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1. RESUMEN

Para validar cientfficamente el uso popular de las plantas medicinales en Guatemala, se
estudié la actividad antimicrobiana de dos arbustos a los cuales se le ha demostrado actividad en
alguna parte de la planta: Bixa orellana (achiote) y Wigandia urens var. caracasana (chocén)
usadas empiricamente en el tratamiento de diversas infecciones.

Este estudio se realizé en tres partes, en la pimera fase se efectud un tamizaje con extractos
de etanol al 50% para determinar los érganos de mayor actividad antimicrobiana, utilizando un
método de dilucién y siembra de estrias, para el caso de bacterias y levaduras, y un método de
dilucién y siembra en pozos en el caso de hongos. Los érganos que mostraron mayor actividad
fueron para B. orellana 1a hoja y corteza y para Wigandia urens var. caracasana la hoja y flor.

En la siguiente fase se procedi6 a encontrar el mejor disolvente, se obtuvieron nuevos
extractos de los érganos escogidos, por medio de percolacién en frio con recambio de
disolvente, usando: etanol al 80% y diclorometano y por medio de una infusién con agua. Para
averiguar cudl disolvente extrae el principio activo responsable de la actividad antimicrobiana se
utiliz6 el mismo procedimiento empleado para el tamizaje. El disolvente que mostré mayor
actividad antimicrobiana contra los microorganismos ensayados lue el etanol al 50%, seguido de
etanol al 80%, Los extractos acuosos sélo mostraron actividad antibacteriana (corteza de B.
orellana y hoja de W, urens var caracasana) y el diclorometano s6lo mostré actividad contra
Staphylococcus aureus (flor de W. urens var. caracasana).

En la tercera fase se determiné la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), con todos los
microorganismos que fueron inhibidos, se observé que el extracto etanélico al 50% de flor de
W. urens var. caracasana inhibe a Staphylococcus aureus en concentraciones de 5, 2.5y 1.25
mg/ml y a Aspergillus flavus hasta una concentracién de 12.5 mg/ml. Los extractos etandlicos
al S0% y 80% de hoja y corteza de B. orellana, hoja y flor de W. urens var caracasana inhiben a
Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum y Trichophyton rubrum hasta una
concentracién de 10 mg/ml.

El andlisis estadfstico de los resultados se realizé por medio de un andlisis binomial: las
variables fueron: éxito= inhibicién del crecimiento (+), fracaso= crecimiento (-). Todos los
ensayos que se presentan como positivos (+) representan los cuatro resultados positivos
(repeticiones), lo que indica que existe una actividad antimicrobiana estadisticamente
significativa (P <0.1).



2. INTRODUCCION

El estudio de la accién antimicrobiana de extractos y productos de plantas es en la
actualidad, un tema de interés para muchos investigadores a nivel mundial; en particular para
aquellos que estdn involucrados en ¢l drea de salud y en el desarrollo de productos naturales.

Desde hace varios afios en Guatemala se estdn llevando a cabo estudios para validar
cientfficamente el uso popular de las plantas medicinales, demostrdndose que algunas ejercen
cierta actividad antimicrobiana in vitro.

En vista de la abundancia y de las caracteristicas medicinales de Bixa orellana (achiote) y
Wigandia urens var. caracasana (chocén), en las cudles se ha demostrado la existencia de cierta
actividad antimicrobiana, en el presente trabajo se pretende confirmar dicha actividad, determinar
el 6rgano con mayor actividad, el disolvente que mejor extrae la actividad y medir la
Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM) de los extractos mads activos.



3. ANTECEDENTES

3.1 Estudio de la actividad antimicrobiana vegetal en Guatemala

Guatemala es un pais rico en tradiciones y cuenta con una gran herencia cultural en la cudl
la medicina natural ocupa un importante lugar; ésto, unido a que ecolégicamente hay una gran
diversidad botdnica que se encuentra ampliamente distribuida en las distintas regiones del pafs,
hacen que el uso de plantas sea una alternativa de tralamiento con buenas posibilidades de éxito
(1).

En los iltimos afios ha surgido un renovado interés por la medicina natural y se han
establecido métodos y técnicas experimentales para valorar cientfficamente su aplicacién en el
tratamiento de diversas condiciones patolégicas.

En Guatemala en los \iltimos afios se han realizado diversas investigaciones de laboratorio

sobre las propiedades antimicrobianas de diversas plantas nativas de las diferentes regiones del
pafs (1).

En el listado nacional de plantas de uso medicinal en Guatemala se mencionan por lo menos
623 plantas pertenecientes a 114 familias que son usadas en la regién con fines medicinales, con
énfasis en el tratamiento de procesos infecciosos de sistemas como el digestivo, respiratorio,
genitourinario, piel y mucosas. Las familias mds frecuentemente utilizadas son: Compositae
(10.4%), Leguminosae (9.9%), Euphorbiaceae (5.6%), Labiatae (4.3%), Solanaceae (3.2%),
Malvaceae (3.1%), Verbanaceae (2.2%), Rosaceae (1.9%) y Boraginaceae (1.8%) (1).

La mayorfa de plantas se usan para el tratamiento de aflecciones de mds de uno de los
sistemas anatémico y fisiolGgico escogido por afectar con mayor frecuencia a la poblacién
general, ya que (9.8%) de las plantas se usan para los cuatro sistemas, (19.1%) son usadas para
tres, (23.6%) para dos y (47.5%) tinicamente para un sistema. El sistema para el que se detectd
que se utilizan el mayor nimero de plantas fue el gastrointestinal ya que (65.5%) de las plantas
fueron utilizadas para el tratamiento de afecciones de este sistema, (47.0%) para las afecciones
de la piel y mucosas, (38.4%) para afecciones del sistema genitourinario y (36.9%) para
afecciones del sistema respiratorio (1).

La actividad de 190 plantas de 66 familias fue investigada contra bacterias, levaduras,
dermatofitos, helmintos y prolozoos patégenos al hombre. Por métodos de difusidn de disco en
placa se demostré la actividad de exiractos hidroalcohélicos contra tres bacterias Gram positivo,



seis Gram negativo y Candida albicans. Por métodos de dilucién en tubo se demostré la
aclividad de extractos acuosos contra seis dermatofitos, trofozoitos de Trichomonas vaginalis y
huevos de Ascaris lumbricoides. Se demostré que existe actividad antimicrobiana en cuando
menos 44.7% de las plantas; las plantas nativas con mds amplio espectro de actividad contra los
microorganismos estudiados son: Byrsonima crassifolia, Cassia grandis, Cassia occidentalis,
Gnaphalium viscosum, Piscidia piscipula, Physalis philadelphica, Psidium guajava, Smilax
lundelii, Solanum americanum, Solanum nigrescens y Tagetes lucida (2).

Por encuestas y revision de literatura se han detectado 240 plantas usadas en Guatemala
para el tratamiento de afecciones dermatomucosas y de éstas se han realizado estudios de
susceptibilidad antibiStica por el método de Bauer y Kirby modificado de 117 plantas contra
levaduras, de las cudles el 9.4% demostré halos de inhibiciéon evidente, 2.6% halos intermedios
y 88% no demostrd inhibicién. Los datos de esta investigacidn evidencian que en Guatemala se
usan varias plantas para el tratamiento de infecciones dermatomucosas (3).

Por la misma metodologfa se detectaron 100 plantas usadas en Guatemala para el
tratamiento de dermatofitosis. Se tamizé la actividad de 52 plantas y la actividad se den:mstré por
dilucién en tubo contra los siguientes dermatofitos: Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes var algodonosa y granular y
Trichophyton rubrum. El 50% de las plantas ensayadas mostraron actividad contra dermatofitos
patSgenos al hombre; por lo que de no demostrarse toxicidad, se podrfa estimular su uso por la
poblacién dentro de la medicina tradicional (4,5).

Por encuestas y revisiones de literatura se han detectado 150 plantas usadas en Guatemala
para el tratamiento de gonorrea. La demostracién de la actividad antineiseria se realizé en dos
fases; en la primera fase se estudiaron 44 plantas de las cudles, el (27.3%) demostrs inhibicidn
evidente, el (18.2%) inhibicién intermedia y el (54.4%) no demostré actividad. En la segunda
fase se trabajé con 16 plantas, las que produjeron resultados diferentes al tamizaje anterior; se
demostré que en nueve plantas el espectro de inhibicién fue de (100%), en cuatro plantas parcial
(80%) v tres plantas no mostraron actividad (6).

Los datos presentados validan preliminarmente el uso popular de éstas plantas y sugieren la
necesidad de proseguir estudios para determinar el érgano con mayor actividad, el disolvente
que mejor extrae la actividad y medir la CIM de los extractos mds activos, de dos arbustos que
han presentado actividad antimicrobiana in vitro como lo son B. orellana (achiote) y W. urens
var. caracasana (chocdén).



3.2 Descripeién de las plantas en estudio
3.2:1 Bixa orellana 1.

Pertenece a la familia Bixaceae y es conocida comiinmente como achiote o achiotio.

