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1. RESUMEN

Las plantas del género Smilax son utilizadas en Guatemaia, para el tratamiento de diferentes

enfermedades, tales como afecciones cutdneas, reumatismo, enfermedades escrofulosas, sifilis
y ademas por su accidn diurética, depurativa y levemente laxante.

Estudios previos demostrarén que la raiz y rizoma poseen actividad antimicrobiana. En el
presente trabajo se determiné la actividad y la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM),de los

extraclos de raiz, rizoma, tallo y hojas; de S. lundellii, S. regelii y S. spinosa.

El estudio se dividié en dos fases: en la primera se realizé el tamizaje, en el cual se
determind que extracto demostré tener actividad contra bacterias, dermatofitos y levaduras; la
segunda consisiliv en la determinacion de la Concentracién inhibitoria Mimina (CIM) de los
diferentes extractos de la planta frente a Ios microorganismos ensayados. En ambas fases se
utilizd un extracto hidroalcohdlico de etanol al 50%, obtenido por extraccién en frio. Tanto la
actividad como la CIM se pusieron de manifiesto por el método de Mitscher et al para extractos
vegetales. La melodologia utilizada implica una delerminacién no paramétrica en bloques
completamente al azar de la aclividad fcrecimiento o no del microorganismae), por tal motivo,
para el andlisis de los resultados se realizd una prueba de hipdtesis binomial en la que [a
hipdtesis nula establece que la probabilidad de obtener un resultado positivo es igual que la de
un resultado negativo, contra una hipdtesis altema que indica que la probabilidad de obtener un
resullado positivo es mayor que la de obtener un resultado negativo. -

Se demostré que los extraclos de raiz y rizoma de las tres especies, poseen la méyor
actividad inhibitoria frente a todos los microorganismos esayados. E) lallo y 1as hojas no
presentan actividad inhibitoria significativa a excepcion del tallo de 8. regellii, que demostro
tener actividad anlifingica a una concentracién de 15 mg. Sin embargo, es conveniente realizar
estudios filoquimicos; para determinar los principios activos. Ya que si bien se asume que su
bioactividad depende de los saponésidos, falta demostrar que en las Ires especies, éstos son los

principios acltives. Finalmente continuar con la invesligacién de olras propiedades que se le
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atribuyen & este género de plantas, que es de suma importancia para la poblacion de nuestro

pais como medicina allenativa.




2. INTRODUCCION

El género Smilax que pertenece a la familia de las Smilaceas, son enredaderas {ropicales de

las cuales se han descrito 12 especies autéctonas de Mescamérica. Guatemala cuenta con
varias especies de este género, ampliamente distribuidas en regiones tropicales y templadas
(1.2).

Antiguamente estas plantas eran utilizadas por los indigenas debido a su accion diurética,
depurativa y levemente laxante (1). En la actualidad |as raices de esta planta son utilizadas en
medicina popular como depurative de la sangre, excelente sudorifico, para combatir ia sifilis,
enfermedades escrofulosas, afecciones cutdneas, reumatismo y malaria {1,2).

En Guatemala las enfermedades infecciosas constiluyen un grave problema de salud, y
tienen una alta prevalencia sobre todo en los nifios. Faclores ambientales, tales como el clima,
las condiciones de salubridad y ofros como el hacinamiente, la desnutricién, ta carencia de
lmedidas de higiene, que a su vez estan relacionados a condiciones socioeﬁonﬁmicas y
culturales, favorecen el desarrollo de los microorganismos responsables de estlas afecciones.

La utilizacién de plantas para el tratamiento de estas enfermedades, pone de manifiesto la
necesidad de profundizar en Ia investigacién de las propiedades ds algunas de ellas. Lo que
representara una alternativa de tratamiento con bueﬁas posibilidades de éxito.

Estudios previos in vilro demostraron la actividad antimicrobiana de los extractos de rizomas
de diferentes especies del género Smilax. El presente esludio tuvo por objetive determinar si
los extractos de otros Grganos de la planla, tales como tallo y hojas poseen actividad
antimicrobiana, La obtencién de los resultados esperados, tendra un profundo efecto ecoldgico,
debido a que se evitara poner en peligro de extincién a las especies del género Smilax, puesto
que no sera necesario destruir completamente la planta; sino que inicamente cortar tallo y

hojas.



3. ANTECEDENTES

3.1 Descripcién del género Smilax

Género de enredaderas 1ropicales de las que se han descritc 12 especies autdclonas de
Measoamérica, en Guatemala su distribucion geografica es resiringida y su produccion es por
recoleccidn de plantas silvestres. La droga posee un caracleristico color rojo (3).

Este género incluye un grupe de plantas repadoras o bejucos, herbaceos o lefiosos, tallos
con espinas o inermes, que se elevan de tubérculos corpulentos, leflosos o de largos rizomas
rastreros. Las hojas son generalmente coridceas, enteras o lobuladas; con distinto perianio
segmeniado. Las flores poseen peddnculos de soporie inserlados sobre un receplaculo conico o
globoso con o sin ovaric abortivo, los pistilos de las flores son generalmente pequefios, con un

ovario y varios estambres abortivos {1).

3.1.1 Clasificacién botanica y distribucién geografica

Smilax lundellii es una enredadera grande, ramas inferiores firmes, robustas, cilindricas,
eslriadas, con espinas fuertes, glabras o pilosas; ramas superiores sin espinas, peciolo de 1-3
centimetros de largo, articulades, rizoma lefioso de color rojo, con raicillas alrededor. Hojas
‘oblongo-lanceoladas o lanceoladas, verde-café, iﬁferiores de 18-27 centimetros de largo por 10-
13 centimetros de ancho, superiores mas pequefias, agudas, obtusas o agudas en la base.
Pedanculo fructuoso foliar estaminado, perianto segmentado, anteras cortas, 7 nervios.
Peduncuto frucluoso de 5-11 milimetros de large, pedicelos fructiferos de 7-10 milimetros de
largo, excediendo at pedunculo; bayas globosas de 4-6 milimetros de didmelro negro-azuladas.
Es nativa de México y Centro América. Se encuentra en bosques o maleza hiimeda hasta 1,300
metros sobre el nivel del mar. En Guateméla se ha descrito en Alta Verapaz, Izabal, Petén,
San Marcos y Sanla Rosa (3,4).

Smilax regellii es una enredadera de hasta 15 metros de largo; raices delgadas, colar café o
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gris, olor débil, sabor mucildginose ligeramente amargo; tallos inferiores agudos,
cuadrangulares, angulos con espinas grandes, anchas, comprimidas, reclas o encorvadas, de 1
centimetro de largo; ramas superiores, agudas y espinosas. Las hojas inferiores poseen un
peciélo espinoso de 7 centimetros de largo y 20 centimetros de ancho, 20-30 cenlimetros de
largo por 15-20 centimetros de ancho, ovaladas u oblongas, base cordiforme, 8-7 nervios, color
verde claro; las hojas superiores son mas pequefias, oblongo-lanceoladas, agudas en la base,
glabras, a veces el nervic del envés liene conas espinas encorvadas. Pedicelo estaminifero de
6.5 centimetros de largo, mas largo gue los pecidlos, perianto segmentado, pedicelos fructiferos
de 9-19 milimelros de largo.

Frutos globosos, 1.3 centimetros de didmetro, color negro. Es nativa de México y Centro
América. Se encuentra en bosques o malezas hasta 1,500 metros sobre el nivel del mar. En
Guatemala se ha descrito en El Progreso, Petén, izabal, Santa Rosa, Chimaltenango,
Guetzaltenango y Zacapa (3,4).

