UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-Nelsseria gonorrkoeas
DE EXTRACTOS VEGETALES POR UN METODO DE DILGCION EN AGAR

INFORME FINAL DE TESIS

PRESENTADOQO POR

Dora Carolina De Matta Rodriguez

Para optar al titulo de
Quimico Bidlogo

Guatemala, Marzo del 2000




e
1D

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

DECANA |
SECRETARIO
VOCALI
VOCAL II
VOCAL HI

VOCAL IV

VOCAL Y

JUNTA DIRECTIVA

FACULTAD DE CC.QQ.Y FARMACIA

LICDA. HADA MARIETA ALVARADO BETETA
LIC. OSCAR FEDERICO NAVE HERRERA

DR. OSCAR MANUEL COBAR PINTO

DR. RUBEN DARIEL VELASQUEZ MIRANDA
LIC. RODRIGO HERRERA SAN JOSE

BR. DAVID ESTUARDO DELGADO GONZALEZ

BR. ESTUARDO SOLORZANO LEMUS




A DIOS

A MIS PADRES

A MIESPOSO

A MIS HIJOS

A MIS HERMANOS

A MI AMIGA

ACTO QUE DEDICO A

Fuente inagotable de sabiduria. Mirefugioy
fortaleza en todo momento.

Florencio De Matta

Maria Luisa de De Matta

Por su ejemplo, amor y respaldo en todos los
momentos de mi vida.

Roni Alfredo Donis
Por su valioso apoyo, amor y comprensién.

Evelin, Alfredo, Luis y Sara
Con amor.

Irene, Juan Carlos y Herman
Por su incondicional apoyo.

Ana Liz con carifio.




AGRADECIMIENTOS

Al Lic. Armando Cadceres por su asesoria y apoyo brindade durante Ia
efaboracion de esta tesis.

Al Dr. Erwim Solérzano cuya valiosa colaboracion hizo posible el presente
trabajo.

Al Lic. Gustavo Gmi, Licda. Eli Ocafia, Licda. Denya Guarén, Lic. Anibal
Ventura, Licda. Claudia Morales por su colaboracién y ayuda en el desarrollo
de la parte experimental de Ia tesis.

Al Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos —-FARMAYA- por permitirme
el uso del equipo e instalaciones para el desarrollo de la parte experimental.

Al Hospital General de Enfermedad Comun del Instituto Guatemalteco de
Seguridad Social y al personal que labora en Microbiologia por permitirme
trabajar en sus instalaciones.

A mis compafieras de trabajo, Virginia de Quifiones y Maria Concepcibn
Solares, por su gran ayuda y apoye.

A todas las personas que coelaboraron en la realizacion de esta tesis.




4]

INDICE
Resumen
Introduccion
Antecedentes
Justificaciones
Objetivos
Hipotesis
Materiales y métodos
Resultados
Discusién de resultados
Conclusiones
Recomendaciones
Referencias |

Anexos

24

25

30

34

37

38

39

43




1 RESUMEN

La gonorrea es el prototipo de las enfermedades de transmisién sexual (ETS),
causeda por ia bacteria Neisseria gonorrhoeae, estd ampliamente distribuida en el mundo vy
se le reconocid desde tiempos bfblicos. Ha sido estudiada con mayor atencién en los
altimos 30 aflos en relacién con sus aspectos clinicos, epidemiolégicos, de diagnéstico, de
terapéutica etc. Los expertos en epidemiologia consideran que aunque el nlimero de casos
reportados de gonorrea ha disminuido principalmente en paises industrializados, su
incidencia real ha sido subestimada ya que principalmente en paises en conflicto las ETS
han aumentado aceleradamente. Este cambio se debe a razones sociales y econémicas, ya
que ha habido vra continna disminucién del ingreso que se refleja en desempleo,
prostitucién y drogadiccién; teniendo estos factores efectos muy negativos en las
enfermedades “sociales” como la tuberculosis, los trastornos psiquidtricos y las ETS. Estas
Gltimas enfermedades en partlcular tienen consecuencias graves para la salud reproductiva

_y de los neonatos.

Desde 1a década de los afios 70 se ha observado un aumento en la resistencia
antimicrobiana de N, gonorrhoeae por lo que se ha descontinuado el uso de penicilina en
su tratamiento, contando en su lugar con una amplia variedad de opciones terapéuticas que
incluyen: Ceftriaxona, cefixime, ciprofloxacina, norfloxacina, y espectinomicina

Sin embargo, la medicina popular no ha dejado nunca de recurrir a las plantas
medicinales y se ha esforzado en conservar viva una tradicién terapéutica conocida desde la
prehistoria. La Organizacién Mundial de la Salud, a finales de los afios 70, recomend6 a los
paises en vias de desarrollo la integracién de estas medicinas en los programas de salud,
estableciendo recomendaciones para la evaluacién de su eficacia Esto entrafia una gran
dificuitad ya que se calcula en mds de 20,000 las especies vegetales que se utilizan en el
mundo con estos fines. Por todo lo anterior, ha sido muy importante fijar los linderos entre
lo que es simple creenciay lo que es 1til y eficaz, apoyandose en estudios cientificos que se
llevan a cabo actualmente a través de una red de colaboraciones.

La informacién escrita internacional incluye 101 plantas usadas para ¢l tratamiento
de gonorrea y en estudios nacionales se ha evaluado la actividad antigonorrea ir vitro de
extractos etan6licos de 44 plantas por el método de difusién de disco en agar,
enfrentindolos contra varias cepss de N gonorrhoeae. Solamente 10 han mostrado
actividad antigonorrea, siendo la mas interesante Bixa orellana, por lo que se incluy6 en el
presente trabajo con las variantes de utilizar extractos hexdnico, cloroférmico, metanélico,
acuoso y por el método de dilucién en agar.

Este método de dilucién en agar demostré ser confiable, reproducible y
perfectamente adaptable a nuestras necesidades ya que algunos extractos tenfan
consistencia de miel lo que hizo mds conveniente diluirlos en el medio de cultivo y no
impregnartos en discos de papel. Para el sn#lisis estadistico de resultados se utilizé un
andlisis binomial consistiendo en observar iphibicién o no inhibicién del crecimiento de N.
gonorrhoeae por el extracto utilizado.




De las plantas pendientes de demostrar su actividad anti-N. gonorrhoeae in vitro, se
incluyd en este trabajo los extractos etandlicos de Acalypha guatemalensis, Cassia alata,
Crescentia cujete, Gouania lupuloides, Quassia amara y extractos fraccionados de
Stachytarpheta cayennensis. Su eleccién fue en base a su amplio uso popular para
enfermedades de transmisién sexual, principalmente en Guatemala aunque son utilizadas en
toda Mesoamérica que incluye e! Sur de México, toda Centroamérica v el Canbe. Asi
mismo, se tomod en cuenta su abundancia en el pais y posibilidad de obtencién en la época
del afio en que se realizé este estudio.

El trabajo se dividié en dos etapas, la primera fue una fase de tamizaje para
demostrar la actividad anti-N. gonorrioeqe de estas 7 plantas en total. De las cuales
snicamente B. orellana y S. cayennensis demostraron tener actividad contra tres cepas de
N gonorrhoeae de diferentes sensibilidades, confirmdndose asi la hipébtesis planteada y
logréndose otro de los objetivos que era validar cientificamente la actividad antigonorrea de
las plantas que efectivamente la tuvieran. La segunda etapa consistié en establecer la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para cada extracto que mostré actividad.

Se confirmé la actividad anti-M gonorrhoeae de B. orellara para los exiractos
obtenidos con hexano, cloroformo y metanol y la CIM obtenida fue de 0.25, 0.5 y 1.0
mg/ml respectivamente.

Los extractos obtenidos con hexano, cloroformo y metanol de S cayennersis
desmostraron actividad anti-N, ganorriioeae v la CIM obtenida fie de 0.7, 0.8 y 1.0 mg/ml

respectivamente.

Las cinco plantas restantes no presentaron mnguna actividad anti-N, gonorrhoeae.
Se alcanzaron asf tos objetivos especificos de este estudio.




¥  INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién sexual (ETS), constituyen el grupo més frecuente
de enfermedades infecciosas y de declaracién obligatoria. Se presentan principaimente en
personas sexualmente actives y tiene una magnitud a nivel mundial. Anuslmente se
producen unos 250 millones de casos de ETS (685,000 infectados diarios) en ¢l mundo (1).
En la actualidad se conocen méds de veinte microorganismos patégenos que se transmiten
por contacto sexual y que incluyen agentes bacterianos, virales, protozoarios, hongos y
ectopardsitos (2).

La gonorrea es el prototipo de las ETS; asimismo es una de las infecciones que ha
sido estudiada con mayor atencién en los dltimos 30 afios en relacién con sus aspectos
clinicos, epidemiologicos, de diagnéstico, de terapéutica y desde diversos dngulos de la
relacién hospedero-parasito (3).

Aungue la incidencia reportada de gonorrea ha disminuido desde mediados de 1970
en algunos de los paises industrializados, la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae
ha aumentado en el mismo periodo (4). Todo esto estd sucediendo en un momento en que
los recursos disponibles para la salud piiblica estén aminorindose en los paises ricos y
también en los pobres (5).