2.2.1.1  Descripcitn de la planta

Arbol pequeifio hasta 5 m de altura, en Guatemala ha llegado alcanzar 12 m. Hojas alternas
acorazondas, 15 cm de largo por 10 em de ancho. Flores grandes, 4 cm de didmetro, con 5
pétalos, de color blanco o rosado. Estambres numerosos de color morado. El fruto es una
cdpsula de 3 cm, de color café y completamente cubierta con espinas. En la cdpsula se
encuentran muchas semillas rodeadas de una pulpa de color rojo (7-10).

3.2.1.2  Origen y distribucitn

Planta nativa del continente americano, se ha descrito desde México hasta Bolivia en alturas
de hasta 1,000 m. En Guatemala se cultiva por su produccién de colorante en los siguientes
departamentos: Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal, El Progreso, Jutiapa, Zacapa, Chiquimula,
Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, San Marcos, Sacatepéquez, Quetzaltenango y
Chimaltenango. Se han encontrado algunas variedades en Guatemala y Ccntmﬂmé;ica, tales
como: B. orellana var urucurana (Willd), distribuida en El Petén, Retalhuleu, Jutiapa, Santa
Rosa y Escuintla; B. orellana var leicocarpa (Kutze), frecuentemente se cultiva en Guatemala; se
ha encontrado en El Petén, Santa Rosa, Solold y Sacatepéquez pero probablemente se encuentra
en todos los departamentos agricolas. Ambas variedades son diferenciables por el frulo, la
primera tiene un fruto globoso de medidas variables y densamente cubierto de espinas [lexibles y
la segunda variedad tiene un fruto con cubierta uniforme, espinosa y dura. Florece en
noviembre y se cosecha en marzo y abril (7-9,11).

3.2.1.3 Usos

Se utiliza toda la planta en tratamiento de disenterfa, diarrea, vémitos, dolor de estémago,
gastritis, hemorroides, indigestion, estrefiimiento, flatulencia, para tonificar el apetito,
afecciones hepdticas, inflamacién de la garganta, asma, pleuresfa, diabetes, oliguria, dolor de
ofdo, dolor de cabeza, infecciones del ombligo; la parte roja que recubre las semillas se emplea
contra erupciones de la piel, salpullido y quemaduras; la decoccién de la rafz se utiliza en
tratamientos contra enfermedades de transmision sexual como gonorrea y también en leucorreas
y en hemorragias postparto (7,11-15).

El extracto acuoso de la raiz posee actividad hipotensora y antisecretora gdstrica en ratas;
en el ratén muestra actividad depresiva del sistema nerviosos central. Los extractos acuoso y



cloroférmico de las semillas ticne actividad hipoglicemiante. El alto contenido de vitamina A

podria explicar su accién sobre diversas afecciones de la piel y quemaduras (16).

3.2.1.4 Otros usos
La poblacién utiliza la semilla como colorante de las comidas. Los indigenas se pintaban el
cuerpo con achiote durante los ritos y como repelente de insectos (7,8,14,17).

3.2.1.5.1 Estudios farmacolégicos

El extracto acuoso de la rafz administrado en ratas a dosis de 50 g/kg produce hipoglicemia.
El extracto de la rafz con n-hexano tiene esta misma actividad al administrarse glucagén, no asf si
previamente las ratas son tratadas con aloxano (22,23).

3.2.1.5.2 Estudios de actividad antimicrobiana
Las ramas tienen propiedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus y Clostridium
botulinum (18,19).

La infusién de la hoja present6 accién inhibitoria in vitro contra Trichomonas vaginalis y el
extracto etandlico de la hoja presentd actividad contra Neisseria gonorrhoeae (20,21).

La maceracidn etandlica de la rafz posce actividad contra Salmonella typhi, no asi contra
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Shigella dysenteriae y Shigella flexneri (15).

3.2.1.6 Composicion quimica

El extracto acuoso de la pulpa roja de la semilla contiene 1,000-2,000 Ul de vitamina A por
gramo, proteinas, bela caroteno y otros carotenoides, entre los cudles los mds abundantes son la
bixina y la norbixina. El tamizaje fitoqufmico indica la presencia de aminas, flavonoides,
leucoantocianinas, triterpenos y taninos (8,11,12).

3.2.2 Wigandia urens var. caracasana HBIK

Pertenece a la familia Hydrophyllaceae y es conocida cominmente como chocén o tabaco
bobo.

3.2.2.1 Descripcién de la planta

Arbusto o pequciio drbol de 2 a 5 m. de altura, con un tallo suave lefioso o herbdceo y
ramas densamente cubiertas por pelusa suave, generalmente blanquecina. Las hojas son
alternas, de forma ovalada, dentadas en la base, haz dspero y envez con pelusa blanca, miden



frecuentemente 50 cm de largo y 35 cm de ancho. Las flores son de color pirpura, de 1 a 2 cm
de largo y de 3 cm de ancho, con 5 estambres prominentes (8,24).

3.2.2.2 Origen y distribucién

Crece como matorral en la zona central y sur de México, Centro América, Panamd,
Colombia y Venezuela. En Guatemala es frecuente encontrarla en los departamentos de
Huehuetenango, San Marcos, Quetzaltenango, Totonicapdn, Solold, Chimaltenango,
Sacatepéquez, Alta Verapaz, Santa Rosa y en la ciudad capital (8,25).

3.22.3 Usos
En Guatemala se usa la infusién de las hojas y las llores para detener la diarrea, contra las
afecciones nerviosas y la tos ferina. En Venezuela es utilizada para los casos de retencién de

orina y para controlar la diarrea. En México la usan para el tratamiento de trastornos estomacales
(8,24,26,27).

3.2.2.4 Estudios de actividad antimicrobiana

Se comprobé que los extractos etandlicos y cetdnicos inhibieron el crecimiento de la cepa
de 8. typhi y Streptococcus pyogenes, y los extractos con disolventes como etanol, acetona y n-
hexano inhibieron el crecimiento de Streptococcus pnewmnoniae; la concentracién inhibitoria
minima en disco fue de 1.25 mg para S. pyogenes y §. pneumoniae, y de 5 mg para S. typhi.
El extracto de las hojas no presenté accién antibacteriana in vitro contra Candida albicans
(28,29).

3.2.2.5 Composicién quimica
No se conocen estudios fitoquimicos sobre esta planta.

3.3 Descripeidn de los microorganismos en estudio
3.3.1 Enfermedades de la piel

En Guatemala, las infecciones de la piel constituyen un problema de salud en la poblacién,
principalmente en los nifios del drea rural debido a factores climatoldgicos, socioeconémicos y
culturales que favorecen el desarrollo de éstas infecciones (30).

La piel puede ser afectada por una gran variedad de microorganismos como bacterias,
levaduras y hongos. Las infecciones producidas por bacterias como Pseudomonas aeruginosa y
S. aureus varfan en su gravedad desde las apenas delectables hasta aquellas que ponen en
peligro la vida. Algunos microorganismos infectan la piel directamente, mientras que otros



necesitan que existan traumatismos para poder infectar. Las consecuencias de la infeccién
dependerdn del tipo de microorganismo, de las caracterfsticas del hospedero y de la eficacia del
tratamiento. Las infecciones producidas por levaduras son causadas por condiciones que dan
como resultado la maceracién crénica de las dreas afectadas, cambios fisiolégicos en el
hospedero © un eslado inmune comprometido. Las infecciones producidas por hongos
dermatofitos son muy frecuentes; existen tres géneros principales (Microsporum, Trichophyton
y Epidermophyton) a los que sus caracterfsticas queratinofilicas les permiten parasitar la piel,
pelo y uviias, causando enfermedades conocidas como dermatolitosis o tineas (30,31).

3.3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

La especie del género Pseudomonas mas frecuentemente asociada con enfermedad humana
es P. aeruginosa, que es un bacilo Gram negativo de 0.5 a 1.0 um por 3.0 a 4.0 um.
Habitualmente posee un tnico flagelo polar, pero ocasionalmente pueden encontrarse dos o tres
flagelos (30).

P. aeruginosa es un microorganismo extremadamente adaptable que puede utilizar mds de
80 compuestos orgdnicos diferentes para su crecimiento y el amonfaco puede servir mﬁm fuente
de nitrégeno. Puede crecer en los medios ulilizados para el aislamiento de enterobacterias y su
capacidad para tolerar condiciones alcalinas también le permite crecer en medios para aislamiento
de vibriones. Aunque se trata de un microorganismo aerobio puede utilizar nitrato y arginina
como aceptores de electrones y crecer en forma anaerobia. La temperatura Gptima para el
crecimiento es de 35 °C, pero puede crecer a 42 °C (30).

Es la tnica especie del género Psenudomonas que produce el pigmento piocianina, el cudl es
soluble en cloroformo, aunque un cierto nimero de cepas de esta especie no producen este
pigmento. El empleo de medios especializados (agar Pseudomonas P) incrementa la produccién
de pigmento. Ademds de la piocianina también se produce un cierto mimero de pigmentos
fluorescentes solubles en agua (30).