Smilax spinosa es una enredadera de tallos cilindricos provistos de espinas fuertes: ramas
superiores de 4-6 angulos, a veces flexibles, pecidlos cortos, raramente mas de 1 centimetra de
fargo, espinosos o no. Hojas inferiores ovaladas o elipticas, hasta 14 centimetros de largo y 8
centimetros de ancho, pero habitualmente més cortas; 4pice agudo, redondeado y puntiagudo,
base cordiforme, hojas superiores més pequenas, ovaladas o lanceoladas, cilindricas en el

dpice, venas del envés con espinas. Pedinculos estaminados de 8 milimetros de largo més o

menos, pecidlos mas largos, pedicelos capilares de 5-13 milimetros de largo, perianio-

segmentado, ovado-oblongo, filamentos mas largos que las anteras. Bayas negras, globosés,
de 4-12 milimetros de diametro. Es nativa de México y Centro América. Se encuentra en
bosques o malezas himedas o secas hasla 2,800 metros sobre el nivel del mar. En Guatemala
se ha descrito en Petén, Alia Verapaz,lzabal, Zacapa, Juliapa, Sanla Rosa, Guatemala,

Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzallenéngo y Huehuetenango (3.4).

3.1.2 Actividad antimicrobiana
E! estudio de la actividad antimicrobiana in vitro de las plantas medicinales se ha encontrado
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con algunos problemas debido a la diversidad de criterios, técnicas empleadas y a las
proepiedades lipofilicas de algunas muestras. La insolubilitiad en agua de los aceites esenciales
y los extractos no polares hacen bastante dificit usar un medio acuoso para las dislintas pruebas
{5}.

Existen varios factores que pueden tener influencia direcla sobre los resultados, entre estos
se puede mencionar el volumen del indculo, mélodos de extraccién, la composicién del medio
de cuitivo, el ph y la temperatura de incubacion (5,6).

Hasta el momento no existe un método eslandarizado para expresar los resultados del
famizaje antimicrobiano, algunos autores usan el didmetro de los halos de inhibicién o el peso
minimo del extracto que inhibe el crecimiento del microorganismo (5,6)

Los métodos para evaluar Ja actividad antimicrobiana se pueden clasificar en tres grupos:
difusién, dilucién y métodos bicautograficos.

Los métodos de difusién sobre capa de agar, no requieren una dispersion del agua, en el cual
se usa un disco, agujero o cilindro comao reservorio. El reservorio contiene la muestra a ser
analizada, luego es puesto en contacto con el medio inoculado y despuéds de la incubacion, se
mide el digmetro de inhibicién de éste.

Los métodos de dilucién requieren una dispersidn homogénea de la muestra en agua. Se
utilizan para determinar principalmente los valores de concentracion inhibitoria minima (CIM) de
extractos de aceiles esenciales o substancias puras.

En la dilucién liquida, la turbidez se toma como un indicador de densidad bacteriana, el
grado de inhibicién estd relacionado con ia turbidez del medio y se mide con la ayuda de un
especirofotémetro.

si se usa dilucion el agar, una cantidad determinada de la substancia se mezcla con el agar,
se deja endurecer y se coloca el microorganismo, si no hay crecimiento la substancia fiene
actividad anfimicrobiana (5).

Los métodos bioautogréficos se basan en la técnica de difusién en agar, en los cuales el

compuesto antimicrobiano se iransfiere de una capa de cromalografia a una caja de agar
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inoculado, las zonas de inhibicién se visualizan por reactivos gque delectan la aclividad de
deshidrogenasa (5).

Dominguez probd el efeclo inhibitorio de extractos de plantas en bacterias y hongos
colocando circulos de papel filtro impregnados con 0.5 mililitros de soluciones etandiicas {el
etancl fue evaporado) de fos extractos de ias plantas en cajas de agar nuliitivo o de papa que
habian sido previamente inoculados, las cajas fueron incubadas 24 horas a 37°C y Juego se
midio el diametro de la zona de inhibicién (6).

Luc Van Puyvelde realizé estudios sobre la determinacién de la actividad antimicrobiana de

un compuesio de Tretanemia riparia, por método de diluciébn usando 0.1 mililitros de una

suspension estandarizada del microorganismo que fue agregado a lubos que contenian diversas
cantidades de medio de cultivo, ios tubos se incubaron por 24-48 horas a 37°C para las
bacterias y 7 dias a 27°C para hongos, se determind el CIM a la menor concentracién que
inhibid el crecimiento (7).

MacRae y Janssen realizaron estudios de tamizaje antimicrobiano de diversas ptantas,
conira bacterias y hongos.

MacRae y col. ensayaron el método de discos de papel para baclerias ¥ levaduras, los discos
estériles de papel Whatman No. 1 se impregnaron con extraclos (120mg/ml) en alicuotas de 10
microlitros y se colocaron en placas con Agar Nulri_tivo 0 Sabouraud-Dextrosa segin el caso lo
amevitara, los ensayos se realizaron por triplicado, las cajas se incubaron a 30°C de 24-48 horas
y luego se midieron los didametros de las zonas de inhibicidn; para los dermatofitos se
prepararon suspensiones de esporas de cullivos maduros y alicuotas de éstas se transfirieron a
Agar Sabouraud que contenia el exiracto de la plania a ensayar, las cajas se incubaron a 20°C
por 14 dias luego de los cuales se midid el didmetro de la colonia (8). Janssen y col. ensayaron
ta actividad antimicrobiana usande diferentes técnicas sobre capa de agar con discos

impregnades con 2.5 microlitros de los aceites esenciales aislados de las plantas diluidos en

etanol.

La técnica del biograma usando placas de cromatografia en capa fina a ‘las que se les aplicéd



los aceites a estudiar, se dej6 correr, secar y luego se puso en contacto con agar inoculado con
el microorganismo ensayado, midiendo luego las zonas de inhibicién (9).

Holt describié un métedo para evaluar la accidn de drogas anlifungicas utilizando pruebas de
sensibilidad en disco, usando la técnica de difusién en la que el indculo del hongo/ se enfrenta a’
una zona variable de concentraciones de droga que se difunden radialiente del reservorio dé'la
droga, se hacen suspensiones del hongo en amortiguador de fosfato, se estandarizan y una
capa de 0.2 mililitros de la suspensién se coloca sobre placas de Agar Base Nitrégenada para
Levaduras, cuando el fluido se ha absorbido en el agar, se cclocan los discos impregnados con
30 microlitros de la droga, se incuban ias cajas por 24 horas a 30°C para levaduras, después de
las cuales se obtienen zonas de inhibicién con organismos sensibles (10}. |

Chaumont y Bardey estudiaron las propiedades antifingicas de aceites esenciales de
plarias, prepararon suspensiones de blastosporas y de conidiosporas para luego determinar el

CIM usando como medio Sabouraud para obtener diferentes diluciones (11).

3.1.3 Componentes Quimicos del género Smilax
La raiz contiene glicésidos, saponinas, como las sarsaponina y parillina, que dan por

hidrdlisis sapogeninas isoméricas como sarsapogenina y smilagenina, aceite esencial como B-
sitosterol, stigmastercl, sitosterol-D-glictsido, dcido sarsapico, resinas (1.25%), aziicares y
grasas (3,12). La aclividad antimicrobiana se atribuye a varias de las saponinas que contiene,
pero en particular la parillina (3,13}, También se encuentra aimidén y materia colorante.

En el anexo 1 se presentan las caracteristicas quimicas de los compuestos con actividad

biclégica {13-14).