En la poblacién guatemalteca sucede que muchas personas al verse afectadas por este
tipo de infeccién, en lugar de buscar asistencia médica y diagnosticarse correctamente,
hacen consultas informales a boticarios, amigos o buscan remedios caseros, resultando todo
esto en tratamientos inadecuados o incompletos, surgiendo asi cepas resistentes. Por lo que
probar cientificamente el verdadero poder termpéutico de los “remedios caseros” es un
factor justificativo en la bisqueda de altermativas terapéuticas. Actualmente se ve con
renovado interés a las plantas medicinales, hay una vuslta a los medicamentos a base de
principios vegetales, este redescubrimiento del mundo vegetal resulta mas importante por el
hecho que, a través de largas y cuidadosas investigaciones, se ha llegado a un mejor
conocimiento de los principios activos contenidos en tas plantas v de su mecanismo de
accidn (6).

En Mesoamérica en general, se utilizan empiricamente 101 plantas medicinales para
. el tratamiento de la gonorrea (7), por lo que es importante y necesario continuar las
investigaciones pendientes y asf lograr validar con bases cientificas el uso de la totalidad de
las plantas medicinales como agentes antibacterianos. Con esta alternativa terapéutica se
disminuird la dependencia de la utilizacién de productos importados con el consecuente
beneficio para toda la poblacién ya que los palses se convertirian en productores de sus
propios medicamentos, adecuindolos a sus necesidades de salud, recursos y tecnologfa (6,
7, 8).




El presente estudio pretende demostrar in vitro la actividad anti-N. gonorrhoeae de 7
plantas utilizadas popularmente en Guatemala como tratamiento contra gonorrea por el
método de dilucién en agar.

3 ANTECEDENTES
1.  Meisseria gonorrhoeae
1.1 Historia

Gonorrea es la unica infeccién cuya presencia ha sido documentada desde los
primeros registros de la historia. La gonorrea fue descrita por los antiguos egipcios y
hebreos. Hipécrates mencioné una descarga uretral y leucorrea en algunas enfermedades
genitales. En 1554 Fernel describi6 la gonorrea como una infeccién de la vejiga diferente a
la sifilis y en 1614 Sylvius enunciaba que la préstata era el lugar de la infeccién
gonocécica. Como no habia etiologia demostrable, Ricord aceptaba que gonorrea podia ser
resultado de irritacién v otras causas. Esto fue antes de que el médico alemin Albert
Neisser describiera esta enfermedad por primera vez en 1879. El observé la presencia
constante de una bacteria particular con morfologia cocoide, en las descargas purulentas de
los pacientes infectados. No sélo Io encontré en descargas vaginales o uretrales, sino
incluso en exudado conjuntival y a este microorganismo lo llamé Micrococcus
gonorrhoeae (9).

El aislamiento iz vitro de la bacteria se realiz6 por primera vez en 1882 y lo llevaron
a cabo Leistikow y Loeffler. En 1885 Bumm logré cultivos puros de este microorganismo
v pudo demostrar la relacién etiolégica mediante !a inoculacién en personas voluntarias.
En el mismo afio Trevisan empleé el nombre definitivo de N gonorrhceae para esta
bacterta. Més tarde el fisiélogo John Hunter llevé a cabo estudios que permitieron
diferenciar a la gonorrea de la sifilis (3, 9).

1.2 Biologia

La especie bacteriana M gororrioeae es un parésito exclusivo del hombre, estd
constituida por diplococos Gram negativos no méviles, no esporulados, con un didmetro
aproximado de 0.6 a 0.8 pm (de manera individual); estos cocos tienen forma de rifién o de
grano de café. Al formarse en pares adyacentes sus lados pueden apreciarse al microscopio
planos o concavos. El gonococo es un microorganismo muy l4bil al calor, a temperaturas
de refrigeracién y a diversos antisépticos. También es sensible a la desecacién; en
condiciones ordinarias, puede resistir poco tiempo a la exposicién al aire (10).

1.3 Aspectos clinicos

Los gonococos infectan las mucoses de las vias genitales, el recto y ia faringe,
dependiendo de las précticas sexuales de los individuos, produciendo casos de infecciones




no complicadas o supuracién aguda que puede culminar en invasién tisular, lo que ocasiona
inflamaci6n crénica y fibrosis {(3). En los hombres aparece una secrecién purulenta de la
uretra anterior, con disuria, en el término de dos a siete dias después de la exposicién a la
infeccibn.  La infeccién puede ser de curso limitado, o a veces ocasiona un estado de
portador crénico. También puede darse el estado de portador ssintomsdtico limitado a la
uretra anterior. En las mujeres, unos cuantos dias después de la exposicién, la infeccién
primaria sucede en el endocérvix y se extiende hacia la uretra, la vagina y puede progresar
hasta las trompas uterinas y producir salpingitis con fibrosis; la esterilidad ocurre en 20 por
ciento de las mujeres que han sufrido salpingitis gonocdecica La cervicitis y la proctitis
gonocdcicas crénicas son a menudo asintomadticas.

Entre las complicaciones originadas por el gonococo en el hombre se encuentran
cuadros locales que incluyen abscesos prostdticos, epididimitis y por consecuencia
infertilidad. En mujeres puede causar enfermedad pélvica inflamatoria y subsecuentemente
esterilidad. Es probable que aquella ocurra en 10 a 20 por ciento de mujeres con gonorrea;
sin embargo, se han observado porcentajes mds altos de mujeres con gonorrea con signos
que sugerian infeccidn del aparato genital superior. En la infancia puede producir
vulvovaginitis por abuso sexual y la oftalmia del recién nacido (3, 10, 11).

1.4 Patogenia

La N gonorrhoeae como patbgeno genitourinario debe ser capaz de colomizar ia
superficie de la mucosa del tracto genital, crecer iz vivo bajo condiciones de disponibilidad
limitada de hierro y evadir la respuesta inmune del hospedero.

El gonococo expresa su primer nivel de patogenicidad al adherirse a la superficie de
los epitelios uretral, endocervical, vaginal e incluso a los espermatozoides humanos y a las
células epiteliales no ciliadas que recubren las trompas de Falopio. Un dato importante es
la existencia de la proteina de superficie asociada con la adherencia de N gonorrhoeae
llamada pilina y que se encuentra organizada como un multimero en forma de estructura
capilar sobre la superficie de la bacteria. La bacteria piliada se adhiere con mayor
eficiencia que la no piliada al epitelio del tracto urogenital; de hecho sélo ias primeras son
infecciosas (3, 9, 10).

La proteina I (PI} es otro componente estructural que se extiende por la membrana
externa del gonococo, se encuentra en trimeros que forman poros en la superficie por los
cuales entran en la célula algunos nutrientes. A la P1 se le ha involucrado en {a serovariedad
especifica de las cepas de gonococo, para fines de identificacién y tipificacién
epidemiolégica La proteina II (PII) es transmembranal y participa en la adherencia de los
gonococos, para su fijacién a las células del hospedero; una parte de la molécula de PIT se
encuentra en la membrana gonocécica externa y el resto se encuentra sobre la superficie. La
proteina Il se conserva desde el punto de vista antigénico en todos los gonococos y se
relaciona con la PI en la formacién de poros en la superficie celular. Simultineamente los
gonococos pueden manifestar varias cadenas de lipopolisacdrido (LPS) antigénicamente
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diferentes en su pared celular Gram negativa v a sus efectos endotéxicos se debe Ia
toxicidad de las infecciones gonocécicas (3, 12).

En el case de las infecciones diseminadas, el MICroorganismo expresa resistencia
estable al suero humano normal cuando {a bacteria no manifiesta el antigeno de superficie
(carbohidrato), que es el blanco de anticuerpos bactericidas de la clase IgG. La otra
alternativa es la expresién de carbohidratos de superficie adicionales, que bloquean
epitopes bactericidas relevantes para la accién del complemento sérico (3. 9).

1.5 Diagndstico bacteriolégico

Tradicionalmente, el diagnéstico bacteriolégico de la gonorrea se Heva a cabo por una
adecuada toma de las muestras bioldgicas de uretra, cérvix y algunas veces del recto,
conjuntivay faringe; en el caso de gonorrea diseminada se recomienda tomar muestras de
sangre o de liquido sinovial en el caso de ariritis. Para sn identificacién presuntiva, al
microscopio se observan como diplococos Gram negativo con los lados adyacentes
aplanados. Todos los miembros del género Neisseria son oxidasa y catalaga positivos.