3.3.1.1.1 Significado clinico

Las infecciones por P. aeruginosa se producen en individuos cuyo sistema inmunitario estd
alterado. Eslos incluyen pacientes con quemaduras, personas con enfermedades malignas o
metabdlicas o aquellos que han sido sometidos a instrumentacién o manipulacion. El tratamiento
prolongado con drogas inmunosupresoras o antimicrobianos y la radioterapia también
predisponen a las infecciones por Pseudomonas (30).



P. aeruginosa puede infeclar casi cudlquier tejido o sitio del cuerpo; las lesiones
localizadas se producen en el sitio de quemaduras o heridas, en el tejido corneal, vias urinarias o
pulmones (30).

3.3.1.1.2 Tratamiento

Muchos agentes antimicrobianos son inefectivos para el tratamiento de infecciones por P.
aeruginosa. La prevencion de la colonizacion y control de la enfermedad primaria son los
principales factores en la sobrevida de los pacientes con infecciones por P. aeruginosa. La
mayorfa de cepas son susceptibles a los antibi6ticos amikacina, gentamicina, tobramicina y
colistina (30,32).

3.3.1.2 Staphylococcus aurens

Es un coco Gram positivo, inmdévil, que no forma esporas y no posee cdpsula; suele
agruparse en pares, tétradas, cadenas cortas, y en racimos. Las cepas patdgenas suelen ser
coagulasa y catalasa positivo, hemolfticas y fermentar el manitol (30).

La virulencia de §. aureus se debe en gran parte a su capacidad de resistir o sobrevivir a la
fagocitosis. La toxina alfa de §. anrens tiene diversas propiedades que aumenta su virulencia.
Esta proteina mata las células fagociticas, constrifie los musculos lisos, paraliza las paredes de
los vasos sangufneos, es dermonecrdtica y en dosis suficiente mata a los animales de
experimentacién (30).

3.3.1.2.1 Significado clinico

El factor mds importante para que §. aureus produzca enfermedad puede ser la
disminucién de las defensas del hospedero. El recién nacido es rdpidamente colonizado por este
microorganismo y las infecciones estafilocécicas son frecuentes durante la infancia y la pubertad
(30).

3.3.1.2.2 Tratamiento
En las infecciones estafilocécicas localizadas el principio bdsico del tratamiento es el drenaje
adecuado y la extraccién de los cuerpos extrafios del sitio de infeccidn.

Las pruebas de susceplibilidad a los antibiéticos son importantes en la seleccién del
antibidtico apropiado y en la evaluacién de su efectividad durante el curso de la inleccién. La

eritromicina vy la novobiocina son los antibidlicos de eleccién (30).



Las enfermedades estafilocécicas serias, como bacteremia, neumonfa, endocarditis y
osteomielitis, requieren de la rdpida administracién de grandes dosis de antibiéticos durante un
perfodo prolongado y debe comenzarse con un antibidtico penicilinasa resistente, como
meticilina, oxacilina o cefalotina (30).

3.3.1.3 Candida albicans

Forma parte de la microbiota normal de la piel, mucosas y tracto gastrointestinal. Es capaz
de producir levaduras, seudohifas e hifas verdaderas. Como parte de la microbiota normal, el
microorganismo crece como una levadura con brotes; las hifas se producen sélo durante la
invasién de tejidos. No se conoce con certeza la regulacién de la morfogénesis de C. albicans;
la produccién de hifas in vitro de C. albicans se logra luego de incubar durante 90 minutos en
suero a 37°C. Esta reaccién se manifiesta por la aparicién de un tubo germinal, el cudl es un
apéndice elongado que crece hacia afuera y tiene aproximadamente la mitad del ancho y el doble
del largo de la célula levaduriforme (30).

C. albicans se caracteriza por formar clamidosporas en medios deficientes de substratos
rdpidamente metabolizables (33).

3.3.1.3.1 Significado clinico

Aunque el epitelio adulto intacto normalmente es impermeable a la invasién por C. albicans,
ciertas condiciones aumentan la oportunidad para una candidosis superficial. Cudlquier
traumatismo, abrasién o desgarre en la integridad cpitelial de la piel o intestino proporciona una
oportunidad para que C. albicans invada el tejido cutdneo, mucoso o subcutdneo. La humedad,
la temperatura y la friccién, incrementan el nimero de levaduras en la piel (30).

Ciertos cambios fisiolégicos en individuos sanos, proporcionan el medio para una
candidosis oportunista. Habitualmente los nifios desarrollan aftas bucales, infecciones
perianales y genitales, gastroenteritis con diarrea severa, o dermatitis de panal prolongada y
dolorosa. Muchas discrasias sangufneas predisponen a candidosis sistémica, asf como en caso
de inmunodeficiencia celular o en menor grado humoral. Las alteraciones endocrinas como
diabetes mellitus, hipoparatiroidismo y la enfermedad de Addison dan como resultado, una
mayor predisposicion a la candidosis (34).

Los pacientes tratados con inmunosupresores, como adyuvante de trasplante o tratamiento

anticdncer, disminuyen la resistencia a C. albicans (34).
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3.3.1.3.2 Tratamiento

La candidosis cutdnea puede tratarse con antimicéticos (nistatina, miconazol) o soluciones
quimicas (violeta de genciana) de uso t6picos. Para candidosis sistémica se utiliza anfotericina B
o 5 fluorocitosina (36).

3.3.1.4 Mpycrosporum gypseum

Es un hongo geofflico, que se aisla frecuentemente de animales y es de distribucién
mundial (31).

Al examen directo con hidréxido de polasio al 10%, se observan pequeiias esporas. En
cultivo la colonia es de color canela, de aspecto pulverulento y superficie dspera; en el reverso
es de color tostado claro (36,37).

Es una colonia de crecimiento rdpido (una semana); su identificacion microscépica se basa
en la observacién de macroconidias en cadena de pared delgada, rugosa, elipticas y
multitabicadas (de 4 a 6 tabiques). Las microconidias son escasas o ausentes (36,37).

3.3.1.4.1 Significado clinico

Es el causante principal de la infeccién llamada tinea capitis, la cudl presenta invasion
endothrix en el pelo, con pdpulas eritematosas alrededor, alopecia severa e inflamada, con la
formacién de erupciones ulcerosas llamadas "kerion” (37).

Las especies del género Microsporum atacan solamente la piel y el pelo; la infeccién
humana es causada por €l contacto con perros u otros animales (37). '

En Guatemala, este hongo ocupa el quinto lugar de [recuencia entre las micosis cutdneas
seglin su etiologfa como causante de tinea, pero es el mds frecuente de las especies del género

Microsporum (38).

3.3.1.5 Trichophyton rubrum

Por su habitat es un hongo antropofilico, difundido por todo el mundo (38). Al examen
directo con hidréxido de potasio al 10%, se observan conidias, las cudles forman una vaina o
cadenas aisladas en la superficie. En cultivo la morfologfa de la colonia es aplanada o elevada,
de color blanco, concéntrico y presenta en su mayorfa una pigmentacién roja obscura en el
reverso (36,37).

11



Es una colonia de crecimiento lento (dos semanas), su identificacién microscépica se basa
en la observacién de microconidias piriformes y rara vez macroconidias variables; las
microconidias son alargadas en forma de una ldgrima y casi siempre nacen a los lados de las
hifas que son lisas, de paredes finas y de extremos redondeados sin peciolos (37).

Al realizar cultivos en ldmina presenta un micelio fino, las microconidias alternas, dando la
apariencia de focos de navidad; las macroconidias tienen forma de salchicha (la cudl es
redondeada en sus bordes) y contienen de tres a ocho tabiques (38).

3.3.1.5.1 Significado clinico

Es el causante de las infecciones que se presentan con mayor frecuencia: tinea pedis, linea
corporis y onicomicosis; rara vez invade el pelo, pero cuando lo hace causa una invasién
ectothrix con pdpulas escamosas, eritematosas y vesiculas granulomatosas (37).

En Guatemala ocupa el primer lugar de frecuencia entre las micosis cutdneas segin su
etiologia como causante de tinea (38).

3.3.1.6  Epidermophyton floccosum

Por su habitat es un hongo antropofflico difundido por todo el mundo, especialmente en las
regiones himedas y cidlidas (37). Al examen directo con hidréxido de potasio al 10%, se
observan finos filamentos ramificados, que forman cadenas delgadas en las lesiones mds
recientes. En cultivo, la morfologfa de la colonia es de color amarillo verdosa, con un centro en
forma de penacho blanquecino, micelio fino, delgado; el reverso de la colonia es de color
castafio amarillento y se observan pliegues (36,37).

Es de crecimiento rdpido (una semana), su identificacién microscépica se basa en la
observacién de macroconidias grandes de pared lisa, multitabicada, en forma de clava, aisladas o
en grupos de dos o tres, no presenta microconidias y ademds forma clamidosporas (36).

3.3.1.6.1 Significado clinico

Se ha aislado de humanos como causante principal de las infecciones tinea cruris y tinea
pedis, la cudl se desarrolla sélo en la epidermis y a menudo en las dreas interdigitales de la
regién inguinal y las de los pies respectivamente (38).