3.14 Usos Medicinales Populares
En medicina popular, la raiz de zarzeparilla es usada por sus propledades estimulantes,

diuréticas, diaforéticas y depurativas de la sangre (2.15). El cocimiento de las raices se utiliza
para combatir la sifilis, herpes, lepra, tifla, eccema, acné nervioso y urticaria.
La infusitn de las hojas y de los Lallos liernos se usa para contrarrestar las Glceras de la boca

(16-17).



La British Herbal Pharmacopoeia, le adjudica accidn antiséptica y antipruriginosa, especifica
en casos de psoriasis (18).

También es un buen coadyuvanie en el tralamiento del reumalismo, la artritis, la gola y las
acumulaciones de dcido drico. En dosis elevadas destruye los clculos renaltes y evila la

diabétes {2,16,18}.

3.1.5 Ctros Usos Populares
Las raices cocidas y sazonadas con azlicar y canela sirven para preparar un refresco popular

gque también se ha comercializado {19},

3.1.6 Farmaceclogia Experimental
Estudios microbiolégicos efectuados demuestran que el extracto alcohdlico de la raiz de

Smilax lundellii v Smilax reqgellii, posee una amplia aclividad antibacteriana y antifungica in

vitrg, inhibiendo el crecimienlo de baclerias Gram negativo como Pseudomona aeruginosa,

Salmonellg typhi, y Shigella flexneri (20), Gram posilivo como Staphylococcus aureus y

Streptococeus pyogenes (21), Candida glbicans (22), y dermatofitos (23). En un estudio de 20

cepas de baclerias palégenas, el exiracto metanélico demostrdé un espectro de inhibicion del

85% de cepas de Pseudomonas aeruginosa, 80% de salmonella iyphi y 70% de Staghxlocodcus

aureus (24).
Estudios efectuados con Smilax spinosa demuestran que la decoccion de |a raiz inhibe el
crecimiento in vitro de microorganismos causales de infecciones de la piel y mucosas, como

Escherichia coli y Microsporum canis, asi mismo, aumenta la excresion urinara en ratas. La

DL50 por via oral en ratas, de las tres especies estudiadas en Gualemala es mayor de 30g/kg

de peso (25).

En 1983, Girén demostrd que el extraclo etandlico de la raiz de Smilax lundellii posee
Gnicamente actividad fungistatica (28).

En Marruecos se han tratado exitésamente pacientes con lepra usando una combinacién de
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extracto de Smilax ornala y una terapia con dapsona (27).

3.2 Microorganismos Patégenos al Hombre

3.2.1 Staphylococcus aureus
El S. ayreus es un coco inmdvil de 0.8 a 1.0 um de diimetro, que se divide en dos planos

irregulares, para formar racimos de células. fos racimos se encuentran en forma caraclerislica
en exiendidos de cultivos en medios soélidos. En caldos de cullivo, son comunes enconirar
cadenas corlas y las formas dipldcecicas v a menudo se observa una semejanza con los
Neumoecocos,

tUnas pocas cepas producen una capsula o capa de mucosa que incrementa la virulencia de!
microorganismo. El 8. gureus es una bacteiia Gram posilivo, pero las células viejas y los
organismos fagocitados son Gram negalivo.

Es un anaerobio facultativo, pero se obtiene un crecimiento mas abundante en condiciones
aerdbicas. Para su crecimientf;) en medics quimicamente definidos reguiere aminoécidos vy
vilaminas a pesar de lo cual crece bien en los medios utilizados de rutina. En placas de agar
sangre, las colonias son lisas, circulares, convexas, bajas y varian de 1-4 milimetros de
diametro, el color de muchas cepas es amarillo palido,

Es un componente normal de !a microbidta humana, pero si se dan las condiciones
adecuadas puede producir diversas enfermedades como osteomielitis, piatritis, enterocolitis,
infecciones cuténeas y respiratorias. Puede producir  infecciones en cualquier 4rea

parapasofaringea, siendo [a sinusilis la mas comun {28).

3.2.2 Salmonella typhi
Las Salmonellas infectan a muchas especies de animales, ademas del ser humano y son

capaces de invadir tejidos extraintestinales, causando fiebres entéricas, fa mas severa de las
cuales es la fiebre tifoidea, Esta bacteria no fermenta la lactosa, muchas son mébviles y

producen H,S de tiosulfato y gas de la fermenlacién de la glucosa. Es un bacilo Gram negativo
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pequefio.

La S. iyphi causa la fiebre tifoidea |8 que se caracteriza por constipacion, y diamea en la
primera semana, luego se produce una prolongada bacteremia. Ademas produce gastroenteritis

y seplisemia {28}.

3.2.3 Shigella

Las shigellas son patdgenas principalmente a los humanos, las cuatro esp‘elcies pueden
causar desinteria bacilar, pero la severidad de la enfermedad varia con las especies,

Son inmaoviles, no producen H,S, no preducen gas durante la fermentacién de los hidratos de
carbono, son pequefios bastones Gram negativo de 0.5 por 3 pm, no forman esporas, causa la
desinteria bacilar, diarrea dolorosa caraclerizada por heces acuosas tefiidas de sangre, moco y
grupos de leucocitos polimorfonucleares al ser vistos al microscopio.

La 5. flexneri e5 la especie de shigella que se presenta con mayor frecuencia en Gualemala

(29).

3.2.4 Pseudomonas aeruginosa
Esta es una bacteria causante de infeccion dermalomucosa. Es un bacilo recto o

ligeramente curva, Gram negative, no produce esporas, con flagelos polares monotricos, mavil,
catalasa positivo, crece a 42°C., produce dos pigmentes, la piocianina y |a pioverdina que la
hacen fluorescente. Los pacientes se vuelven susceptibles al ataque de la P. aeruginesa fuego
de tratamientos prolongados con inmunosupresores, corlicosteraides, antimetabolitos,
antibibticos y radiaciones.

Puede conlaminar heridas, dlceras, abscesas, quemaduras de piel y , mucosas (30}.

3.2.5 Candida albicans
Es un habitante de la microbiota normal del tracto gastrointestinal, piel y vagina. Las



levaduras o blastosporas son redondas, ovales u oblongas. Mide de 2.5 por 14 pm, aparecen
solas, en grupos © bien en cadenas,

En medios nutricionales pobres desarrofian abundanies pseudohifas. La produccidn de tubos
germinales y clamidosporas esféricas son caracterislicas tliles para su identificacion,

Su crecimienlo es aerbbico, de 24 a 36 horas aparcen colonias pequefas, que Hegan a tener
1.5 a 2 milimetras de didmetro después de 5-7 dias en agar Sabouraud. Las celonias son de
color blanco pero pueden virar a crema o beige con el tiempo (30,31).

C. albicans es el paldégeno mias importante de las especies de Candida {32). Se han
reporiada estudios en donde se ha aislado en un 51% de las candidosis (33). Es el agente
elioldgico usual del Trush oral o vaginal, candidosis dérmica, paroniquia y candidosis
broncopulmanar {32).
| Es una de las especies que mas afectan al sistema nervioso centrat (34), Se ha‘determinado

que la principal especie encontrada en micosis viscerles, abscesos cerebrales, repales y

pleurales es la C. albicans (35,36).

3.2.6 Asperqilus flavus
Esla especie de honge, es cosmopolila, son pardsitos del arbol respiratorio de las aves. En

la naluraleza se encuentran muy difundidos en la materia organica vegetal y animal. F{ hombre
sueie infectarse por inhalacion de poivos de harina o al manipular gramineas.

Las colonias crecen rapido y presentran una tonalidad amarilla, marrén o verde-amarillo. El
A. flavus es una causa comin de aspergilosis pulmonar atérgica y puede recuperarse de esputo
o tapones mucosos bronquiales.