Es un parasito dificil para su cultivo, microaerofilico/aerobio ¥ requiere para su
recuperacion del material clinico un medio de cultivo enriquecido y la incubacién con CO2
(3-10%) (3.9,10). Se produce su crecimiento abundante en agar chocolatado
complementado con extracto de levadura o un enriquecimiento similar, o en medio de
Thayer-Martin modificado compuesto de base de agar GC, afiadido de hemoglobina,
polienriquecimiento y antibiéticos (vancomicina, colistina y nistatina) que confieren
selectividad al aislamiento de los microorganismos. Otros ejemplos de estos medios
tradicionales son el de Martin-Lewis, New York City (NYC) entre ofros, que incluyen
variantes en su formulacién antibidtica (3). Despuss de 20 horas de incubacién en una jarra
con candela a 35°C, aparecen colonias tipicas en forma de pequeiias colonias {de 0.5 a 2
mm), blanco grisiceo, transparentes, elevadas y hiimedas, con bordes enteros o lobulados.
Por lo general son mucoides y tienden a desprenderse en conjunto cuando se fas recoge de
la superficie del agar. Los cultivos se tratardn inmediatamenie ya que experimentan
autlisis en ausencia de CO2. Al observar las colonias en un medio claro, los tipos T1 vy T2
reflejan la luz y parecen tener reflejos brillantes. Las colonias de T1 son pequefias y
elevadas, y las de T2 son ligeramente mds grandes v presentan el centro abroquelado. Las
colonias T3 y T4 son mds grandes, m4s planas y menos opacas, y no reflejan la fuz (10,12),
Metaboliza inicamente la glucosa y produce 4cido pero no gas (3, 9, 10).

Como ge ha dicho el estindar de referencia para la deteccién de A gonorrhoeae es el
cultivo. Las mayores ventajas del cultive son especificidad, se pueden realizar pruebas de
susceptibilidad y ademds es relativamente econémico (13). Sin embargo, también hay
ciertas desventajas  que incluyen al transporte de la muestra, requerimientos de
almacenamiento y conservacion del goroceco, periodo de incubacién de 3 dias 0 mds antes
de obtener resultados, y el mantenimiento de su viabilidad es especialmente dificil. Lo més
significativo es que el cultivo para M gororrhoeae tiene una sensibilidad de un 70 a 90 por
ciento en la mavoria de los casos. Debido a estas limitaciones del cultivo se han




desarrollado aiternativas tecnolégicas para el diagnéstico de laboratorio de gonorrea (14,
15, 16).

Los requerimientos nutricionales especificicos varian de una cepa a otra, y algunos
patrones de estos requerimientos se han observado en aislamientos clinicos. Estos patrones
s¢ han usado como un sistema de tipificacién llamado Auxotipificacién Aunque
relativamente es complicado y no utilizade ampliamente, la auxotipificacién es el Gnico
sistema préctico dispomible para tipificar al gonococo (19, 12, 16).

La auxotipificacién se basa en la respuesta de crecimiento de las cepas en medios
definidos quimicamente. El medio bésico estd compuesto de sales inorganicas, glucosa,
etc. La cistina o cisteina es requerida por todos los gonococos pero no por meningococos;
cepas que no tienen otros requerimientos ademds de éste son [lamadas auxotipo cero (Pro- o
Arg-), ofras cepas requieren uno o m#s compuestos como prolina, arginina, etc. Hay
patrones geogrificos definidos, asi como también existe correlacién entre un auxotipo
particular y el sindrome clinico del paciente (10,12,16)

Recientemente, Chit y colaboradores presentaron una caracterizacién fenotipica
combinando el uso de la auxotipificacién, caracterizacién serolégica y pruebas de
susceptibilidad. El esquema de clasificacién Auxotipo-serctipo (A/S) es el método mds
ampliamente aceptado para la clasificacién de cepas de gonococo, aunque con ciertas
limtaciones (12).

1.6 Métodos modermos de confirmacién

La confirmacién de cepas de M gonorrhoeae aisladas en medios selectivos es muy
importante para médicos y pacientes. La diferenciacién precisa y rdpida con respecto a
otras especies de Meisseria es particularmente importante para la evaluacién de
aislamientos no de éreas genitales y victimas de abusos sexuales en casos medicolegales, en
los cuales su diagnéstico es de gran repercusién (17). Por lo que en aitimo decenio, se han
desarrollado pruebas alternativas al cultivo, tales como Inmunofluorescencia Directa (DIF),
Inmunoensayo Enzimdtico (EIA), pruebas de amplificacién de dcido mucleico (PCR) y
reaccion de la cadena de ligasa (LCR), que prometen la eliminacién de muchos de los
problemas de obtencién de muestra, transporte y diagnéstico de laboratorio (15).

Comercialmente disponibles estin los reactivos de Anticuerpos de Fluorescencia
Directa (DFA) que proporcionan medios ficiles y rdpidos para la confirmacién del
gonococo, principalmente en el tamizaje de gran nlimero de cepas (17).

Herrmann y colaboradores presentan un método de PCR modificado que proporciona
altos grados de sensibilidad y especificidad E! método ha sido exitosamente aplicado a
frotes en laminilla secadas al aire y almacenadas a temperatura ambiente permitiendo la
deteccién de ADN hasta por un afio y su limite de deteccién es de una célula de N
gonorrhoeae. Este método de almacenamiento facilita el transporte y analisis por técnicas
de PCR ain cuando las condiciones de congelamiento no estdn disponibles (13).




LCR es una técnica de amplificacidn de dcido nucleico in vitro, su limite de
deteccién para N gonorrhoeae estd entre 10 y 100 UFC/ml (18). Hasta hace poco el
diagnéstico de gonorrea en mujeres se podia lograr solamente cuando se efectuaba examen
pélvico lo que permitfa tomar la muestra con espéculo. Las pruebas de PCR y LCR, con un
costo v una necesidad de personal altamente especializado que limitan su amplia
utilizacién, han proporcionado diagnésticos precisos y espectficos de N gonorrhoeae con
muestras de orina ast como muestras pélvicas (3, 15, 19). La muestra de orina, aunque
requiere procedimientos adicionales como alfcuotas y centrifugacién, simplifica
grandemente la toma de muestra para gonorrea particularmente cuando se dificulta el
examen pélvico como en el caso de las clinicas en escuelas, centros de detencién de
adolescentes, centros comunitarios, lugares de mujeres trabajadoras del sexo v cérceles de

mujeres (1, 19),

La ventaja de usar muestras obtenidas por el propio paciente para {a deteccién exacta
de N gonorrhoeae proporciona la oportunidad de extender las pruebas de tamizaje para
mejorar los esfierzos en detectar infecciones asintomdticas reduciendo los riesgos tanto de
complicaciones para el individuo infectado como la transmisién de la infeccién a las
parejas sexuales (19).

Debido a que tanto N gororrhoeae como Chlamydia trachomatis son reconocidas
como las dos ETS més prevalentes, en ¢l mundo entero hay un estimado anual de 25
millones de casos de gonorrea y 50 millones de casos de Clamidia, los sintomas y las
complicaciones de gonorrea son similares a las de Clamidia (20). Se han hecho esfilerzos
para prevenir la expansién de estas enfermedades. Kimberli y colaboradores evaluaron
una combinacién de emsayo de PCR que amplifica simulténeamente y detecta tanto
Clamdia vy gonorrea en una sola muestra. A nuestro saber, este es el primer reporte en el
cual se efectta una prueba que combina la deteccién de Clamidia-gonorrea al mismo
tiempo en una misma muestra, ya sea pélvica o de orina  Por los resultados altamente
sensibles y especificos ha demostrado ser un buen método para el tamizaje tanto en
individuos sintométicos y asintomaticos para N. gonorrhoeae y C. trachomatis (14, 15, 20).

1.7 Métodos de conservacién de N gonorrhoeae

En la mayorifa de laboratorio, las cepes bacterianas deben conservarse para controles
de calidad, investigaci6n, ensefianza, etc. Para lograrlo, se debe de contar con los recursos
para preservar estos microorganismos. Desafortunadamente, la mayoria de laboratorios
tienen acceso solamente a unidades de temperaturas de congelacién de —20°C y no Ia
recomendada que es de —70°C; por lo que ciertos microorganismos fastidiosos como N
gonorrhoeae no logran sobrevivir por mucho tiempo (21).

En cultivo, el gonococo permanece viable solamente cuando es resembrado cada 72
horas y no sobrevivirdn mayor tiempe de incubacién. Cultivos de especies de Neisserig
son preservadas satisfactoriamente por liofilizacién o por congelamiento (10).




Entre los métodos que se sugieren para su preservacion tenemos el que utiliza tubos
con agar chocolate inclinado sobre el cual el microorganismo debe crecer, luego se cubre
con aceite mineral hasta 2 cm sobre el borde del medio. Los tubos son bien tapados,
cubiertos con cinta pldstica y aimacenados a —30°C (10). En otro método se suspende un
cultivo abundante de Meissera en un caldo Tripticasa Soya (10, 21) o un medio similar con
10 o 15% de glicerol y se congela a —-70°C y el método que utiliza una suspensién del
cultivo en leche descremada al 10% y se congela a —70° C (4, 10).

Harbec en su estudio presenta una versién simplificada (medio de preservacion
LSPQ) del medio de Yamai que es un medio liquido con una base de gelatina que se usa
para preparar discos de gelatina seca como medios de preservacién Y concluye
demostrando que el medio LSPQ representa una buena alternativa para el almacenamiento
de cepas de Meisseria a ~20°C y por lo menos hasta un afio. Tomando siempre en cuenta
que temperaturas tan solo unos pocos grados mds altos o menos que —20°C pueden acortar
o alarger la vida de almacenamiento de la bacteria (21).