En Guatemala ocupa el cuarto lugar de frecuencia entre las micosis culdneas, segiin

etiologfa como causante de tinea (38).
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3.3.1.7 Tratamiento de micosis cutdneas
3.3.1.7.1 Tratamiento tépico no antimicStico

Existen sustancias dermatolégicas que son inertes y que pertenecen a los grupos de silicatos
de origen mineral como el aluminio hidratado, kaolfn, bentonita, compuestos insolubles en cinc
y compuestos orgdnicos, como el almiddn el trigo o el mafz (39).

3.3.1.7.2 Tratamiento antimictico
Los antimicéticos se clasifican en naturales y sintéticos, poseen accion fungicida y/o
fungistidtica (39).

3.3.1.7.2.1 Naturales

La griseofulvina es un ejemplo de ellos;. su espectro de accién es reducido en las micosis
superficiales pero en las cutdneas es efectivo, especialmente en la onicomicosis. Inhibe a los
géneros Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton (39).

3.3.1.7.2.2 Sintéticos

Los compuestos dcidos y sales de 4cidos grasos, como el dcido propiénico saturado y sus
sales de sodio y zinc, son fungistdticos y fungicidas para los géneros Microsporum,
Trichophyton y Epidermophylon y en menor actividad contra C. albicans (39).

Los compuestos de azufre, como los benzotiazoles y tiocarbamilos poseen actividad
fungistdtica in vitro contra Microsporum y Trichophyton (39). También son efectivos para el
tratamiento de dermatofitosis sustancias fungicidas como el dcido benzoico, dcido salicilico y
clotrimazol (canestén, miconazole) (39).

3.2 Enfermedades gastrointestinales

En Guatemala las infecciones gastrointestinales constituyen la principal causa de
morbimortalidad, sobre todo en la poblacién infantil en la cudl alrededor del 60 al 70% de los
nifios con diarrca muere a causa de la deshidratacion (40,41).

Los principales agentes causales de infecciones gastrointestinales son: enterovirus y

rotavirus, ademds juegan un papel importante las enterobacterias (Salmonella sp. Shigella sp. y
E. coli enteropatégena) y pardsitos (helmintos y protozoos) (40,41).
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3.3.2.1  Escherichia coli enteropatégena

Las cepas de E. coli que causan diarrea en el hombre estdn agrupadas actualmente en
cuatro categorfas principales; dentro de ellas se tiene la cepa enterotoxigénica, que causa la
diarrea del viajero y diarrea en nifios de pafses de menor desarrollo, la cepa enteroinvasiva que
es causante de disenterfa, la cepa enteropatégena que ocasiona la diarrea infantil y la cepa
enterohemorrdgica que produce colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico. Estas
categorfas dificren ecn su epidemiologfa, patogénesis y en sus serotipos O:H. Una quinta
categoria menos deflinida es E. coli enteroadherente, hasta ahora identificable sélo por su patrén
de adherencia a las células Hep-2 en cultivos tisulares (42).

3.3.2.1.1 Significado clinico

Clinicamente la enfermedad provocada por E. coli enteropatégena se caracteriza por fiebre,
malestar general, vomitos y diarrea con gran cantidad de moco, pero sin trazas de sangre y
tiende a ser mds severa que muchas otras infecciones diarréicas en infantes, desarrollando
cuadros de diarrea que persisten por mds de 14 dias. El mecanismo a través del cudl provoca la
diarrea es desconocido hasta el momento. Se considera a esta cepa como una causa esporddica
de diarrea en nifios menores de un afio y responsable de brotes de diarrea observados en salas de
hospitales de recién nacidos (41,42).

3.3.2.1.2 Tratamiento

Las cepas de E. coli aisladas de infecciones adquiridas en comunidad habitualmente son
susceptibles a la mayoria de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de infecciones por
microorganismos Gram negativo. Sin embargo, aparecen formas resistentes, especialmente en
pacientes con antecedentes de tratamiento antibiético previo. El mejor tratamiento para la diarrea
parece ser la normalizacién del equilibrio hidroelectrolftico (43).

En la infeccién por E. coli en nifios de corta edad se utiliza la administracién oral de
colistina, gentamicina y kanamicina, aunque se han detectado microorganismos resistentes a
estos fdrmacos (43).

3.3.2.2  Salmonella typhi

Existen un gran mimero de serotipos y varianies que son potencialmente patdgenos para
animales y el hombre. Recientemente el género Salmonella ha sido clasificado en tres especies
primarias: S. typhi, S. choleraesuis y S. enteritidis. Las dos primeras especies tienen sélo un
serotipo cada una, mientras que S. enteritidis posee aproximadamente 1700 serotipos (30).
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Este género causa un amplio rango de enfermedades entéricas humanas, desde una
gastroenteritis autolimitada con sfntomas leves de corta duracién, hasta una gastroenteritis severa
con o sin bacteremia, incluyendo la liebre tifoidea, la cudl es una enfermedad severa, debilitante
y de alto riesgo, causada por S. typhi (44).

3.3.2.2.1 Significado clinico

La fiebre tifoidea es la mds severa y prototfpica de las fiebres entéricas. El hombre es el
tinico hospedero conocido de S. typhi y la transmisién ocurre por alimentos o aguas
contaminadas por individuos enfermos o portadores. El inicio de la enfermedad es insidiosa,
tras un periodo de incubacién de siete a catorce dfas, con malestar, anorexia y cefalea, seguida
de fiebre. En cuanto a la presencia de diarrea existe controversia al respecto, ya que algunos
afirman que por lo general no existe y otros que se manifiesta en aproximadamente el 50% de
los casos (44).

3.3.2.2.2 Tratamiento

En casos de liebre entérica o septicemia, como la fiebre lifoidea, la ampicilina.o el
cloranfenicol son las drogas de eleccién; sin embargo, en 1972 una epidemia en M:éxim fue
causada por una cepa de §. fyphi resistente al cloranfenicol. También se observd resistencia a
ampicilina en algunos microorganismos aislados (30).

En varios estudios realizados en diferentes paises se observé que los niveles de resistencia
para el cloranfenicol son bajos, por lo que se tiene como antibidtico de primera eleccién (30).

3.3.2.3  Shigella sp

El género Shigella se divide en cuatro grupos especilico: A, B, C y D, que corresponden a
S. dysenteriae, S. flexneri, §. boydii y §. sonnei respectivamente. Estos grupos se dividen a su
vez, sobre bases seroldgicas, en varios tipos y subtipos, existiendo alrededor de 30 serotipos del
género Shigella. Sin embargo, los serolipos predominantes en la mayorfa de las dreas
exogrdficas son dos o tres tipos de §. flexneriy §. sonnei. Por otro lado, §. dysenteriae no
causa una proporcién importante de casos en dreas endémicas, pero puede ser responsable de
epidemias de gran magnitud, como el caso de la epidemia en Guatemala en el afio de 1969, que
se extendis a El Salvador y Honduras en el mismo afio y a Nicaragua en 1970 (43 ,45).

En los pafses con malas condiciones de sancamiento ambiental y prdcticas higiénicas

pobres, la shigelosis es usualmente endémica, siendo una causa importante de la

morbimortalidad en ellos. También es endémica en instituciones caracterizadas por el
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hacinamiento y las malas prdcticas higiénicas, siendo ésta la situacién epidemiolégica mids
comiin en los pafses desarrollados (43).

3.3.2.3.1 Significado clinico

En sus formas clinicas mds leves la infeccién por organismos del género Shigella se
manifiesta por deposiciones lfquidas, fiebre baja, malestar general y célicos. Los casos mds
graves de shigelosis se manifiestan mediante fiebre alta, toxemia, célicos abdominales intensos,
tenesmo y disenterfa, que en general es precedida por un perfodo de deposiciones liquidas (43).

3.3.2.3.2 Tratamiento

Generalmente las bacterias del género Shigella son susceptibles a la ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, sulfamida, kanaminina, cloranfenicol, 4cido nalidixico y colistina; sin embargo,
las cepas resistentes aparecen con rapidez, por lo que se hace necesario determinar el patrén de
susceptibilidad del microorganismo. En la actualidad el trimetroprim-sulfametoxazole se
considera el ldrmaco de eleccidn (30).

333 Enfermedades respiratorias

En Guatemala las infecciones respiratorias son la segunda causa de muerte; los agentes
patdgenos mds importantes de infecciones agudas son los virus. Las infecciones virales son
factores predisponentes para infecciones bacterianas, las cudles ocurren a menudo durante el
periodo de incubacién (46-48).

Las infecciones respiratorias agudas constituyen un grupo de condiciones que incluye
influenza, sinusitis, otitis media aguda, nasofaringitis, laringitis, bronquitis aguda, neumonfa,
ctc. (46,47).

Los factores que influencian estas infecciones son miiltiples e incluyen la virulencia del
microorganismo, nutricién inadecuada, ambiente contaminado y hacinamiento (46,47).