La presencia de numeroos eosindfilos y cristales de Charcol-Leyden en montajes
microscépicos de esputo es altamente sugestiva de infeccién con A. flavus. También puede
causar enfermedad diseminada en hospederos inmunocomprometidos (37).

En casos de diseminacion, se producen abscesos en muchos tejidos, pudiendo ocacionar

también meningitis y endocarditis (31,37,38).
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3.2.7 Epidermophyton floccosum
Es un hongoe de crecimiento lento, su colonia es de color blanco y de apariencia algodonosa

‘al principio, luego se toma seca y aterciopelada, de color verdusco a caneia, Ia;uperﬁcie es
plana ¢ radiada y en el reverso presenta un pigmenle de color café canela.

Tiene macroconidias numerosas, fas que en cultivos jovenes son aseptadas en forma de
dedo, en grupos de 2 0 3 y luego loman forma de clava, Las microconidias estan ausenies, las
hifas en forma de espiral son muy raras, tas clamidosporas sdlo aparecen en cullivas viejos.

Para su cultive no requiere de condiciones nutricionales especiales. Es un agente comin de
tinea pedis, tinea cruris y de tinea inguium.

No invade pelo, es un hongo antropofilico (30,31}, Su frecuencia de aislamiento en

Gualemala es del 16.3% (39).

3.2.8 Mycrosporum gypseum
Es un honge geofilico, muchas cepas de M. gypsgum producen densos conglomerados de

macroconidias, pero algunas veces puede haber muchas microconidias. Esto lleva a un aspecto
mucho mas granuloso de la colonia. La superficie de Ja ¢olonia es granulosa y de color marron-
crema,

El M. gypseum es un saprdfito del suelo, que ataca al hombre sdlo ocasionalmente, las

lesiones producidas por el hongo son a menudo inflamacién con foliculitis supurativas {30).

3.2.9 Trichophyton rubrum
Las colonias son de crecimienio lento, planas o abultadas en el centro, con una superficie

blanca algodonosa que se torna rosada, puede tener mucho o poco micelio,

En el reverso tiene un pigmento color rojo tinto en el 95% de las cepas, el 5% restante de las
cepas lienen un color més café o no fo poseen. Las microconidias son delgadas en forma de
clava, adheridas en forma alterna a hifas indiferenciadas o en cortos tallos.

No tienen macroconidas, salvo la cepa africana que las tiene abundantemente alargadas y
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enlongadas. No requiere de condiciones especiales de nutricién, es un agente comun de tineas
de piel, uitas y menos frecuente de pelo, ocacionalmente parasita animales. Es un hongo

antropofilico (30). Su frecuencia en Guatemata es del 73.6% (39).

3.3 Tratamientos Antimicrobianos

3.3.1 Infecciones causadas por bacterias gram positivo
En el manejo de las infecciones causadas per S. aureus localizadas, el principio bésico det

fratamiento es el drenaje adecuado.

La eritromicina y la novobiocing son eficaces en infecciones culdneas, dado que el
microorganismo desamolla resistencia al anlibidtico en 7-10 dias; se debe emplear otro
tratamienio si ésle se extiende por mas tiempo.

En caso de otro tipo de infecciéon mas severa se debe principiar con un antibidético penicilino-

resistente como la meticilina, oxacilina o cefalolina {28).

3.3.2 Infecciones causadas por bacterias gram negativo
Para el tratamienio de salmonelosis en caso de fiebre entérica o septicemia, 1a ampicilina o

el cloranfenicol son las drogas de eleccion, también puede utilizarse trimetoprim-sulfametoxazol.

En caso de gastroenteritis no complicada el uso de antibidtico sélo sirve para prolongar el
estado de portador, por lo gue no es recomendable‘(zs).

Debido a la naturaleza autolimitante de la shigelosis muchas personas no buscan
tratamiento, sin embargo el uso de antibitticos disminuye la severidad y mortalidad,
particularmente en nifios.

La ampicilina, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol han sido efeclivos para el
lratamiento, pero es necesaric realizar pruebas de susceptibilidad antibi6lica para mayor
seguridad (28),

Algunas cepas de P. aeruginosa han desarrollado resistencia a los antibidtices, por lo que

son muy peligrosas en infecciones nosocomiales.



En general las Pseudomonas son sensibles a los aminogiucésidos, entre los que podemos

mencionar la amikacina, gentamicina, carbenicilina y kanamicina (40).

3.3.3 Infecciones causadas por levaduras
E! tratamiento indicado para la infeccidn producida por tas diferentes especies de Candida

san los antibidticos poliénicos, los imidazoles y la 5-fluorocitocing (41),
Los antibidticos poliénicos tales como la nistalina y la anfotericina B son antifingicos

derivados de Streptemyces nodosus y actua aumentando la permeabilidad de la membrana

celular de los hongos, lo que provoca gue pierdan substancias vilales para su melabolismo {(41).

La nistatina es ulilizada 1dpicamenle para el tralamiento activo y profilaxis de candidosis
bucal, vaginal y cutdnea (32,41,42). El tralamiento se efectiGa en forma local porgue no se
absorbe cuando se ingiere por via oral (38).

La anfotericina B se prescribe en fas candidosis sistémicas (32,43-46). También puede
utilizarse una combinacidn de anfotericina B y rifampicina (47), o anfotericina 8 y 5-
fluorocitocina (44).

Los imidazoles como el clolrimazol, miconazo! y quetoconazof, son antimicéticos de amplio
espectro con accién anlifiingica y antibacteriana. Producen cambios metabdlicos y estruclurales
en las especies de Candida (43,46,48,49).

Tales substancias poseen dos ventajas principales sobre cualquier tralamiento preexistente,
son lo suficientemente inocuas como para preconizar su utilizacion intravenos;a, incluso en
pacientes gravemenle enfermos. El quetoconazol no solo comparte estas caracleristicas de
inocuedad sino que liene fa propiedad de ser el primer anlimicotico relativamente no toxico,
efeclivo por via oral (46).

El clotrimazol se prescribe en candidosis superficial (43,50). El miconazol en candidosis

superficial y sistémicas {50). El quetoconazol en candidosis sistémicas (46),
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3.3.4 Infecciones causadas por dermatofitos
2341 Antimicoticos naturales

2.3.4.1.1 Griseofulvina
Es un agente sistémico que se usa para tratar micosis superficiales que no responden a
tratamienlos tépicos.

Se obtiene del Penicilium griseofulvum, Penicilium nigricans y Penicilium raistrickii. Dicha

droga acilia a nive! de la pared celular, interfiere con la sintesis de acidos nucleicos (51).

3.3.4.2 Antimicoticos sintélicos
3.3.4.21 Fiuorocitocina

Es un antimicético oral que se puede utilizar sélo 0 en combinacion con anfotericina B. Su
accién se basa en la alteracion de la sintesis de proteinas en el ARN del hongo y en una sintesis
alterada de ADN fingico {51,52).
3.3.4.2.2 Imidazoles

Existen alrededor de 40 derivados de los imidazoles que han reportado una potente aclividad
no sélo contra dermatofitos y levaduras sing también sobre algunas bacterias,

Los mas conocidos y utitizados con clolrimazal (canesién), que se uliliza en preparaciones
topicas, e! miconazol y quetoconazol que se administran por via oral, para las micosis
sistémicas y los mas recienies derivados 1riazélicos.como el fluconazol y ! terconazol, que se
utiizan en candidosis vaginal y micosis sistémicas. £l itraconazol que se dliliza para el
lratamiento de dermatofitos dichos agentes actian inhibiendo la sintesis de esteroles fungicos

(51).