1.8 Mecanismos de transmisién y Epidemiologia

N, gonorrhoeae es un patégeno exclusivamente humano cuya transmisién 2 otros se
realiza por individuos que no tienen conocimiento de su propia infeccién (19). Aparte de la
transmisién perinatal, el mecanismo fundamental de transmisién de la infeccién por N
gonorrhoede es sexual (3, 9, 10). Para entender mejor el papel que juega la actividad
sexual en la transmisidn de la infeccion es necesario analizar los conceptos de endemicidad
¥ grupo reservorio. Para que un agente de transmisién sexual se reproduzea en la poblacién
necesita que un individuo infectado transmita con éxito la enfermedad al menos a una
persona susceptible. Si el niimero de susceptibles es mayor que uno, la prevalencia de la
infeccién aumenta en la poblacién, pero disminuye en caso contrario (3).

Las caracteristicas socioecondémicas y demograficas que influyen directa o
indirectamente sobre la frecuencia con que un individuo adquiere nuevas parejas sexuales
incluye: juventud, bajo nivel secioeconémico, educacién, escaso acceso a log servicios de
salud y drogadiccibn (3, 4, 19). El riesgo de infeccion por gonorrea difiere de acuerdo con
el sexo de los individuos. Se ha estimado que el riesgo de transmisién de N gonorrhoeae
de una mujer infectada a la uretra de su pareja masculina es de aproximadamente 20 por
ciento por cada exposicién y se incrementa entre 60 y 90 por ciento después de cuatro
exposiciones. En el hombre se estima que es de aproximadamente 30 por ciento por
contacto sexual (3). :

Aunque el mimero de casos reportados de gonorrea ha disminuido sustancialmente en
algunos paises industrializados y en Suecia la infeccién ha sido casi erradicada (13),
mundialmente s¢ observa un aumento creciente de la prevalencia de todos los tipos de
cepas resistentes (11) y se estima que anualmente causa 78 millones de nuevas infecciones
(13) pero la mayoria de los expertos creen que ésta es una subestimacion de la verdadera
incidencia (18), ya que muchos paises carecen de un sistema nacional y uniforme de
vigilencia para el monitoreo de rutina de tas ETS (5).




Durante el periodo de 1980 a 1991 disminuyé en Europa occidental 1a incidencia de
gonorrea, pero desde 1991 en adelante han aumentado aceleradamente las ETS en los
nuevos estados independientes de fa Europa oriental. En algunos paises de la antigua
URSS ¢l aumento es de 15 a 30 veces las cifras anteriores. Como en ofras sifuaciones de
salud, este alarmagnte cambio se debe en ultimo término a razones sociales y econémicas.
En paises como Belartis, Moldova y Ucrania, la transicién a un sistema de economia de
mercado ha sido agitada y ha habido una continua disminucién de! ingreso que se refleja en
desempleo, prostitucién y drogadiccién (22).

1.9 Mecanismos de Resistencia

Hay dos patrones de resistencia antimicrobiana que han sido observados en N,
gonorrhoeae. El primero es la resistencia mediada por el ADN cromosomal; este tipo se
debe a mutaciones en genes cromosémicos especificos y es responssble por el
aparecimiento de resistencia a la peniciling, la tetraciclina, las cefalosparinas, Ia
espectinomicina y las quinolonas; por lo tanto estas cepas pueden ser resistentes a algunos
de los tratamientos utilizados (4, 9, 10, 23).

La otra forma de la resistencia antimicrobiana gonocdccica es la mediada por
plasmidos, que son elementos extracromosomales de ADN. Fste tipo se da por la
adquisicién de piésmidos que codifican la resistencia a la penicilina.  Esta Gltima resulta de
la produccién de enzima B-lactamasa capaz de hidrolizar el mmillo B-lactémico de los
farmacos penicildnicos y cefalosporinas de 1* generacién pero no afecta su susceptibilidad
a cefalosporinas de 2* y 3* generacién. A las cepas productoras de penicilinasa se les
conocen con la abreviatura PPNG y fueron reconocidas por primera vez en Estados Unidos,
en 1976. Desde entonces ha anmentado la frecuencia hasta representar casi 3 por ciento de
tedos los aislamientos en ese pais (4, 12, 16).

En 1985 en los Estados Unidos se reporté por primera vez la cepa de N gonorrhoeae
altamente resistentes a [a tetraciclina (TRNG) cuya concentracién inhibitoria minima (CIM)
(23) fue > 16 ug/ml y desde entonces se han documentado en otros paises. Se asocié su
aparicién al uso previo de las tetraciclinas como profilaxis o tratamiento de las ETS (16).

Debido a que estas resistencias conforman la mayorfa de las encontradas hasta Ia
fecha en el caso de N gororrioceae, ya no se recomiendan las penicilinas para su terapia

(4).
1.10  Definicién de Susceptibilidad y Resistencia

Las definiciones de susceptibilidad v resistencia antimicrobiana estén basadas en
criterios establecidos por el National Committee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS). Si las cepas aisladas tienen una CIM mayor o igual a 2 ug de penicilina o
tetraciclina/ml y mayor o igual a 128 pg de espectinomicina se dice que son resistentes al



correspondiente antimicrobiano. Se considera que las personas infectadas con estas cepas
resistentes no responden a la terapia con estos antibioticos (4).

En afios recientes ha habido varios reportes sobre la disminuida susceptibilidad del
gonococo hacia las quinolonas aunque han sido utilizadas por mds de 10 afios. Esto ha sido
como consecuencia de un incremento en general del uso de las quinolonas para el
tratamiento de varias enfermedades infecciosas en Ia mayoria de los paises (12, 16, 24). La
guia NCCLS para las prusbas de susceptibilidad de M gororrhoeae a las quinolonas define
dnicamente como categoria de sensible y menos sensibie para ciprofloxacina, enoxacina,
lomefloxacina y ofloxacina (24, 25). Con las cepas resistentes a las quinolonas, es de
esperarse que surja alguna resistencia cruzada con oftras quinolonas disponibles actualmente
(24).

1.11  Pruebas de Susceptibilidad Antibidtica

Las fallas en el fratamiento con penicilina v tetraciclina contra infecciones
gonocdcicas no complicadas aceleraron la necesidad de establecer més rutinariamente la
susceptibilidad de estas especies (5). El reciente surgimiento de cepas con susceptibilidad
disminuida a los tratamientos actualmente recomendados por el Centro de Control de
Enfermedades y Prevencién (CDC por sus siglas en inglés), incluyendo fluoroquinolonas y
algunas B-lactamasa ha marcado la necesidad de estandarizar métodos de susceptibilidad
que sean confizbles y reproducibles (26).

Los métodos mgs utilizados para la evaluacién de la actividad antimicrobigna,
incluyendo plantas medicinales, han sido los de difusién 'y dilucién. En ambos casos
existen factores tales como: composicién del medio de cultivo, microorganismos de prucba,
PH y otros, que pueden variar los resultados. Estas variaciones se han minimizado
trabajando en condiciones estandar. En algunos estudios se han introducido ciertas
modificaciones a los métodos, con el fin de mejorar los resmitados, pero los principios
basicos contimian siendo los mismos (7, 9, 13, 14),

Para el método de difusién se utilizan generalmente discos de papel filtro
impregnados con las soluciones antimicrobianas a ensayar; éstos ge aplican sobre placas de
agar inoculadas con el microorganismo de prueba. Al ponerse en contacto los discos con el
agar, absorben agua del medio, con lo cual se disuelve la solucién y empieza a difundir a
través de la capa de agar. Al mismo tiempo que el antibiético va difindiendo ocurre la
multiplicacién bacteriana Durante la fase de crecimiento logaritmico en la que la
muitiplicacién bacteriana ocurre mds rdpidamente que la difusién del antibiético las
bacterias que no han sido inhibidas seguirn multiplicindose, hasta formar un halo
alrededor del disco que puede visualizarse luego de cierto tiempo de incubacién No habra
crecimiento en ei 4rea donde el antibiGtico esté en concentraciones inhibitorias, por lo
tanto, mientras mds susceptible sea el microorganismo el dizmetro del halo serd mayor (9,
10, 23).
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Las pruebas de dilucién son utilizadas principalmente para determinar la
concentracién inhibitoria minima (CIM} de un extracto, aceite esencial o de una sustancia
pura. El método consiste en que a un cultivo del microorganismo en estudio se le inoculan
cantidades especificas del antibiético, preparado en concentraciones decrecientes en caldo o
agar por la técnica de dilucion seriada. Fste méfodo de dilucién en liquido, el indicador de
inhibicién es la wrbidez del medio; cuando no existe crecimiento el medio permanece
claro, es decir, el antibiético inhibe al microorganismo; y cuando el antibidtico no tiene
ningiin efecto entonces hay crecimiento y el medio aparece turbio. El grado de inhibicién
se relaciona con la turbidez y ésta se mide por espectrofotometria.  La concentracién
minima del antibibtico que no muestre crecimiento es la medida del efecto bacteriostético
del mismo sobre el microorganismo (10).