El hongo Aspergillus flavus es uno de los microorganismos patdgenos ocupacionales mas
comunes para el hombre. Ciertos factores del hospedero claramente predisponen a algunos
individuos a una aspergilosis broncopulmonar especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o que presenten alguna alteracién del sistema inmunitario debido a
céincer, leucemia o al tratamiento médico utilizado para combatir estas enfermedades (49).
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3.3.3.1 Streptococcus pyogenes

S. pyogenes o estreptococo beta hemolftico del grupo "A" de Lancefield, es una bacteria de
forma cocoide, Gram positivo, agrupada predominantemente en cadenas largas (30). Este
microorganismo es anaerobio facultativo, su metabolismo es fermentativo y el principal producto
del mismo es el dcido ldctico. Es catalasa negalivo y oxidasa negativo. Su crecimiento es
6ptimo con un pH de 7.4 a 7.6 y a una temperatura de 37°C (30).

3.3.3.1.2 Significado clinico

S. pyogenes es una causa comiin de faringitis aguda en el tracto respiratorio superior; con
frecuencia presenta complicaciones, ocasionando lesiones supurativas en organos cercanos,
como adenitis cervical, otitis media, mastoiditis, abscesos periamigdalinos y neumonfa. La
infeccién debida a S. pyogenes puede ocasionar secuelas graves como fiebre reumdtica y

glomerulonefritis aguda (46).

3.3.3.1.2 Tratamiento

S. pyogenes es universalmente susceplible a la penicilina G; en caso de que el paciente sea
alérgico a la penicilina el tratamiento de eleccién puede ser eritromicina o tetraciclina; sin
embargo, de 3 a 5% de las ccpas son resistentes a estos antibidticos (30).

3.3.3.2 Aspergillus flavus

Es un hongo de naturaleza ubfcua y es un contaminante frecuente del laboratorio. Crecen
rdpidamente en muchos sustratos naturales y medios de cultivo de laboratorio. EIl abundante
micelio aéreo se hace pulverulento y pigmentado a medida que producen conidias de color
amarillo o verde: el conidiéforo mide aproximadamente 1 mm y presenta una o dos esterigmas
(30,49,50).

3.3.3.2.1 Significado clinico

La inhalacién de esporas o fragmentos miceliares de A. flavus puede provocar, en ciertos
individuos, una respuesta de hipersensibilidad inmediata sin invasién del cuerpo; en ocasiones
se observan infecciones clinicas como aspergilosis broncopulmonar, especialmente en pacientes
que reciben hormonas esteroideas o antibiéticos, en los que sufren enfermedades debilitantes y
en individuos expuestos a cereales o a otras sustancias intensamente contaminadas por las

esporas del Aspergillus (50).
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En otros pacientes |a aspergilosis se caracteriza por una colonizacién no invasiva de tejido
expuesto, como la cavidad pulmonar, conducto auditivo externo o cérnea. Ciertos metabolitos
secundarios producidos par especies de Aspergillus son (6xicos y carcindgenos (49).

3.3.3.2.2 Tratamiento

Las formas alérgicas de aspergilosis se han tratado con corticosteroides y tratamiento
antimicético. El tratamientq del aspergiloma varfa considerablemente segiin su severidad. Se ha
aconsejado el uso de anfoterjcina B y 5-fluorocitosina. La aspergilosis superficial localizada se
trata con nistatina (30,50).

3.4 Demostracion de la actjvidad antimicrobiana in vitro

Para el estudio de la aceidn antibacleriana en plantas medicinales se han utilizado métodos
de dilucién y difusién. Han surgido algunos problemas a causa de la diversidad de criterios,
técnicas y propiedades lipofilicas de algunas muestras, por lo que se han realizado algunas
modificaciones a los métodos iniciales (51).

Hasta el momento no existe un método estandarizado para expresar los resultados del
tamizaje antimicrobiano; algunos autores utilizan el didmetro de los halos de inhibicién y/o la
cantidad mfnima del extractq que inhibe ¢l crecimiento del microorganismo (51).

Los métodos se clasifican en tres grupos: dilucién, difusién y biocautogrédficos. Todos
estos métodos se ven influidos por factores como volumen del inéculo, método de extraccién,
composicién del medio de cultivo y temperatura de incubacién (51).

Los métodos de difusién se realizan en la superficie del agar, utilizan un disco, agujero, o
un cilindro como reservorio y la muestra no requiere una dispersién en agua. El reservorio
contiene la muestra a ser probada (antibiético) y es puesto en contacto con ¢l medio inoculado
con la bacteria y luego de la jncubacién se mide el didmetro del halo de inhibicién (51).

Los métodos de dilucién requieren una dispersién homogénea de la muestra en agua. Se
usan para determinar principalmente los valores de la CIM de extractos, aceites o substancia
pura. En la dilucién liquida la turbidez se toma como indicador de densidad bacteriana, el grado
de inhibicion estd relacionado con la turbidez del medio y se mide con un espectofotémetro. Si
se usa la dilucidn en agar, upa cantidad determinada de la substancia se mezcla con el agar, se
deja endurecer y se agrega el microorganismo; si no hay crecimiento, la substancia tiene
actividad antimicrobiana (51).
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Actualmente se estd utilizando un nuevo método de estrfas en dilucién de agar utilizado por
Mitscher y colaboradores para determinar la actividad antimicrobiana. (52). Los métodos
bicautogréficos se basan en la técnica de difusién en agar; en éstos métodos, el compuesto
antibacteriano se transfiere de una capa de cromatografia a una caja de agar inoculado, las zonas
de inhibicién se visualizan por reactivos que detectan la actividad de deshidrogenasa. La ventaja
principal es que se tiene una buena indicacién sobre la naturaleza qufmica del principio activo

(51).
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4. JUSTIFICACIONES

Como consecuencia del clima tropical y de la fertilidad de sus suelos, Guatemala posee una
amplia vanedad de flora de la cudl s6lo una pequeiia parte se ha estudiado desde el punto de vista
de la bioactividad. Debe considerarse que el clima tropical aunado a factores socioeconémicos y
culturales predisponen a la poblacién guatemalteca a una serie de infecciones respiratorias,
gastrointestinales y de la piel, por lo que es importante encontrar tratamientos alternativos
accesibles y confiables, tales como utilizar plantas medicinales.

El achiote es una de las plantas de América tropical que ha sido cultivada por muchos afios;
se produce tanto en latitudes altas como bajas, crece en forma silvestre en muchas dreas
tropicales, en algunas de las cudles se aprovecha para fines comerciales para la produccién
industrial de colorantes, pero no ha sido estudiada en forma adecuada por sus propiedades
medicinales como antimicrobiano. Por este molivo es necesario evaluar con mayor profundidad
su accién antimicrobiana, determinando el mejor 6rgano para el mdximo aprovechamiento de las
partes de la planta. El chocon es un arbusto que crece en forma silvestre, del cudl se pretende
confirmar la posible accién curativa que se le atribuye en nuestra medicina popular para
determinados tipos de enlermedades inlecciosas para contribuir a disponer de medicamentos
efectivos de administracién sencilla y de bajo precio.

PROPIERAD BE LA UANERSIOAD 16 SAK CARLES DE GIATENALS
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5. OBJETIVOS

Objetivo General
Validar cientilicamente la actividad antimicrobiana de plantas a las cudles se les atribuye
popularmente propiedades curativas.

Objetivos Especilicos

Determinar en qué 6rgano de Bixa orellana (achiote) y Wigandia urens var. caracgsana
(choctn) se encuentra la mayor actividad antimicrobiana in vitro contra siete ccpas de
bacterias y cuatro cepas de hongos.

Determinar el disolvente mds adecuado para la extraccion del principio activo en dichas
plantas.

Medir la concentracion inhibitoria mfnima en los extractos vegetales que presenten mejor
respuesta de actividad antimicrobiana.
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6.1

6.2

6. HIPOTESIS

La mayor actividad antimicrobiana se encuentra en el extracto de las hojas de Bixa orellana
(achiote) y Wigandia urens var. caracasana (choctn).

El agua es el disolvente mds adecuado para la extraccién de los principios activos de Bixa
orellana (achiote) y Wigandia urens var caracasana (chocén).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo :
Plantas que han mostrado actividad antimicrobiana in vitro.

7.2 Muestra
7.2 Hojas, raiz y flor de Wigandia urens var. caracasana.

7.2.2 Hojas, rafz, semilla, madera y corteza de Bixa orellana.

7.3 Recursos

T3 Humanos
Autor: Br. Angélica Lorena Salvador Alvarado
Asesor: Lic. Armando Cidceres Estrada

7.3.2 Materiales

7.3.2.1 Recursos [fsicos

Laboratorio Depto. de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Laboratorio de Productos Fitofarmacetiticos FARMAY A.

