientes a la elucidacidn estructural del principio

activo responsable de la actividad antimicrobisnas.
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ANEXQ Mo, 1

PLANTILLA TATRCH DE OCHO PARTES.
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