En el método de dilucién en agar, se preparan diluciones de antibistico y se mezclan
con un determinado volumen de agar, para obtener las concentraciones deseadas, Luego se
moculan los microorganismos a estudiar en diferentes puntos de la placa con asa o
aplicador. Se incuban las placas y se toma como punto limite la concentracién minima de
antibidtico que produce inhibicién completa del crecimiento. Este método tiene la ventaja
de que es simple y pueden ensayarse agentes solubles e insolubles en agua; ademas en una
caja de Petri pueden ensayarse con varios microorganismos a la vez (10, 23).

En los altimos avances realizados Mehaffey y Biedenbach demostraron, en estudios
mdividuales, que el método Etest (que consiste en tiras manufacturadas por AB Biodisk y
que son impregnadas con la suspension bacteriana) es una prueba bien estandarizada
reproducible y exacta principalmente al evaluar cefiriaxona, cefotaxima, ciprofloxacina
con V. gororrhoeae (23, 26).

1.12  Prevencién

Para hacer frente a los retos que plantean las ETS, la visién del siglo XXI es la de un
mundo en continua vigilancia {(5). Ante la carencia de una vacuna efectiva contra la
gonorrea (4, 12) ias formas de prevenirla tienen que partir desde una educacién sexual a las
comunidades que desaliente los encuentros sexuales ocasionales con desconocidos o, en su
defecto, promueva limitar el nimero de parejas; entre sujetos promiscuos. Dicha educacién
les deberi recomendar la seleccién de parejas que carezean de conductas sexuales riesgosas
(3, 12, 22).

La otra esfera de pricticas preventivas de la gonorrea esta mediada por el uso de
microbicidas quimicos durante ia realizacién del acto sexual o el empleo del condén, que se
ha demostrado como un componente reductor de las posibilidades de infeccién por diversos
agentes etiolégicos transmitidos por via genital. A este respecto, se debe tener en mente
que sélo los condones de ldtex han mostrade ser efectivos para impedir el paso del
gonococo y otros agentes como Clamidia, treponema, herpes virus y el VIH. Para el caso
de la gonorrea, la evidencia de la wtilidad del condén para proteger de la bacteria se tiene
desde finales de los afios setenta y principios de los ochenta (3).



1.13  Tratamiento

Para los méds de 400,000 casos anuales reportados solo en Estados Unidos (7, 18) y
un estimado anval de 25 millones en todo el mundo (20), hay una amplia variedad de
opciones terapéuticas (7) tanto para individuos infectados sintomdticos como asintomsticos
(20); incluyendo ceftriaxona (dosis inica intramuscular de 500 mg) o cefixima (400 mg),
los cuales han sido recomendados por el CDC para tratar infeccién gomocécica no
complicada (4, 11, 14). '

Para los casos de infeccién gonocécica aguda no complicada, la espectinomicina es
otra opci6n en una sola aplicacién intramuscular de 2 g. Las quinolonas también han sido
utihzadas con éxite en el tratamiento de la wuretritis gonocécica y la cervicitis
mucopurulenta agudas. Las dosis orales dnicas de 500 mg de ciprofloxacina, o bien de 400
mg de norfloxacina o enoxacina han sido igualmente efectivas (todas en una sola désis) en
1a erradicacién de sintomas {curacién clinica) y microorganismo (curacién bacteriol6gica)
(3.4, 11).

Aunque el CDC ya po lo recomienda, el tratamiento para cepas antibidtico-sensibles
del gonococo (criterio establecido por realizacién previa de antibiograma) seria a base de
4.8 millones de unidades de penicilina procaina intramuscular, en una sola dosis repartida

en ambos glteos (3).
114  Fitoterapia

Durante mucho tiempo los remedios naturales y sobre todo las plantas medicinales
fueron el principal e incluso el Gnico recurso de que disponfa el médico. A principios de
este siglo, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de complejos procesos de sintesis
organica desembocaron en la puesta en marcha por parte de la industria farmacéutica, de
una nueva produccién de medicamentos. Sin embargo, las plantas medicinales y los
remedios que se extrafan de ellas no quedaron totalmente olvidados. Sus reservas de
materias primas fueron y siguen siendo explotadas, para extraer de ellas sustancias, en
algunos casos, insustituibles (27).

La realidad que el 80 por ciento de la poblacién mundial utiliza medicinas
tradicionales para el alivio de sus enfermedades es un hecho que adquiri6 importancia y a
finales de los aflos 70 los paises en vias de desarrollo iniciaron la integracién de estas
medicinas en los programas de salud, estableciendo recomendaciones para la evaluacién de
su eficacia

Esta evaluacién implica una gran dificultad ya que se calcnla en mas de 20,000 las
especies vegetales que se utilizan en el mundo con estos fines. Ello ha dadoe lugar al
nacimiento de una nueva disciplina, la etnofarmacologia. Consiste en aunar los esfiuerzos
de la investigacién sobre la tradicién etnolégica que recoge los usos populares de las
plantas y analizar dichos usos mediante la aplicacién de estudios farmacolégicos de
laboraterio con el objeto de establecer su auténtico grado de eficacia Este enfoque ha
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permitido confirmar en gran mimero de casos la accién terapéutica de las plantas
medictnales que han formado parte de la herencia basada en la tradicién médica de
diferentes culturas. Son numerosos los trabajos relativos a la optimizacién del uso de las
egpecies vegetales medicinales desde el punto de vista de sus aspectos tecnolégicos tales
como recoleccion, partes de la planta a utilizar, presentaciones galénicas v formas de
administracién (28).

Las dudas por otra parte razonables, mantenidas hasta el momento, sobre la eficacia
de los fitofdrmacos van dejando paso, por la via de la investigacién cientifica y de Ia
adecuacién tecnolégica, a un alto grado de certeza respecto de la utifidad terapéutica de
estos productos.

Por todo ello, parece l1égico pensar que las plantas medicinales estin encontrando su
lugar adecuado en el entorno de las terapias modernas, tanto para el tratamiento de
determinadas patologias y normalizacién de funciones fisiolégicas, como para
complementar otras acciones terapéuticas (27, 28).

2.  Plantas utilixadas en ¢l tratamiento de gonorrea

La informacién escrita, tanto nacional como internacional, sobre plantas utilizadas
para el tratamiento de gonorrea e informes sobre actividad antigonorrea de plantas es muy
escasa. El Atlas de Plantas Medicinales de Morton (1981), que abarca Centro América,
algunas islas del Canbe, Yucatin en el sur de México, Colombia y Venezuela entre algunos
de los paises de America del Sur incluye 101 plantas usadas para el tratamiento de gonorrea
(33). Informacién adicional y reciente se ha obtenido por medio de proyectos de
investigacién aplicada, utilizando estudios de campo, encuestas, etc. (29, 30).

En Guatemala, la validacion cientifica escasamente ha podido hacerse en 46 plantas
desde 1991, de las cuales fhinicamente 10 han mostrado actividad anti-N. gororriceae in
vitro como son Gliricidia sepium, Hibiscus esculentus, Piper aduncum, Ageratum
conyzoides, Cafanus cajan, Justicia spicigera, Bixa orellana, Eupatorium odoratum,
Rhizophora mangie y Spondias mombin. Estos estudios se efectuaron utilizando una
modificacién del método de Bauer y Kirby adaptado al tamizaje de la actividad
antibacteriana de extractos vegetales. La metodologia consistié en la impregnacién de
discos de papel secante con las maceraciones etandlicas de las plantas estudiadas y la
actividad se confirmé en varias cepas aisladas de material clinico (7).

Para el presente estudio se utilizaron maceraciones etandlicas de 6 plantas no
estudiadas anteriormente, escogidas en base a su amplio uso popular en Guatemala para el
tratamiento de ETS, lo que justifica su comprobacién cientifica para el tratamiento de
gonorrea, también se tomé en cuenta su abundancia en el pafs, posibilidad de obtencién y
caracterizacion en esta época del afio. Las plantas y la parte utilizada de cada una de elias
en este trabajo fueron: Acalypha guatemalensis (hoja), Cassia alata (hoja), Crescentia
cujete (parte interior del epicarpio del fruto), Gouania lupuloides (hoja) Quassia amara
thoja), Stachytarpheta cavennensis {hoig) v se incluye una séptima planta, Bixa orellana
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{hoja). conocida cominmente como achiote (ver Anexo 1)y que demostré actividad contra
N, gonorrhoeae en estudios preliminares que usaron mayores concentraciones, un extracto
etandlico Gnicamente y el método de difusién en disco en agar, parametros diferentes al
presente estudio. El achiote, es una de las méas interesantes ye que se ha cultivado por
mucho tiempo, se produce tanto en latitudes altas como bajas, crece en forma silvestre en
muchas éreas tropicales en algunas de las cuales se aprovecha para fines comerciales para
la produccién industrial de colorantes; por todo esto es necesario evaluarla con mayor
profundidad para lograr el maximo aprovechamiento de las partes de la planta (7, 29, 30).