7.3.2.2 Cepas de seis bacterias

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli enteropatégena ATCC 9637
Salmonella typhi INCAP ST-001
Shigella flexneri INCAP 706608
Streptococcus pyogenes INCAP-90809

7.3.2.3  Cepas de cinco hongos

Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus flavus A-T5CCQQ
Epidermophyton floccosum 761 1GSS
Microsporum gypseum M-71 CCQQ

Trichophyton rubrum T-3.5CCQQ



7.3.2.4 Disolventes
Etanol al 50%
Etanol al 95%
Diclorometano Nanogrado 3023
Dimetil sulféxido
Agua destilada

7.3.2.5 Medios de cultivo
Agar Muller Hinton
Agar Tripticasa Soya
Caldo Tripticasa Soya
A gar Sabouraud
A gar Sabouraud Takashio
Agar Sangre de carnero al 5%

7.3.2.6  Equipo y cristaleria
Balanza analitica
Autoclave
Refrigerador
Incubadora
Mechero
Campana microbioldgica
Unidad de filtracién con bomba de vacio
Vortex o mezclador
Rotavapor
Papel filtro Whatman No. 1
Filtros Millipore .45 mm
Soporte con anillo de Gravesande
Tubos con tapdn de rosca 10 por 150 mm
Pipetas serol6gicas de 10 ml y 5 ml en 1/10,
Probeta graduada de 50 ml y 100 ml
Erlenmeyer de 250 ml y 500 ml
Embudo de vidstago corto
Cajas de Petri de 100 mm por 15 mm
Algodén
Gradilla para 24 tubos



Asa de nicromo calibrada

Frascos color &mbar de 3 onzas fluidas
Agitadores de vidrio

Botella de vidrio oscuro, de 250 ml

Estufa eléctrica

Micropipetas de 5-40 ul, 40-200 ul y 1000 ul.

7.4 Procedimiento
7.4.1 Seleccion de plantas
Plantas que han presentado alguna accién antibacteriana in vitro en trabajos anteriores.

7.4.2 Recoleccién y clasificacion
Las plantas fuerén recolectadas en los departamentos de Guatemala y Suchitepéquez,

posteriormente clasificadas en el Laboratorio de Productos Fitofarmacetiticos Farmaya .

7.4.3 Preparacién de las plantas
Se colocaron las partes de las plantas en secadores solares especiales para el,proceso

durante 8 dfas a una temperatura aproximada de 40°C; posteriormente se picaron en pedazos
pequefios y molieron hasta alcanzar estructuras de igual tamafio. Se almacenaron en bolsas
pldsticas selladas.

7.4.4 Obtencién de las tinturas vegetales _

Para la obtencién de la tintura vegetal se utilizé 10 g de materia vegetal y se mezcld con
100 ml de etanol al 50% durante tres dias y después se filtré con membranas de papel filtro
Whatman No. 1.

7.4.5 Ensayo de la actividad antimicrobiana (tamizaje)
7.4.5.1 Preparacién del medio (Método de Mitscher et al, 1972) para bacterias y levaduras
(52).

Se preparé 9 ml de agar Muller Hinton y se le agregd 1 ml del extracto vegetal de cada
planta (dilucién 1:10) y se virtio en una caja de Petri para su confrontacion microbiana. Para
comprobar que el medio este libre de contaminacién, se incub6 a 35°C durante 24 hrs y se
observé el crecimiento bacteriano, las cajas libres de contaminacién se almacenaron a 4°C en
bolsas pldsticas hasta su utilizacién.
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7.4.5.1.1 Preparacion del indculo

Se purificé el microorganismo a ensayar se inoculs en un tubo con 8 ml de agar Tripticasa
Soya inclinado, se incubé a 35°C durante 24 hrs (para bacterias) y 48 hrs (para levaduras). Se
inoculé una asada del cultivo puro microbiano en un tubo con 5 ml de Caldo Tripticasa Soya, se
incubo a 35°C durante 24 hrs; en el caso de bacterias diluir 0.1 ml de la suspensién en 10 ml de
agua destilada estéril (ADE) y para las levaduras se incub6 durante 48 horas y luego se agregé 1
ml de la suspension en 10 ml de ADE.

7.4.5.1.2 Demostracion de la actividad antibacteriana

Se inoculd en las cajas con extracto crudo una asada de cada uno de los microorganismos
siguiendo un patrén de ocho partes iguales con una zona clara en el centro de la caja, se dejé
reposar durante 5a 10 min y se incub6 a 35°C durante 24 hrs.

7.4.5.1.3 Interpretacion de resultados

Se observo la aparicidn de un crecimiento homogéneo en las zonas de inoculacién y se
interpreté de la siguiente forma:

Si hay crecimiento homogéneo a lo largo del indculo, (- = negativo) actividad negativa.

Si hay alteraciones morfolGgicas, (parcial = P)

Si hay crecimiento de algunas colonias a lo largo del inéeulo, (resistencia = R)

Presencia de microorganismos fuera de la inoculacidn, (contaminacién = C).

Si no hay crecimiento (+ = positivo) actividad postiva.

7.4.5.2  Preparaci6n del agar-planta para hongos, técnica de MacRae et al (53).

Se prepararon tubos con tapén de rosca conteniendo 13.5 ml del medio Sabouraud estéril;
estando aiin liquido, aproximadamente a 50°C, se agregd 1.5 ml del extracto del dérgano a
ensayar (dilucién 1:10). Se virtié el agar planta en cajas de Petri estériles, se esperd a que
solidificaran y posteriormente se almacenaron en refrigeracién durante 24 horas.

7.4.5.2.1 Preparacién del medio (Método Takashio) para la esporulacién de hongos (54)

Se preparé agar Sabouraud modificado segin la técnica de Takashio para la mayor
produccién de esporas, se inocularon los hongos a estudiar y se incubaron a 27°C durante 15
dfas. Se agregé 3 ml de agua estéril a cada tubo y se raspé con una varilla de vidrio esteril para
hacer una suspensién homogénea del hongo; luego se mezclé ésta suspension con un Vortex

durante un minuto.
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Se realizé un conteo de esporas en una cdmara de Neubauer para llevar a una coricentracion
de 300 esporas/ml. Se almacend en viales a 4°C hasta su utilizacién.

7.4.5.2.2 Demostracién de la actividad antimicdética

Se perforaron cuatro pocitos en el agar-planta con la boca de una campanilla de Durham de
5 mm de didmetro; se inocularon 30 ul de la suspensién de esporas preparada previamente. De
igual manera se prepard la caja con agar Sabouraud para realizar el ensayo de las colonias control
(hongos en estudio), luego se incubaron a 27°C durante 24 horas. Posteriormente se les dio

vuelta a las cajas de Petri y se incubaron a 27°C durante 15 dias.

7.4.5.2.3 Interpretacién de resultados

Después de 15 dias de incubacién, se medieron los didmetros del halo de crecimiento de las
colonias alrededor de cada inéeulo, se calculd el porcentaje de inhibicién comparando el
didmetro de crecimiento de las colonias control (hongos en estudio) con el de las colonias en
cajas con agar-planta, se tomaron como positivos aquellos érganos de la planta que redujeron el
didgmetro de la colonia control en un 75%.

7.4.6 Seleccidn del mejor disolvente

Una vez determinado los 6rganos con mayor actividad antimicrobiana, se obtuvieron
extractos con diclorometano, etanélicos y acuosos por medio de una percolacién en frio. Para
ello se utilizaron 10 g de materia seca vegetal y 100 ml de cada disolvente, se colocé la materia
seca vegetal en una botella sin fondo invertida con capacidad de 250 ml, y se le virtieron los
disolventes mencionados en el siguiente orden: Primero el diclorometano, luego el etanol al 80%
y por tiltimo el agua estéril a 80°C. Luego se concentr6 cada extracto en rotavapor hasta alcanzar
una consistencia de miel y finalmente se resuspendié cada extracto en su respectivo disolvente
para obtener una dilucién 1:10, se almacenaron en [rascos color &mbar hasta el momento de la
prueba.

Para probar el mejor disolvente, se utilizé el mismo procedimiento empleado para la
demostracién de actividad antimicrobiana (tamizaje), utilizando los 6rganos que mostraron

mayor actividad.

Tk Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima, CIM (52)

En el caso de bacterias y levaduras se ensayaron a diferentes concentraciones (50 mg/ml,
25 mg/ml vy 12.5 mg/ml) los extractos de los 6rganos de las plantas que presentaron mayor
actividad antimicrobiana, se confrontaron con cada una de los microorganismos que fueron
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inhibidos. En el caso de hongos se confrontaron los extractos que presentaron mayor inhibicién
con los hongos estudiados en concentraciones de 10 mg/ml y 5 mg/ml).

7.5 Diseiio estadistico

El andlisis estad(stico de los resultados se realizé por medio de un andlisis binomial.

Para la realizacion de la parte experimental se inici6 con un tamizaje para bacterias y un
tamizaje para hongos para determinar el mejor érgano de las dos plantas en estudio. Luego se
determind el mejor disolvente y por dltimo se encontro la concentracién inhibitoria minima del

mejor disolvente.