2.4 Actividad Antimicrobiana

3.4.1 Actividad antimicrobiana de extractos vegetales in vitro
En la literatura mescaméricana se mencionan diversas plantas utilizadas en el tratamiento de

infecciones respiratorias y gastrointestinales (23).
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Entre los agentes antibacterianos de origen vegetal, en el listade nacional de las plantas
medicinales en Guatemala, se mencionan 385 plantas utilizadas para el tralamiento de
afecciones gaslrointestinales.  Se han investigado 80 planlas de las cuales 33 reportaron
inhibicidn del crecimiento in vitrg de Tas entercbacierias ensayadas (53).

De las 203 plantas usadas popularmente para ef tratamicnlo de infeccionas respiratorias, se
estudiaron 67,de las cuales Gnicamente 16 demostraron tener aclividad inhibitoria de algunas de

tas bacterias ensayadas (53). Por ejemplo Tagetes lucida, Psidium quajava, Mangifera indica y

Plantago major presentaron inhibicién del crecimiento jn vitro de por lo menos tres

enterobaclerias que causan infecciones gastrointestinales.

Eucalyplus globolus, Lippia alba y Salvia officinalis inhibieron el crecimiento in vitro de S.

aureus y S. pyogenes dos micreorganismos causantes de infecciones respiratorias (53).

Extracios alcohdlicos de Smilax lundellii y Smilax regelii demosiraron tener amplia actividad

antibacteriana in viirp. Inhibiendo el crecimiento de baclerias Gram negativo como P,

aeruginosa, S. typhi, §. dysenteriag y S. flexneri. Bacterias Gram positive como S. aureus y S.

pvogenes (20,21,24).

Estudios efectuados con Smilax spinoss demuesiran gue la decocién de la raiz inhibe el
crecimiento in yitro de microcorganismos causales de infecciones de la piel y mucosas como fa
E. coli.

Caceres y col. estudiaron la aclividad de 68 planlas usadas en Guatemala para el
tratamienio de enfermedades respiralorias. Para dicho estudio se utilizaron las bacterias Gram

positivo S. aureus, S. ppeumoniae y S. pyogenes. Obteniendose los siguientes resultados de

inhikicidn del crecimiento: S. aureus {27.1%); S. pneumoniae {25%) y S. pvogenes (14%).

Las planias que mostraron mayor actividad contra las bacterias ensayadas fueron: Physalis

philadelphica, Eucalyptus globulus, Gnaphalium viscosum, Lippia alba, Lippia dulcis, Salvia

officinalis, Satureja brownei, Solanum nigrescens y Tagetes lucida {21).

MacRae y col. colectaron material de 34 especies de plantas Amazoénicas de la familia

Euphorbiaceae, l.os extractos obtenidos los enfrentaron contra las bacterias E. coli vy S. aureus,
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los resultados obtenidos demuestran la aclividad antibacleriana de los extracios, E. coli (6%) y

8. aureus (76%} (B)

Estudios de la actividad antibacleriana in vitro demuestran que la maceracion hidroaicohdlica

de Iz raiz de Smilax lundellii posec antividad contra P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi, S.

dysenteriae, S. flexnen y S. pyogenes {54}, pero no tiene actividad contra V. cholera (55).

Estudios preliminares indican que [a decoccion del rizoma de Smifax {fundegllii posee cierta
actividad inmunomoduladora en ralones, medida por un aumento en la poblacion de linfocitos y

en los titulos de anticuerpos séricos (56).

3.4.2 Actividad antifungica vegetal in vitro
En la literatura meseaméricana se mencicpan diversas plantas usadas popularmente como

antifdngico, Arigcarpus attilis, Cryptostinia landiflora, Arpemone mexicana y Anacardium

accidentale (23).
Martinez hace mencién de varias plantas utilizadas en México como antimicotico, entre las

cuates menciona Brassica alba, Persea gratissima y Raphanus sativus (57). De fa Rosa

describe a Pglargonivm inguinans (58), Diaz menciona a Aremisa mexicana (59). Carvajal

menciona a Solanup dulcamara para el fratamienio de enfermedades secas de la piel (60).

En Guatemala se han realizado algunos estudios de plantas medicinaies, utilizadas para el
tratamiento de infecciones producidas por dermatofitos y levaduras. El exiracto alcohdlico de |a
raiz de Smilax lundellii demostro tener aclividad antimicética, inhibiendo el crecimiento de C.
albicans (22,53).

Asi mismo estudios de Smilax spinosa demostraron que la preparacién acuosa de la rajz
inhibe el crecimiento jp vitro de M. canis (25). Ctros estudios con Byrsonima crassifolia y

Malpighia gfabra demuestran tener actividad inhibitoria contra dermalofitos como E. floccosum,

M. canis, T. rubrum, M. gypseum, T. mentagrophytes variedad algodonosa y T. mentagrophytes
variedad granulare (61)

Investigaciones de la actividad antimicotica j

vitro demuestran que la decoccién y el
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extracto metandlico de rizomas de Smilax jundellii lienen actividad conlra C. albicans, C. krusei,

C. parapsilosis y C. stellatoidea, con una CIM de 1-2mg (55,62).

La decoccion del rizoma de Smilax regelii tiene actividad contra C. albicans, E. Hoccosum,

M. canis, T. meniagrophytes y T. rubrum, con una CIM de 900 mg y actividad fungicida. La

decoccién del rizoma de Smilax spinosa tiene aclividad contra M. canis (63}

Estudios clinicos efectuados en el tratamiento de 50 pacientes con vaginilis por €. albicans,
demuestran que los dvulos vaginales a base de maceracion hidroalcohdlica del rizoma de
Smilax lundellii, se comporta en forma similar al farmaco de refarencia Nyslatina (64).

En otro ensayo se probd el tratamiento con una crema a base de la maceracion

hidroalcohdlica de Smilax lundellii, tomaron parle en dicho estudio 76 trabajadores de dos

industrias de alimenlos que presentaban pie de alleta clinicamentie, en todos los cases se
confirmé vna infeccion dermatofitica por KOH y cullivo. Se demaostrd una mejoria similar al
farmaco de referencia Tolnaftato, después de 15 dias de {ratamiento, aunque no se demostrd

negativizacidn al exadmen con KOH o cullivo (65).
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4. JUSTIFICACIONES

£n nuestro  pais las enfermedades respiralorias y gastrointestinales son las principales
causas de morbilidad y mortatidad. Ademas, las infecciones de [a piel son frecuentes en nuestro
medio.

Los tratamientos para estas enfermedades en |a actualidad resultan de dificil acceso para la
mayoria de la poblacidn, debido a su elevado coslo, asi como los efeclos iatrogénicos que en
ocaciones provocan,

Comao alternativa ienemos la medicina natural, la cual representa una via por medio de la
cual un elevade numero de la poblacién podria lomar su tratamiento a un costo menor.

Con el estudio de las plantas medicinaies con propiedades antimicrobianas, se demueslira
cientificamente lo que se ha venido wlilizando por aitos como parte de nuestra herencia cultural.
En estudios previos in vitro se demostréd la actividad antimicrobiana de extractos de raiz y
rizoma de diferentes especies del género Smilax. En el presente estudio se investigs los
extraclcs de olros drganos de la planta, para determinar si poseen antividad antimicrobiana. La
obtencién de fos resultados esperados, {endrd un profunde efecto en la ecologia, por cuanto no
serd necesario destruir completamente la planta para obtener su producto medicinal; sino que
unicamente sera necesario cortar hojas y tallo.