A continuacién se presenta la informacién detallada de las plantas que se utilizaron en
el presente estudio:

2.1 Familia: Bignoniaceae
Nombre cientifico:  Crescentia cujete L
Nombre comnn: Morro, Gaira, Hom, Jicara

2.1.1.  Descripcién botanica y habitat

Arbol de ramas numerosas, retorcidas, extendidas, 6-10 m de alto, 30 ¢m de
didmetro. Hojas amontonadsas, siempre verdes, espatuladas, varios tamafios, 6-26 cm de
largo, simples, ovadss, sin peciolo. Flores olorosas, tallo corto, verde amarillento con
estrias rosadas, caliz bilabiado; 5 16bulos cerosos, 5-8 cm de largo, en ramas o troncos,
pistilos 3-4 c¢m de largo, ovario cénico redondeado. Fruta redonda, oval, 10-30 cm de
ancho; cubierta delgada, lefiosa; pulpa blanca, fibrosa, jugosa. Semillas, planas, cafés, 8
mm de largo. La madera es café-amarillenta, semidura, pesada (30). Es nativa del norte de
Centro Ameérica v México. Cultivada en regiones tropicales debajo de 500 msnm. En
Guatemala se encuentra en Alta y Baja Verapaz, Escuintle, Izabal, Petén, Quetzaltenango,
Quiché, Retalhuleu, Santa Rosa, San Marcos y Suchitepequez (31).

2.1.2. Usos medicinales

Con la pulpa del fruto se prepara un jarabe que se usa por via oral para tratar
afecciones respiratorias (bronquitis, catarro, pulmonia, resfrio, tos, tos ferina) v
gastrointestinales, inflamacién y uretritis; por via topica se usa en dermatitis, golpes,
leucorrea,” hemorroides; raspones, tumores, expulsar la placenta y contra ponzofias
ammales. El cocimiento de las hojas se usa para tratar diarrea, diabetes, indigestién,
nerviosismo y palpitaciones (32, 33).

213  Actividad antibacteriana

Estudios antibacterianos iz vitro demuestran que el extracto etanélico de las hojas
tiene actividad contra Sa/monella Lyphi, Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus
aureus. Las semillas no presentan actividad antibistica (31, 32, 34, 35).



214  Composicion quimica

La pulpa cruda contiene dcidos orgédnicos, alcaloides y polifenoles. El tamizaje
fitoquimico demuestra alcaloides cuaternarios, croméforos hidrofilicos, esteroides
triterpénicos, flavonoides ¥ polifenoles. Las semillas contienen aziicares, proteina y aceite
fijo parecido al aceite de oliva, que consiste de dcidos oléico, linoléico y otros saturados.
Las hojas contienen dcido caféico. La madera contiene naftoquinonas (34, 36).

2.2 Familia: Bixaceae
Nombre cientifico: Bixa orellana L.
Nombre comiin: Achiote, Aneto, Bija, Ox.

2.2.1 Descripcién boténica y hébitat

Arbol o arbusto de 3-9 m de alto. Hojas siempre verdes, delgadas, acorazonadas u
ovadas, 8-20 cm de largo, en punta. Flores 4-5 cm de ancho, 5 pétalos blancos o rosados,
caliz peludo. Cépsulas de semillas de 3-4 c¢m de largo, ovoides o cénicas, café-rojizo o
amarillo, pequefias espinas lisas; semillas numerosas en celdas de 5 mm de largo, cubiertas
de fina pulpa rojo-naranja. En Guatemala se cultiva en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chiquimula, El Progreso, Escuintla, Izabal, Jutiapa, Quetzaltenango, Sacatepéquez, Santa
Rosa, Suchitepéquez y Zacapa (31, 35).

2.2.2  Usos medicinales

La decoccién de semillas se toma para combatir debilidad, diabetes, afecciones
gastrointestinales (célico, diarrea, estrefiimiento, gastritis, inapetencia) respiratorias (asma,
amigdalitis), hepdticas y gonorrea La decoccién de la raiz se usa para tratar ictericia,
oliguria, diabetes y gonorrea. La goma de las hojas molidas se toma como diurético,
purgante y gonorrea (31, 34, 35).

2.2.3 Actividad antibacteriana

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de raiz es activa contra S, typhi,
no asi contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella dysenteriae y Shigella
Hexneri; las tinturas de corteza y hojas son activas contra F. coli, Pseudomonas.
aeruginosa, S. aureus, S. typhi y S. flexreri; el extracto etanéiico de semilias es imactivo
contra bacterias; la tintura de hojas es activa contra V. gonorrhoeae., 1a semilla es inactiva
(31,37} -

2.2.4 Composicién quimica

El extracto acuoso de semillas contiene $00-2,000 Ul/g. de vit. A, carotenoides,
aminas, flavonoides, leucoantocianines, friterpenos y taminos. Las hojas contienen
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alcaloides, flavonoides y sesquiterpenos. El andlisis proximal de 100 g de semilla seca
contiene: proteina, grasay ceniza (29, 33 ). '

23 Familia: Euphorbiaceae
Nombre cientifico: Acaivpha guatemaiensis Pax & Hoffm.
Nombre comin: Hierba del cancer, Ceul, Corrimiento, Gusanillo.

2.3.1  Descripcion botdnica y habitat

Hierba perenne, erecta, hasta 1 m de alto, simple o ramificada, vellosa cuando
joven. Hojas ovaladas, alargadas, margen festoneado. 4-7 cm de largo, membranosas,
agujereadas por insectos o protuberancias rojizas. Flores mumerosas en racimos rojo
obscuro, densas, espigas axilares y terminales, 4-5 cm de largo, pedunculadas o subsésiles,
Semillas ovoides suaves (32, 38). Es nativa de Guatemala y Honduras, comiin en terrenos
removidos, secos o hitmedos, en campos de cultivo y vegetacién de 750-2500 msnm En
Guatemala se ha descrito en Baja Verapaz, Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango,
Jalapa, Quetzaltenango, Quiché, Santa Rosa, Sacatepéquez y Solol4 (33, 34).

2.3.2  Usos medicinales

En Guatemala se vende como medicina ramas con hojas de ambas especies. El
cocimiento de la planta se usa como t6nico y diurético; por via oral se usa para el
tratamiento de afecciones gastrointestinales (amebiasis, diarea, disenterfa, dolor de
stémago, estreflimiento, gastritis), alergia, céncer, dolor de cabeza y menstrual,
enfermedades venéreas, reumatismo. Por via tépica se aplica en compresa y emplasto para
afecciones de la piel y en lavados para vaginitis, picadura de serpientes y pies cansados (33,
34, 37).

3.3.3 Actividad antibacteriana

Estudios antibacterianos in viiro demuestran que la maceracién hidroalcohélica de
las hojas inhiben el crecimiento de S. aureus, S, byphi, S. flexneri. (35, 38).

234  Composicién quimica

Compuestos oxidables, sustancias reductoras, aldehidos y cetonas, enlaces dobles,
alcoholes hidrocarbonados, fenoles (39).
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24 Famiha: Leguminosae
Nombre cientifico: Cassia data L.
Nombre conmin: Barajo, Sambrano, Bruja, Sorocontil

24.1  Descripcion boténica v hébitat

Arbusto o drbol de 2 a 4 m. Hojas compuestas, de 40 cm de largo, con 16 a 20
hojuelas de 5 a 12 cm de largo, peludas en el envés. Flores en inflorescencias largas y
compactas con cinco sépalos, color naranjay 5 pétalos amarillos, de L5 cm de largo. Fruto
en vaina, de 7 a 18 cm de largo, con dos alas. Se encuentra en regiones tropicales desde el
sur de México hasta el norte de América de! Sur (38).

2.4.2. Usos medicinales

La decoccién de las hojas se utiliza para la diarrea y parésitos, asi como para el
tratamiento de enfermedades venéress. La hoja machacada en cataplasma se usa en micosis
interdigital (30,33). La planta se utiliza en ol tratamiento de enfermedades parasiticas de la
piel tales como prurito, eczema, pustulas, La infusién de la hoja seca se utiliza como
purgante. También se usa como abortiva y en el trabajo de parto para apresurarlo. Se
utiliza como antiinflamatorio, antifiingico, cicatriza heridas y tiene actividades
antibacterianas (40).

24.3  Actividad antibacteriana

Un extracto de hoja seca mostré actividad bactericida contra gérmenes aislados de
secreciones y por raspado, especialmente frente a S aureus, P. aeruginosa, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus Iuteus, Bacillus subtilis, los . dermatofitos
Trichophyton rubrum, Aspergillus niger y la levadura Candida albicans (30).

244  Composicién quimica

La planta contiene dertvados antracénicos de aloemodina y refna. La hoja contiene
las antraquinonas (aloe-emodina, #cido eusofinico, reina, dihidroximetilantraquinona)
taninos, haenferol, pero no contiene saponinas. El fruto contiene alcaloides, la hoja y la
flor no contienen leucoantocianinas (30, 41, 42).