7.5.1 Disefio estadfstico para tamizaje de bacterias

Disefio al azar

Para esle estudio se realizaron cuatro repeticiones para cada ensayo. Ademds se usé un alfa
de 0.1, la prueba de hipdtesis binomial fue: '

Ho: La planta no tiene efecto inhibitorio (p= 0.5)

Ha: La planta si tiene efecto inhibitorio (p > 0.5)

Ho. se rechazo si la probabilidad de error es menor a alfa=0.1

WVariable binomial: éxito = inhibicidn (+)

fracaso= crecimiento (-)

T Disefio estad(stico para tamizaje de hongos
Disefio al azar con cuatro repeticiones.
Criterio de clasificacién
Si hay inhibicién: el didgmetro deberd ser menor o igual al 25% del didmetro del control.
No hay inhibicion: el didmetro deberd ser mayor o igual al 26% del didmetro del control.
Yariable binomial: éxito = inhibicidn (+)
fracaso= crecimiento (-)

55 Disefio estadistico para el mejor disolvente
Se trabajaron tres disolventes y el disefio fue el mismo utilizado en el tamizaje.

7.5.4 Concentracién Inhibitoria Minima, CIM

Se trabajaron los 6rganos que presentaron mayor actividad a tres concentraciones (5 mg/ml,
2.5mg/ml v 1.25 mg/ml) para el caso de baclerias y levaduras y para hongos se trabajé con (10
mg/ml y 5 mg/ml). El disefio fue el mismo utilizado en el tamizaje para bacterias y hongos

segiin fuera el caso.



8. RESULTADOS

8.1 Tamizaje antimicrobiano (bacterias y levaduras)

Para determinar los mejores érganos de la planta, se realizé un tamizaje preliminar con
extractos etandlicos (etanol al 50%) de las partes de cada planta confrontdndolos contra seis
bacterias y una levadura. Se escogieron dos 6rganos de B. orellana la hoja y corteza y dos de
W. urens var caracasana la hoja y flor los cudles mostraron mayor actividad antibacteriana. El
6rgano que mostré mayor actividad fue la corteza de B. orellana que inhibié a 5 bacterias y una
levadura. La bacteria que no fue inhibida fue §. pyogenes (Tabla No. 1).

Tabla No. 1
Tamizaje de la actividad antimicrobiana vegetal de

Bixa orellana y Wigandia urens var caracasana

ORGANO BACTERIA/LEVADURA**

B. orellana A B C D E F G
hoja - + - + + + -
corleza + + s + + + =
madera - - - - - - 2
semilla - - = - - + -
raiz - - = 5 . 2 =

W. wurens var. caracasana

hoja = - + o + ROy e
flor - - + + + + -
rafz e - - > - -
Microorganismos ensayados: A= E.coli, E= §. aureus,
B= §. flexneri F=C. albicans,**
C= S.typhi, G= §. pyogenes
D= P. aeruginosa,
{+) = Actividad (-)= resistencia

8.2 Tamizaje antimicotico
Al igual que el tamizaje antibacteriano los 6rganos que mostraron actividad fueron: hoja y
corteza de B. orellana y hoja y flor de W. urens var. caracasana contra tres dermatofitos y A.

flavus (Tabla No. 2).
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Tabla No. 2
Tamizaje de la actividad antimicética vegetal de
Bixa orellana y Wigandia urens var. caracasana

ORGANO HONGO *

B. orellana A B C D
hoja + + + +
corteza + + + +
madera - - - =
semilla - - - -
rafz - - - -

W. urens var caracasana
hoja + +
flor + + +
raiz = ” g -

* Hongos ensayados: A= A. flavus,
B= E. floccosum,
C= M. gypseum,
D=T. rubrum.

Actividad Positiva (+): menor o igual al 25% del didmetro de crecimiento.

8.3 Seleccién del mejor disolvente

Una vez determinados los érganos con mayor actividad amtimicrobiana, se obtuvieron
extractos de cada érgano con tres disolventes mas, diclorometano, etanol al 80% y agua, para
averiguar cudl disolvente extrae el principio activo responsable de la actividad antimicrobiana, se
utilizo el mismo procedimiento empleado para el tamizaje.

Las diferentes especies de bacterias variaron en la respuesta a los extractos de los distintos
Grganos de las plantas ensayadas. Los extractos acuosos mostraron actividad sélo en el ensayo
antibacteriano (corteza de B. orellana y hoja de W. urens var. caracasana) y ningin efecto en el

ensayo antimicético.

El extraclo de diclorometano sélo mostrd accién contra 8. aureus. (lor de Wigandia nrens

var caracasana) (Tabla No. 3).

30



Tabla Neo. 3
Confirmacién de la Actividad Antimicrobiana Vegetal de
Bixa orellana y de Wigandia urens var. caracasana

ORGANO BACTERIA*/LEVADURA**
B. orellana A B C D E F G
Hoja
Etanol al 8B0% - + - + + - .
Extracto acuoso - - - - - A 2
Diclorometano - - - - ” & %
Corteza
Etanol al 80% + + - + + + =
Extracto acuoso + + - + + = -

Diclorometano - - - - - - -

W. wrens var. caracasana

Hoja
Etanol 80% + + - + + - =
Extracto acuoso + + - + + . -
Diclorometano - - - - - - -
Flor
Etanol 80% - + - + + - -
Extracto acuoso = i = = + = z
Diclorometano - - - - + - -
*Microorganismo ensayadas: A= E. coli, E= §. aunreus
B=S. flexneri, F= C. albicans**
C=S. typhi, G= §. pyogenes
D= P. aeruginosa
(+)= actividad (-)= resistencia

Los extractos que mostraron mayor accién antimicrobiana fueron los etandlicos al 50%,
seguidos de extractos etandlicos al 80% (Tabla No. 3 y No. 4).
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TABLA No. 4
Confirmacién de la actividad antimicética vegetal de
Bixa orellana y Wigandia urens var caracasana

ORGANO HONGO*
B. orellana A B i D

Hoja
Etanol al 80% = + + +
Extracto acuoso - - = -
Diclorometano - - = .
Corteza
Etanol al 80% - + + +
Extracto acuoso - . . 2
Diclorometano - 8 5 %

W. nrens var caracasana

Hoja
Etanol al B0% - + + +
Extracto acuoso - - i .
Diclorometano - - - -
Flor
Etanol al 80% + + + +
Extracto acuoso - - - -

Diclorometano - -
¥ Tongos ensayados: A= A. jlaviis, C= M. gypseum
B= E. floccosum, D=T. rubrum
Actividad positiva (+): menor o igual al 25% del didmetro de crecimiento.

8.4 Determinacitn de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

A los extractos que mostraron actividad antimicrobiana se le determin6 la CIM
confrontdndolos con cada microrganismo que inhibieron a diferentes concentraciones: en el caso
de bacterias y levaduras a concentraciones de 5, 2.5 y 1.25 mg/ml y en el caso de hongos 10y
5 mg/ml.

Los extractos de etanol al 50% (etanol 50) y etanol al 80% (etanol 80) de la hoja de B.
orellana inhibieron a §. aureus hasta una concentracién de 5 mg/ml, la corteza de B. orellana
inhibié a S. aureus en concentraciones de 5 y 2.5 mg/ml (etanol 50) a §. aureus, §. flexneri, y
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P. aeruginosa (etanol 50, etanol 80 y extracto acuoso) a C.albicans (etanol 80) y a E. coli
(extracto acuoso) hasta una concentracién de 5 mg/ml.

La hoja de W. wrens var. caracasana inhibié a §. aureus en concentraciones de 5y 2.5
mg/ml (etanol 50 y extracto acuoso) a C. albicans en concentraciones de 5y 2.5 mg/ml (etanol
50), a §. aureus (etanol 80), E.celi (extracto acuoso) y a P. aeruginosa (etanol 80 y extracto

acuoso) en concentraciones de 5 mg/ml.
La Mor de W. urens var. caracasana inhibe a §. aureus en concentraciones de 5, 2.5y

1.25 mg/ml y a C. albicans en una concentracion de 5 mg/ml (etanol 50) a §. anreus (etanol 8D
y diclorometano) y P. aeruginosa (etanol 80) hasta una concentracion de 5 mg (Tabla No. 5).
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Tabla No. 5
Determinacién de la Concentracién Inhibitoria Minima
de los extractos de Bixa orellana y Wigandia nurens
var. caracasana en el ensayo antimicrobiano

ORGANO BACTERIA*/LEVADURA**
B. orellana A B C D E F
Hoja
Etanol al 50% (5 mg/ml) - - E 5 4 <
Etanol al 80% (5 mg/ml) - - < < 4 5
Corteza
Etanol al 50% (5 mg/ml) - + - + + ¥
(2.5 mg/ml) - - i i ¥ -
Etanol al 80% (5 mg/ml) “ + - + ¥ +
Extracto Acuoso (5 mg/ml) + + - + + =
W. wrens var. caracasana
Hoja
Etanol al 50% (5 mg/ml) : - = i +
(2.5 mg/ml) - - - +
Etanol al 80% (5 mg/ml) - - = ¥ % e
Extracto Acuoso (5 mg/ml) + - - + + 3
(2.5 mg/ml) - : ‘ = + .
Flor
Etanol al 50% (5 mg/ml) - i 2 s + +
(2.5 mg/ml) - - . a g .
(1.25 mg/ml) : H g ] * A
___ Etanol al 80% (5 mg/ml) L - SRR P .
*Microorganismo ensayadas: A= E. coli, D= P. aeruginosa
B= §. flexneri, E= §. aureus
C= §. typhi, F= C. albicans**
(+) = actividad (-)= resistencia

El extracto de etanol al 50% de hoja de W. wrens var. caracasana inhibe a A. flavus hasta

una concentracién de 12.5 mg/ml.