Ademas, abriria las puertas para su use comercial, ya que actualmente las plantas utilizadas
en estos procesos son de crecimiento silvesire, las que han necesitadoe entre 25 y 30 afios para

su desarroilo.

20



5. OBJETIVOS

5.1 Objelivo General

Demaostrar la aclividad antimicrobiana in vilro de planias medicinales de uso popular en
Guatemala.

5.2 Objetivos Especificos

521 Comprobar la aclividad antimicrobiana de extractos de rizoma y raiz de diferentes
especies del género Smilax.

5.2.2 Demostrar la actividad antimicrobiana de extractos de hojas y 1allo de Smilax lundellii,

Smilax regelii y Smilax spinosa.

5.2.3 Determinar que ¢rganc de la planta del género Smilax, posee mayor actividad

antimicrobiana.
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6. HIPOTESIS

Tanto los extractos las parles aéreas (hojas y tallo), asi como los rizomas y raices de las

diferentes especies del género Smilax, poseen aclividad antimicrabiana.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo
El universo de trabsjo estuvo constituidoe por microorganismos patégenes al ser humano:

bacterias Gram positivo, bacterias Gram negativo, Candida albicans y dermatofitos.

Plantas del género Smilax que en esludios anteriores han demostrado antividad

antimicrobiana.

7.2 Muestras
Extractos de cuairo 6rganos de Smilax lundelli, Smilax regelii y Smilax spinosa (raiz,

rizoma, 1allo y hojas).

Cuatro especies de dermatofitos y un hongo levaduriforme, que frecuenlemente causan

enfermedad al hombre, en Guatemala: A. flavus, E. floccosum. M. gypseu, T. rubrum y C.

albicans.
Tres especies de bacterias Gram negativo: P. aeruginosa, S. typhi v S. flexner.

Una especie de bacteria Gram positivo: S. aureus.

7.2 Recursos

7.3.1 Humanos
7.3.1.1 Luis Alfonso Pineda, aulor del presente estudio

7.3.1.2 Lic. Armandoe Caceres, asesor del estudio
7.3.1.3 Ing. Irina Johler, colaboradora

7.3.1.4 Laboratorio y Drogueria de Productos Fitoterapeiticos, FARMAYA

7.3.2 Institucionaies
7.3.2.1 Biblioteca del! Cenlro de Estudios Mesoaméricancs de Tecnologia Apropiada CEMAT

7.3.2.2 Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de |la Universidad de San

Carlos de Guatemala
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7.3.2.3 Biblioteca del Instiluto de Mutricion de Centro América y Panama, INCAP

713.2.4 Herbario de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala

7.33 Materiales
Maleria vegatal

Etanol al 50%

Balanza analitica

Cajas de pelri

Medio Mueller Hinton
Medio Tripticasa soya
Medio de Saboraud
Hisopoes estériles

Papel filtro VWhatman No.1
Incubadora para 27 °C
Incubadora para 35 °C
Campana de flujc laminar
Pipetas calibradas
Jeringas

Corchos

Removedores

Manguera de suero

Frascos de color ambar de 20 mil.

Autoclave
Tubos de hemolisis
Aza calibrada

Espectrofotémetro
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7.4 Procedimiento
7.4.1 Se revisé literalura sobre las plantas seleccionadas para el prescnte estudio.

742 Se recolectd , identifict y elabord el herbario en Farmaya con las plantas seleccionadas.
7.4.3 Se secO y pulverizé las parles de las plantas a utulizar.
7.4.4 La extraccion del principio activo de las partes aéreas y terrestres de las diferentes

especies del género Smilax: se realizé por el mélodo descrito por Milscher gt al (66), para el

tamizaje de actividad antimicrobiana de extractos vegetales. Las concentraciones utilizadas
fueron de 10mg/ml para bacterias y 15mg/ml para dermatofitos.

Se pesardn 10 gramos del pulverizado de cada drgano, a los cuales se agregaron 9% ml. de
una solucién hidroalcohdlica de etanol al 50%, dicha solucién se agregd en tres elapas, la
primera de 40 ml., la segunda de 30 ml. y la tercera de 20 ml. Entre cada adicion de la solucion

se dejd reposar 24 horas y luego se efectud la extraccion. La misma se filtré por gravedad con

papel Whatman No. 1.

7.4.5 Preparacion del indculo de bacterias y levaduras

Se purificd el microorganismo a ensayar e inoculé en un tubo cen agar {ripticasa soya, incubd
a 35 °C en el caso de las bacterias por 24 horas, en el cgso de de las levaduras se incubd 48
horas. Luego se inoculd un erlenmeyer de 25 ml. ‘conteniendo 10 ml. de caldo triplicasa soya
con una asada del cultive microbiano, se incubd a 35 °C duranie 24 horas. En el caso de las
bacterias se diluyd 100 microlitros de esta suspension en 10 ml. de solucidn salina estéril, y para
las levaduras se diluyd 1 ml. de Ia suspensién en 10 ml. de solucién salina estéril.
7.4.5.1 Preparacion de cajas con agar-exlracto para bacterias y levaduras

Se puso 9 ml. de agar Mueller Hinlon y 1 ml. de extraclo. Se agilé suavemenle paré
homogenizar el medio, se dejé solidificar e incubd a 35 °C durante 24 horas, luego se verifico

que no hubiera crecimiento, se almacend en refrigeracién hasta el momento de su anélisis.
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7.4 52 Demostracion de la actividad
Se verificd que las cajas conteniendn el extracto esluvieran libres de cualguier

contaminacién. Se inoculd una asada de cada uno de los microorganismos, siguienda un patrén
radial de ocho parles iguales con una zona clara en el centro de la caja (anexo 2}.

Se dejo reposar 5-10 minutos e incubd a 35 °C durante 24 horas.
7.4.6 Preparacion del indculo de dermalafitos

Se obtuvo cultivos puros en agar Saboraud de los dematofitos a ensayar para preparar
suspensiones de esporas. A los tubos con ef cultive del hongo se agregd agua deslilada estéril
con 0.05 por ciento de Tween 80, para reducir la tensidn superficial de jas esporas. Cada tubo se
agitd por dos minutos y se ajusté la transmitancia de la suspension hasta alcanzar un 80% a
530 nandmetros.

Cuando fue necesaria se agregd agua deslilada para diluir la suspensidn. La densidad de la
suspensién dehe ser aproximadamente 10 células/mililitro. Como blanco se usd agua destilada

con Tween B0 que se agilé en un tubo con agar Saboraud sin cultivo.

7.4 6.1 Preparacidon del agar-extracto para dermatofitos
En tubos de ensayo conteniendo 13.5 ml. del medio Saboraud esteril, aproximadamente a 50

°C, estando ann tiquido, se agregd 1.5 ml. del extract_o del drgano de fa planta a ensayar {dilugidn
1:10). Se homogenizod y se virtio sobre cajas de pelri estériles, se dejé solidificar por una hora.
Se incubé a 35 °C duranle 24 horas, se verificd que no existiera contaminacion, luego se
refrigerd por 10 menos cuatro horas. Pastericrmente se hicieron 4 agujeros equidistanies en el
agar de cada caja, con 1a boca de un tubo de hemdélisis de 10 milimelros de diametro (anexo 3).

Las cajas se guardaron en refrigeracién hasta el momento de la prueba,

7.4.6.2 Demostracidn de la actividad
Con una pipeta estéril se transfirieron 30 microlitros de la suspension de esporas a cada uno

de los agujeros perforados en el agar ¢on el extracto del drgano de la planta, se obtuvierdn
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cuatro repeticiones de cada reto, |as cajas se incubaron por 14 dias a 27 "C,

Se uliliz6 como control negativo: cajas conteniengo agar Saboraud sin el extracto de la

planta, incculadas coma en el procedimiento anterior.