2.5 Familia: Rhamnaceae
Nombre cientifico:  Gouania lupuloides L.
Nombre comiin: Bejuco amargo, Jaboncillo, Bejuco de Indio

231 Descripcion botdnica v habitat

Arbusto trepador de hasta 10 m. Hojas aovadas a elipticas, agudas a acuminadas, de
4 a 10 cm, crenado-aserradas. Racimos de entre 5 y 10 c¢m, formando grandes paniculas
terminales; flores pequefias, blancas, de hasta 3 cm. Fruto de 8 a 12 mm, glabro v 3-alado
(30, 35. 37). Se encuentra de Chihuahua a Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Chiapas y
Sinaloa y parte de Centro América (41).

2.5.2  Usos medicinales

La decoccion de la hoja se utiliza contra gonorrea por la via oral. El cocimiento de
la planta se usa para fortalecer las encias v los talios secos v en polvo se emplean para
fabricar dentifficos, para lo cual se exportan a Europa. Las hojas se usan para la hidropesia
v para las enfermedades del estdmago (35).
253  Actividad

Las saponinas aisladas a partir de la planta mostraron actividad antimicrobizna /7
vitro contra germenes productores de afecciones odontopatégenas en el humano tales como
Actinobacillus, Actinomyces viscosum, Streptococcus mutans, S, aureus, S, pyogenes (30),

2.54  (Composicion quimica

La planta contiene saponinas. La hoja contiene alcaloides (30, 43).

26 Familia: Simaroubaceae
Nombre cientifico:  Juassia amara L.
Nombre comin: Hombre grande, Limoncillo, Palo de hombre

261 Descripcion botanica y habitat

Arbusto grande o drbol pequefio, hasta 6 m de alto. Hojas grandes, 5 hojuelas,
séstles, membranosas, obovadas a oblongo-oblanceoladas, 9-15 cm de largo, agudas o corto
acumipadas. largo atenuadas a la base, verde profundo encima, ligeramente palidas abajo.
Paniculas delgadas, tan largas como las hojas, pocas flores, céliz 2-3 mm de largo,
segmentos ovados, obtusos, ciliades: pétalos 2.5-4.5 cm de largo, lineares, glabros, rojo o
rosados; estambre mas largos que la corola. Frutos en drupa oval vy obovoide, 1.0-1.5 cm
de largo, negros, toro rojo (31,44). Nativa o naturalizada en bosques secos o himedos con
poca penetracién de luz, desde el sur de México hasta el norte de Sur América y Brasil en
alturas hasta de 600 msnm, cultivada como ornamental en algunos lugares def Caribe y Sud




América. introducida en la India donde se cultiva como ormamental. En Guatemala se ha
descrito en Izabal y Santa Rosa (31, 33).

2.6.2 Usos medicinales

El cocimiento del polvo de la madera se usa para tratar afecciones digestivas
(diarrea, disenterfa, dispepsia, dolor de estomago), debilidad, diabetes, ficbre, gonorrea,
malaria y durante la convalecencia, aplicado en forma de enema se usa para combatir
pardsitos intestinales como los oxiuros (31, 33, 36).

2.6.3  Actividad antibacteriana

" Estudios antimicrobianos demuestran que la tintura de la madera seca de ramas
finas provenientes de lugares soleados tiene actividad contra C albicans, S. typhi, S
aureus, pero no contra £. coli. P. aeruginosa y S. flexneri; las ramas gruesas de ia misma
procedenciay las ramas finas v gruesas provenientes del gotobosque no mostraron actividad
contra ninglin microorganismo (30).

2.6.4  Composicién quimica

La corteza contiene principios amargos del grupo de los cuasinoides, esteroles,
alcaloides, aceite vol4til, extracto gomoso, pectina, fibra, sales minerales. La corteza de la
raiz contiene cuasina. aceite voldtil, dcidos malico y gélico, tartrato de calcio v acetato de
potasio (33, 42).

27 Familia: Verbenaceae
Nombre cientifico: Stachytarpheta cayennensis L
Nombre comtin: Verbena, Cola de millo, Mezote, Verbena azul

2.7.1 Descripcion boténica v hdbitat

Hierba perenne de 6-12 cm de alto, algunas veces plrpura, pubescentes o glabras,
tallo y ramas dicétomas, Hojas alternas u opuestas, algo carnosas cuando frescas, delgadas
© membranosas. cuando secas oblongas a ovales u ovadas, 2-8 cm de longitud 1.2-5 cm de
ancho. Espigas teretes, flores primero erectas, més tarde inmersas en las bricteas de la
espiga. Corola hipocrateriforme azul, violeta o pirpura. Esta especie esta distribuida en
América tropical y subtropical, introducida en Africa, Asiay Oceania (36, 44, 45, 47, 48).
En Guatemala se encuentra en Alta Verapaz, Izabal, Petén (43).

272 Usos medictnales
La decoccidén de la planta se usa en disenterfa, vermifugo, inflamacién. El jugo de

la hoja se usa para lavados del ojo. En Alta Verapaz toman la decoccién de la hoja como
tratamiento para malaria y fiebres, diurético, gonorrea (33, 36, 47).




2.13  Actividad antibacteriana
No se encontrd informacion.
274  Composicién quimica
Se ha reportado la presencia de los siguientes compuestos #cido clorogénico,

dopamina, N-dotriacontano, friedelina, hentriacontao e hispidulina. Las hojas contienen el
dcido aminobutirico, dcido cafeico y dopamina (44, 45).
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4 JUSTIFICACIONES

La gonorrea es una de las enfermedades de transmisién sexual con més incidencia
en la poblacién mundial por lo que es una de las enfermedades de declaracion obligatoria
m4s frecuentes en el mundo.

Un factor importante para el incremento de su prevalencia, es la aparicién de cepas
de M gonorrhoeae resistentes a los antibidticos disponibles lo que justifica la bisqueda de
nuevas drogas o medicamentos mis efectivos v justificé en este trabajo, la utilizacién de
tres cepas de M. gororrhoeae de distintas sensibilidades y resistencias.

Come consecuencia del clima tropical y de la fertilidad de sus suelos, Guatemala
posee una amplia vaniedad de flora de la cual sélo una pequefia parte se ha estudiado desde
¢l punto de vista de su bioactividad. :

Sabemos que la poblacién gustemalteca utiliza plantas medicinales para el
ratamiento de la gonorrea. El uso de estas plantas es tradicional, sin base cientifica pero
existe confianza en ellas y su precio es minimo. Por lo tanto, esta justificado probar
cientificamente su verdadero poder terapéutico y asf validar su uso; por lo que el presente
estudio contribuye a determinar la actividad anti-N gonorrhoeae in vitro de siete plantas
utilizadas para ef tratamiento fradicional de la misma.

Este estudio permite continuar las investigaciones iniciadas y asi determinar sobre
bases cientificas el uso de las plantas medicinales como agentes antibacterianos. De
validarse cientificamente el use de estas plantas, se lograri que en un futuro se use como
una alternativa terapéutica que disminuya la dependencia de la utilizacién de productos
importados.
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OBJETIVOS
1. Generales

1.1 Validar cientificamente la actividad anti N gonorrhoeae de siete plantas usadas
popuiarmente para el tratamiento de gonorrea

2. Especificos

2.1 Adaptar ura metodologia de dilucién en agar para demostrar ia susceptibilidad in vitro
de NV gonorrhoeae contra extractos vegetales.

2.2 Demostrar la actividad anti-N. gororrhoeae de extractos de las plantas:
A guatemalensis, C. alata, C. cujete, G, lupuloides, (. amara y S. cayennensis, usadas
popularmente para el tratamiento de gonorrea en Guatemala.

2.3 Confirmar la actividad anti-N. gonorrhoeae en extractos con disolventes de polaridad
decreciente de hojas de B. orellana, que demostré bioactividad en estudio previo.

2.4 Determinar ia concentracién inhibitoria minima de los extractos vegetales que
demuesiren actividad.




6 HIPOTESIS

De las 7 piantas utilizadas para el tratamiento de enfermedades de transmision sexual,
al menos una inhibird el crecimiento i vitro de N gonorrhoeaqe.

24
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7 MATERIALES Y METODOS

1

2.2

31

3.2

4.1

Universo de trabajo

Ciento una plantas utilizadas popularmente en Mesoamérica en el tratamiento de
enfermedades de transmisién sexual, :

Muestra

Percolaciones etandlicas de seis plantas utilizadas frecuentemente en el tratamiento
de enfermedades de transmisién sexual, no estudiadsas previamente y que estaban en
flor en el momento de recoleccién, siendo éstas: Acalypha guatemalensis, Cassia
alata, Crescentia cujete, Gouania lupuloides, Quassia amara, Stachytarpheta
cayennensis. Y extractos hexdnico, cloroférmico, metanélico ¥ acuoso de una
séptuna planta, Bixa orellana, que demostré actividad contra A gonorrhoeae en
estudios preliminares.

Tres cepas de N gonorrhoeae aisladas de pacientes del Dispensario Municipal # 3,
proporcionadas por el Dr. Erwin R. Solérzano y tipificadas en ¢l Hospital General de
Enfermedad Comiin del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social, que mostraban
diferentes patrones de resistencia a los antibiticos.