Los extractos etandlicos al 50% y 80% de hoja y corteza de B. orellana y hoja y flor de W.

urens var caracasana inhiben a E. floccosum, M. gypseum y T. rubrum en una concentracion de
10 mg/ml.

Tabla No. 6
Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima
de los extractos de Biva orellana y Wigandia urens
var caracasana en el ensayo antimicético.

ORGANO HONGO*
B. orellana A B C D
Hoja

Etanol al 509% (10 mg/ml) - + +

Etanol al 80% (10 mg/ml = + + +
Corteza

Etanol al 50% (10 mg/ml) - + + +

Etanol al 80% (10 mg/ml) - + +
W. wrens var. caracasana
Hoja

Etanol al 50% (10 mg/ml) - + +

Etanol al 80% (10 mg/ml) - + - +
Flor

Etanol al 50% (10 mg/ml) % + + +

Etanol al 80% (10 mg/ml) - + +
* Hongos ensayados: A= A. flavus, C= M. gypseum

B= E. floccosum, D=T. rubrum

** concentracién de (12.5 mg/ml)
Actividad positiva (+): menor o igual al 25% del didmetro de crecimiento
(-) = resistencia.

Todos los ensayos que se presentan como actividad positiva (+), representan las cuatro

repeticiones, lo que indica que hay una actividad antimicrobiana estadfsticamente significativa (P
< 0.1)
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9. DISCUSION DE RESULTADOS
Como consecuencia de su abundancia por ser un cultivo comercial y a las caracter(sticas
medicinales de B. orellana (achiote) y la amplia distribucion de W. urens var. caracasana
(chocén), en el que se ha demostrado la existencia de cierta actividad antimicrobiana, con €ste
estudio se confirmaron los hallazgos de estudios anteriores referentes a la actividad
antibacteriana y se pone en evidencia la accién antimic6tica presentada contra A. flavus y los tres
dermatofitos ensayados.

Este estudio se realizé en tres fases, la primera consistié en un tamizaje antimicrobiano
utilizando cinco érganos de B. orellana y tres de W. urens var. caracasana, la metodologfa
utilizada para bacterias y levaduras fue la técnica de Mitscher et al (52).

Se determiné que la hoja y la corteza de B. orellana mostraron mayor actividad que la
madera, la raiz y la semilla siendo éste ultimo su principal producto industrial, cuya composicién
quimica ha sido bastante estudiada particularmente los carotenos (bixina y norbixina), como
colorantes. Previamente se demostré que la rafz tiene propiedades farmacolégicas como
hipoglucemiante (22,23), actividad que no se encuentra en las semillas. En ésta ﬂpoﬁunidad se
confirmé que la hoja tiene accién antibacteriana contra §. aureus (18,19), que la rafz no inhibe

a E. coli y §. flexneri, pero no se confirmé el efecto contra §. ryphi (15).

La hoja y la flor de W. urens var. caracasana mostraron mayor actividad que la rafz. Se
confirmdé la accién de la hoja contra §. typhi, no as( para 8. pyogenes (28,29) ésle estudio
demosiré la accién de la hoja contra C. albicans que en estudios anteriores no se habfa
demostrado (28,29). Debe tomarse en cuenta que las cepas no son las mismas i.'[ue las utilizadas

en estudios anteriores, ya que en el presente estudio se utilizaron cepas tipificadas.

El érgano con mayor actividad antibacteriana vegetal fue la corteza de B. orellana que
inhibe a cinco de las bacterias ensayadas, ademas también inhibe a C. albicans. Este hallazgo es
interesante, ya que al demostrarse que las semillas no tienen actividad, se demuestra
indirectamente que no es la bixina el principio activo responsable de la actividad antimicrobiana.
Es posible que el responsable de dicha actividad sea un alcaloide presente en mayor proporcién
en la corteza y las hojas. '

Con relacidn a las bacterias se observé diversidad de resultados, siendo las mds inhibidas

S. aurens y P. aeruginosa. La bacteria que no fue inhibida por ninguno de los érganos de las

plantas ensayadas fue §. pyogenes.

36



En el ensayo antimicético se utilizé la técnica de MacRae et al. (53) utilizando una
suspension de esporas de cada hongo preparadas segiin la técnica de Takashio (54). Se observé
que aunque la corteza y hoja de B. orellana y la hoja de W. urens var. caracasana mostraron
alguna actividad antimicética, es la flor de W. urens var caracasana la que demostré mayor
actividad.

Hasta el momento no se han realizado estudios fitoquimicos que permitan deducir la estructura

quimica responsable de dicha actividad.

Con los resultados obtenidos en la primera fase se demuestra que en las hojas de las dos
plantas ensayadas hay actividad antimicrobiana, pero €éste no es el 6rgano con mayor actividad,
ya que en el caso de B. orellana la mayor actividad se encontr6 en la corteza y en W. urens var.

caracasana en la flor.

En la segunda fasc se determiné el mejor disolvente, en la que se pudo observar que el
extracto acuoso (corteza de B. orellana y hoja de W. urens var. caracasana) y el extracto con
diclorometano de la flor W. urens var. caracasana sélo mostraron actividad antibacteriana y
ningtin efecto en el ensayo antimicético lo que indica que el principio activo antimicético no es
extrafble por un disolvente muy polar como el agua ni uno demasiado apolar como el
diclorometano sino se encuentra en disolventes con polaridad intermedia como el etanol, en este
estudio se utiliz6 etanol al 50% en la fase de tamizaje y etanol al 80% en la fase del mejor
disolvente, los resultados mostraron mayor accién antimicrobiana del etanol al 50%, esto debe
darse a conocer ya que popularmente las plantas son usadas en forma de infusiones y debe

tomarse en cuenta para estudios posteriores que se realicen in vivo.

En ésta parte del estudio se confirma que el agua no fue el mejor disolvente, porque €sta
s6lo extrajo el principio activo contra bacterias, y no mostré ningiin efecto antimicético.

En la tercera fase se determiné la CIM de los extractos que mostraron actividad con cada
uno de los microorganismos inhibidos, en el ensayo antibacteriano se observé que la bacterfa
con CIM mayor fue §. aureus. En el ensayo antimicético los extractos etandlicos al 50% y al
80% de los cuatro Grganos ensayados mostraron una CIM de 10 mg/ml para E. floccosum,
M.gypseum y T. rubrum y el extracto etanélico al 50% de la flor de W. urens var. caracasana
mostré una CIM de 12.5 mg/ml para A. flavus.
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Los resultados indican que dos érganos de cada planta ensayadas tienen actividad
antimicrobiana y en alguno de los casos hay inhibicion de crecimiento hasta un 75% de todos los
microorganismos ensayados. Estos hallazgos experimentales son alentadores, por lo
consiguiente las plantas deberan ser estudiadas farmacolégica y toxicolégicamente por
procedimientos in vifro e in vivo, para validar cientificamente la medicina tradicional en
Guatemala, asf como elucidar la estructura de! principio activo para estudiar a profundidad el
responsable de la actividad antimicrobiana.
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10. CONCLUSIONES

Los drganos con actividad antimicrobiana son para B. orellana, la hoja y corteza y para
W. urens var. caracasana, la hoja y flor.

La corteza de B. orellana demostré la mayor accién antibacteriana contra: E. coli, §.
[flexneri, 8. typhi, P. aeruginosa y §. aureus y accién antimicrobiana contra C.albicans.

En el ensayo antibacteriano las bacterias mds inhibidas fueron: S. awreus y P.
aeruginosa.

La flor de W. urens var. caracasana demostré la mayor accion antimicotica contra: A.
flavus, E. floccoswm, M. gypseum y T. rubrum..

Los extractos acuosos (corteza de B. orellana y hoja de W. urens var. caracasana) sol6
mostraron accién antibacteriana. El extracto con diclorometano de la flor de W. urens
var. caracasana solo mostrd efecto antibacteriano contra §. aures.

El etanol (50% y 80%) es el disolvente que mejor extrae el principio activo responsable
de la actividad antimicrobiana de los 6rganos de B. orellana y W. urens var. caracasana.

El extracto etandlico al 50% de la flor de W. urens var. caracasana mostré una CIM de
1.25 mg/ml para 8. aureus y 12.5 mg/ml para A. flavus.

Los extractos etandlicos al 50% y B0% de la hoja y corteza de B. orellana y la hoja y flor
de W. urens var. caracasana mostraron una CIM de 10 mg/ml contra E. floccosum, M.
gypseumy T. rubrum.

Los resultados obtenidos proporcionan validez cientifica al uso popular de B. orellana

(achiote) y W. urens var. caracasana (choctn) en enfermedades por algunos de los

microorganismos ensayados.
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