7.4.7 Concentracion [nhibitoria Minima
7.4.7.1 Preparacion de los indcutos

Se preprararon tal coma se describe en 645y 6.4.6
7.4.7.2 Preparacién de las cajas con agar-extracto

Para bacterias y levaduras se utilizaron cuatro cajas con diferentes vollimenes de exiracto de
cada érgano de la planta y de agar para abtener las concentraciones siguientes: 1:10, 8 ml. de
agar + 1ml de exiracto; 1:20, 9.5 ml. de agar+ 0.5 ml. de extracto; 1:40, 9.75 ml_de agar + 0.25
ml. de extracto; 1:80, 9.875 ml. de agar + 0.125 ml. de extracto o hasta donde fuese necesario.
Las cajas se incubaron a 35°C por 24 horas, luego se verificd que no hubiera crecimiento y
almacené en refrigeracién hasta el momenio de su andélisis.

Para tos dermalofilos se utilizaron diferentes volimenes de agar y extraclo, para cblenerlas
siguientes concentraciones: 1:10, 13.5 ml. de agar + 1.5 ml. de extracto, 1:15, 14 ml. de agar +
1 mi de extracte; 1:30, 14.5 ml. de agar + 0.5 m!. de extracte; 1:680, 14.75 ml. de agar + 0.25 ml.
de extracto. Se dejd solidificar y posteriormente se perforaron cuatro agujeros equidistantes,
con un tubo de hemdlisis de 10 milimetros de diametro. Las cajas se incubaron a 35 °C por 24
horas, se wverificd que no hubiera crecimiento y finalmente se almacenaron en refrigeracion

hasta el momenlto de la prueba.

7.5 Disedio Experimental
El disefio experimental empleado fué en bloques completamente al azar, en el que los

blogues los constituyeron los micromrganismos y los fratamientos los extractos de los diferentes

organos de |2 planta a estudiar, para ello se efectuaron cualro repeticiones.
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Prueba Binomial
Variable respuesta: Crecimiento (no inhibicién) o no crecimiento {inhibicion)
p= probabilidad de éxito (inhibicion})= 0.5
g= prebatilidad de fracase {no inhibicién} = 0.5
q=1-p
Para "n” ensayos:
Ho: p= 0.5 (No existe efecto inhibitorio)
Ha: p>~ 0.5 (Si existe efecto inhibilorio)
o = Probabilidad de concluir que el resultade de "n” ensayos es positivo cuando no o es
{rechazo de la Ho cuando es verdaclelra)
o= 0.1
Si p< Rechazo de Ha
Si cuatro ensayos son + p=0.063
Si son tres + y uno - Hacer tres repeticiones mas, esperando que el negalivo se mantenga
(anexo 4)
Para la demostracién de la actividad de los dermatofitos se utilizd como criterio para
clasificar la respuesta:
Exito= {didmetro de crecimiento menor del 25% respecto al control)
Fracaso= {didmetro de crecimiento mayoar del 25% respeclo al control}
Para la CIM se efectuara e! anélisis de las diluciones ensayadas, de igual forma que para la

demostracidn de la actividad de {os dermatofitos.
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8. RESULTADOS

En este esludio se seleccionaron varias partes de las plantas del género Smilax, dos de
las cuales en estudios anteriores (raiz,rizoma) ya se habia demostrado su actividad
antimicrehiana.

El proposite fue el de determinar la posible actividad antibacteriana, antilevadura y
antifiingica in vitra de extractos de raiz, rizoma, tallo y hojas; contra cepas de bacterias Gram

positivo, Gram negativo, Candida albicans y dermatofitos.

Los extractos que presentaron actividad contra bacterias Gramn positivo fueron: raiz de S
reqellii., y la mayor aclividad contra estas baclerias la presentd el rizoma de S.lundellii (anexo
5).

Los extractos que presentaren aclividad conlra bacterias Gram negalive fueron: el rizoma
de S. lundellii que demostré aclividad contra todas las baclerias en estudio, mientras que el
extracto de raiz de S. spinosa demosiré actividad (nicamente contra la P. ggggi_ng {anexo 5).

Contra la Candida albicans unicamente e! extracto de rizoma de S. lundellii demostré

tener actividad (anexo 5).

De los extraclos que presentaron actividad antifiingica in vilre Unicamente la raiz de S.
regeliii demostro tener actiividad conira lodos los dermatofitos ensayados.

El extraclo de raiz y rizoma de S. lundellii pre#entamn actividad conra tres dermalofitos,
y el extraclo de raiz S. spinosa presentd actividad contra dos dermatofilos {anexo B),

El extracto de tallo presentd cierla aclividad antimicrobiana, mieniras que ias hojas no
demostraron actividad {(anexo 5, 8).
Los resultados obtenidos de tas CIM para baclerias, levaduras y dermatofilos se presentan en
las anexos 7 y 8 respectivamente: donde se puede apreciar cuales son los exiracios de los

érganos de la planta, que presentan mmayor actividad antimicrobiana.

29



9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resullados obtenidos en el tamizaje confirman los hallazgos anleriores, que ia raiz y
rizoma de las diferentes especies del génerc Smilax, son las partes de la planta que poseen
mayor actividad antimicrobiana, mientras que el tallc y las hojas poseen poca o ninguna
actividad contra bacterias, levaduras y dermatofitos (anexos 3, 6).

La bacteria mas susceplible a los diferentes exiractos fue el S. aureus (62,5%} y la menos
susceptible la S. typhi (12.5%}.

Los dermatofitos mas susceptibles a los diferentes extractos fueron T. rubrym (62.5%) y E.
floccosum (62 .5%), mientras que e A. flavus fué el menos susceptible (25%}).

De acuerdo a los datos de los anexos 5 y 6, se puede eslablecer que en los resultados
marcados con (*}, P es menar que ¢l valor o = 0.10, por lo que se rechaza la hipotesis nula, que
indica que los exlraclos a esa concentracidn no tienep efeclo antimicrobiano.

Se demostrd que los extractos de taflo y hojas no presentan actividad anlimicrobiana
significaliva, a excepcion del 1allo de . regellii, que demostrd tener actividad antifdngica a una
concentracidn de 15mg/mi.

Es importante hacer mencion, de las propiedades que presentan las plantas de! género
Smilax, segun los uscs dados popularmente; entre estas propiedades lenemos: diuréticas,
diaforeticas, depurativas de |a sangre, utilizada para combatir la sifilis, herpes, lepra, acné
nervioso, urticara, Glceras de la boca, asi como por su accién antiséptica y antipruriginosa, esla
dltima de uso especlfico en los casos de psoriasis. También se le conoce por.su actividad
antiinflamataria, por lo que se usa como un buen coadyuvante en ef tratamiento del reumatismo,
arlrilis, gola y en dosis elevadas deslri_lye {os calculos renales.

Como se puede apreciar existe un namere bastante grande de propiedades que aun faitan de
demostrar cientificamente, respeclto a las plantas del género Smilax. Ademas es de suma
importancia prosequir con la investigacion de nuevas propiedades de los extractos de los
diferentes érganos de la planta, especialmente de las partes aéreas; ya que de esla forma
estariamos contribuyendo a evitar la destruccién total de la planta, al conocer los beneficios que
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pueden ofrecer; 1allo, hoias y frulos.

Por otro lado es conveniente realizar esludios fitoquimicos para determinar los principios
activos, ya que si bien se asume que su actividad bioclogica depende de los sapondsides, falla
demostrar que en las tres especies, son estas los principios actives,

La metodofogia utilizada tanto para el tamizaje como para la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM), fue 1a descrita por Mitscher y colaboraderes (66). Esta metodologia se basa en
diluir el extracto sujeto a ensayo en agar nutritivo y 1a inoculacion de los microorganismos a
enfrentar en el mismo.

Se utilizé6 e' método descrito, ya que permite una evaluacién sencilla de la actividad
antimicrobiana del compuesio adicionado al agar, determinando el crecimiento del
microorganismo como (Mo Inhibicidn); o el no crecimiento como {Inhibicidn).

Otras ventajas que presenia el mélodo por ditucién son: que el procedimiento de preparacion
del ensayo, es mas sencillo, por lo gue representa una probabitidad menor de sufrir
contaminacion. Los resullados obtenidos no son paramelricos, lo que implica un anélisis

esladistico facil y confiable.
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10.

101

102

10.3

10.4

10.5

108

CONCLUSIONES

La mayoer actividad antimicrobiana de las plantas del género Smilax, se encuenlra en los
extractos obtenidos de raiz y rizoma.

Los extractos del talle y hojas demostraron no tener actividad antimicrobiana
significativa, por lo que ne se justifica su uso.

La bacteria mdas susceglible a los diferentes extractos fue el 3. aureus (62.5%) y la

menos susceptible 1a S. typhi (12.5%;).

Candida albicans Tue susceptible (nicamente al extracto del rizoma de la planta.

Ei dermatofito més susceplible a los diferentes extractos fue el T. rubrum (62.5%) y el
menos susceptible el A. flavus (25%).

El método descrilo por Mitscher y colaboradores, para tamizaje y CIM, basado en el
crecimiente o la inhibicidon del crecimiento, es precise para evaluar la aclividad

anlimicrobiana de extraclos vegetales.
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11.

11.4

1.5

RECOMENDACIONES

Realizar estudios farmacolégicos in vilro e in vivo, toxicoldgicos y clinicos que

proporcionen mas bases cienlificas para la ulilizacion industrial de los 6rganos de las
plantas que presenten actividad antimicrobiana.

Determinar {a eficacia de los extraclos aplicados en forma tdpica, para el tratamiento
contra dermatofilos, utilizando como pruebas KOH y cultivo seriados.

Seguir investigando las plantas que son ulilizadas comunmente para el tratamiento de
las diferentes entidades patoldgicas que afectan a la poblacion de nuestro pais.
Cemostrar el espectro de inhibicion aplimicrobiano de los extractos de planias del
género Smilax, frenle a otras bacterias, ievaduras y dermalofitos.

Realizar estudios fitoquimicos para determinar los principios activos responsables de la

bioactividad.
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13.

ANEXOS

Anexo No 1.
Caracteristicas quimicas de los compuestos con aclividad bioldaica o Parillina:

Tipo de antibidtico = 73230-3346, segun Bérdy et al (1 2).
Tipo Quimico= Saponina neutra

Formula = C51 H84022. Peso molécular = 1,000
Caracteristicas = crislales blancos

Rolacidn optica = (-54, EtCH-agua)

Actividad = anti Candida albicans (CIM, 16 mg), anti-Trichoghyton (CIM, 4 mg)

DL50 = 10 mglkg por via intraperiloneal; 30 mglkg por via oral. -9 Sarsapogenina (255)-
espirosian-3B8-01, (13).

Tipo Quimico = saponina esteroidal

Formula = C27H4403. Peso molécular = 416

Caracteristicas fisicas = agujas prismaticas grandes obtenidas con acelona
Caracteristicas organolépticas = amarga, acrida

Punto de fusidn = 199.0 - 1§8.5"C

Soluble en: glcohol, acetona, bencene, CaCl4, precipita al afiadir digitonina.
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Anexo No. 2

Patron Radial para inoculacion de baclerias y levaduras

1
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Anexo No. 3

Patrén para inoculacién de dermatofitos
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Anexo Mo, 4

Prueba Binomiat
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Anexo No. &

Palron de Inhibicidn Antibacteriane de Plantas del Género Smilax

10 mg JEmg 5
ma
e fOgano A B C D E A z] < ] E A 4] o al E
1| Hojas A -
2| 1allo caua . R
3| Raiz MR R
4| Hojas LR R
5| Raiz I N I
AlRiroma |[*+++ 4"+ s 4"t s|"dasaf"asrac[*absd ) rrbs|__._ R IS N IR I L B N A S N R R R
T|Hojas —.-- ERERd
LT thasafta e[l -
{Conhinl
+ = Inhibicién
- = No inhibicién
A =38 aureus Extracto 1,2,3 : Smilax regellii
B = P. geruginosa Extracto 4,5,6 : Smilax undellii
< = C. albicans Extracto 7,8 : Smilax spinosa
D= 8. typhi Extracio 9 : Controd
E=8. flexneri ‘

* Significativo para o =0.10
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Patrdn de Inhibicion Anlifungico de plantas del Género Smilax

Anexo Na, 6

13 mg 10 g 5 mg.
Ext. | Qrgane A B c 8] A B c (o] A B C o
1 | Hojas LR e .- _--- ---- R e - . --- .e .
2 | Talla RN R e B ORI B Sl A --- [ . e - R B ]
3 Raiz ["+++ 41"+ +4+ 4] "+ 444+ | "+ 4+ 44 R e P - [ P oo .
4 § Hojas ---- ---- - e cmna -- -—— . - .. ER -
5 Raiz j"++++[*"+ v 4+ -.n. 44+ _— [ [ A - RS B s
G |Rirama| '+ + + 4 [  + b2+ .--- B R R R e R .- - [ . - -
7 | Hojas .- ---- e -- - -- - -- ---- - ---- -
B Raiz R R R - R .- - . eam I - .- R R
9 |Controlj - --- e - - - R e e - .- N

+ = Inhibicidn 25% de crecimiento reapecto al controf
- = No inhibicién 25% de crecimiento respecto al control

aypseum
rubrum
flavus

fioccosum

A=M.
B =1
C=A
D=E.

* Significativo para o = 0.10

Exiraclo 1,23
Extracto 4 56 :

Exiracto 7.8

Extracto

A

Smilax regellii
Smilax {undellii

: Smilax spinosa

. Control




Anexo No. 7

Concentracion Inhibitoria minima para Bacterias y Levaduras o)

Ext. JOrgano [S.auseus 1P, acruginosa|C. albicans 3. typhi S. flexner
1]Hojas > 10 >10 > 10 > 10 > 10
2iTallo > 10 > 10 > 10 > 10 > 10
JiRaiz 10 >10 > 10 > 10 > 10
4|Hojas i0 > 10 > 10 > 10 > 10
5|Raiz 10 >10 > 10 > 10 > 10
6|Rizoma 5 5 10 7.5 5
7|Hojas > 10 > 10 > 10 > 10 > 10
3iRaiz 10 10 > 10 > 10 > 10
SiControl >10 > 10 > 10 > 10 > 10
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Anexo Mo, 8

Concentracion Inhibitaria Minima para Dermatolilos (mg)

Exl.JOrgano [M. gypseum ¢T. rubrum jA. Havus |E. floccosum
1|Hojas >15 »15 > 15 > 15
2|Tallo >15 15 15 15
3|Raiz 15 15 10 R
4tHojas > 15 >15 >15 > 15
5|Raiz 15 15 > 15 15
&|Rizoma 10 10 > 15 15
7{Hojas > 15 >15 > 15 > 15
BiRaiz > 15 15 =15 > 15
a[{Control > 15 > 15 >15 > 15
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