Recursos
Humanos

Investigadora: Dora Carolina De Matta Rodri guez
Asesor: Lic. Armando Céceres Estrada

Institucionales

Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAYA, S.A

Hospita! General de Enfermedad Comiin del Instituto Guatemalteco de Seguridad
Sacial.

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

Materiales

Equipo

Balanza analitica . Incubadora
Campana bacteriolégica Refrigeradora
Autoclave Estuta eléctrica
Rotavapor Mechero bunssen




Gradiilas

Asa de nicromo

Papel filtro Whatman No. 1 Tamiz
Pipetas amtomédticas de 5-40 y 40-200 pul Pipetas graduadas de 2, 3, Sy 10 ml
#4.2  Materiales de laboratorio
Cajas cuadriplate de petri Agitadores de vidrio
Embudo de vistago corto ErlenMeyer de 250 y 500 ml
Jarra de vidrio con candela Tubos de tapén de rosca
Frascos de color ambar de 3 onzas Beaker de 100, 500 y 1000 m!
Algodén Papel filtro
Gasa
4.3 Reactivos
Etanol al 35% Hexano
Cloroformo Metanol
Caldo tripticasa soya Agar Mufler-Hinton
Sangre de carnero desfibrinizada al 5% Solucién salina estéril
Suplemento Ty I de Merck Cristal violsta
Vaselina s6lida Solucién de lugol
Safranina H2022l 30%
Alcohol acetona Agua desmineralizada
5 Procedimiento
5.1 Se mvestigh la informacién escrita, nacional e internacional, de las plantas

utilizadas para el tratamiento de gonorrea en Mesoamérica en general v Guatemala en
particular. Se detectaron 101 plantas, de la cuales 46 han sido analizadas previamente y
siete que se escogieron segan lo descrito anteriormente.

5.2

Preparacion de las plantas

Se recolectaron, herborizaron y clasificaron las plantas. Se cortaron, lavaron,
escurrieron y colocaron en secadores especiales los drganos especificos de las siete plantas
identificadas que se utilizan en el tratamiento contra la gonorrea segin lo informa la
literatura y puede observarse en el Anexo 1. Se cortaron en trozog pequefios y/o molieron
hasta obtener una consistencia uniforme. En el caso de! morro se utilizé la parte interior
del pericarpio del fruto fresco. Por fltimo, se almacené en bolsas plésticas, se sell6 e
identifico.




5.3 Obtencion de las tinturas vegetales

Para la obtencion de la tintura vegetat por percolacion se utiliz6 10 g de la materia
seca vegetal (Anexo 1) y se mezci6 con 100 ml de etanol al 35 por ciento durante 24 horas.
Se llevé a cabo la extraccion en un percolador pléstico de medio litro improvisado. En la
boca del percolador se puso algedén y papel filtro para evitar e! paso de material sélido al
percolado. Al término de las 24 horas, se destapé y dej6 gotear. Por iltimo se esterilizé por
filtracién con membranas de papel filro Whatman No. 1 para obtener el percolado final y
se guardé en refrigeracion. Siguiendo el mismo procedimiento se obtuvo el percolado de
todas lag plantas a excepcién del morro, del que se utiliz6 la parte interior del pericarpio del
truto ya que ésta es la parte utilizada de 1a planta que la literatura informa y !2 forma como
se usa popularmente. Para el procesamiento del morro, se preparé un cocimiento de 10 g
de la parte interior del pericarpio del fiuto con 100 mi de agua desmineralizada. Se hirvié
durante 5 minutos y luego se filtrs.

Para la confirmacién de la actividad de B. arellana {achiote) se realizé una extraccion
a temperatura ambiente por percolacién con disolventes de diferentes polaridades, como
son hexano, cloroformo, metanol y agua. En el caso de S cayennensis, se usaron esos
extractos por contarse con ellos de un estudio anterior basado en otros microorganismos.
Por la toxicidad y efectos farmacolégicos de estos disolventes fue preciso concentrar los
extractos, evaporando el disolvente a presién reducida y temperatura controlada (rotavapor)
hasta alcanzar un estado de miel. En el caso del extracto acuoso se concentré por medio de
tiofilizacién,

De cada una de las tinturas y extractos se prepar6 una solucién madre de 10 mg/m} y
a partir de ésta se ensayd tres diluciones finales 2, 1 ¥ 0.5 mg/ml con el medio de cultivo.

5.4 Preparacién del indculo

Se obtuvo tres cepas de M gonorrhoeae procedentes de pacientes sintomdticos del
Dispensario Municipal # 3. Se sembré en medio Thayer Martin, se incubé 72 horas a 35° C
hasta obtener crecimiento. Se efectuaron pruebas confirmatorias; se observé el crecimiento
bacteriano al microscopio con la coloracién de Gram, se efectué prueba de catalasa con
H20z al 30 por ciento y se confirmé su género v egpecie por medio del sistema API NH.
Este sistema esta formado por 10 microtubos conteniendo sustratos de forma deshidratada,
para realizar 12 pruebas de identificacién (reacciones enzimaticas y fermentaciones de
aziicares), asf como la investigacién de una penicilinasa. Se efectus el antibiograma a cada
una de las cepas, se seleccioné tres cepas: una cepa sensible a la penicilina, otra resistente a
la penicilina, v una tercera resistente a penicilina y tetraciclina. Se resembré en Agar
Chocolate cada 72 horas. Para sn conservacién se preparé leche descremada al 109 estéril
con un inéculo abundante individualmente para cada Neisseria, luego se congelaron
alicuotas a —70° C. Por aparte, con cada una de las cepas se preparé 0.5 mililitros de
solucién salina estéril y a ésta se le agregd un indéculo abundante del cultivo para tener una
suspensién concentrada y uniforme del gonococo listo para el ensayo de actividad
antimicrobiana.
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5.5 Establecimiento del Bioensayo

En todo el estudio se utiliz el medio Thayer Martin con suplemento I (contiene

Vancomicina, Colistina v Trimetoprim como sgentes selectivos para la iphibicién de la
flora perturbadora) y suplemento II (enriquecedores que favorecen el crecimiento de
Neisseria) asegurando asf un crecimiento puro. El método de dilucién en agar para evaluar
la actividad antimicrobiana i» vitro se establecié de la siguiente forma:
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Se preparé el medio Thayer Martin, (TM), en tubos de 4 ml, a estos se les agregé la
suspensién de Penicilina para obtener tres diferentes concentraciones firales (10, 5
v 2.5 pg/ml), se mezelé bien. A éste le llamamos Agar-Antibiético.

Se prepararon las cajas cuadriplate, se deposité en un cuadrante Gnicamente el
medio TM y en los ofros fres cuadrantes el Agar-Antibiético, cada dilucién en un
cuadrante. Se dejé enfriar y solidificer el medio. Se incubé las cajas por 24 horas
como prueba de esterilidad. Luego se guardaron en bolsa pléstica en refrigeracion
hasta el momento de su uso.

Se sembré por estrias la suspensién de M gororrhoeae, se incubé 48 horas en jarra
con candela a 35° C, se observé el crecimiento en cada uno de los cuadrantes, y se
interpretaron los resultados.

Reto Antibacteriano

Se preparé el medio TM en tubos de 4 mli, se agregé la tintura de la planta a ensayar
en las diluciones correspondientes para obtener las concentraciones finales de 2, 1 y
0.5 mg/mi, a éste le llamamos Agar-Planta.

Se vertid en un cuadrante medio TM sin extracto como medio de control del
crecimiento de la V. gororrioeae; en el caso de los extractos de hexano, cloroformo
v metanol, se le agreg6 al medio de control 20 pl del solvente Dimetilsulféxido
{DMSQ) que se utiliz6 como vehiculo para los extractos que se encontrabsn en
estado de miel. En los tres cuadrantes restantes, se vertié uaa dilucién en cada uno.
Se dej6 enfiiar y solidificar el medio. Se incubé las cajas por 24 horas como prueba
de esterilidad, se guardaron en bolsa pldstica en refrigeracion hasta el momento de
5U USO.

La suspensién de cada una de las tres cepas de M gororrhoeae se sembré por
estr{as, en triplicado, se dejé reposar durante 5 a 10 minutos, se incubé 48 horas en
Jarra con candela a 35°C y se observé el crecimiento o inhibicién del gonococo.

-
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3.7  Interpretacién de resultados

Se observo el erecimiento en las zonas de inoculacién y se interpret6 de la siguiente

forma:
Hay inhibicién del crecimiento: Actividad positiva ( += positivo)
No hay inhibicién del crecimiento: Actividad negativa ( - = negativo)
Presencia de microorganismos
fuera de la inoculacion: Contaminacién

5.8 Determinacién de ia CIM

Se ensay6 las primeras diluciones 2, 1 y 0.5 mg/ml y se continué sucesivamente
hasta 0.062 mg/mi.

5.8.1 Se prepar6 el medio TM en tubos de 4 ml, se agregé el extracto de la planta en las
diluciones correspondientes para obtener las concentraciones finales.

6 Disefio Estadistico

La parte experimental se inicié con el tamizaje de la tintura de cada planta Cada
extracto vegetal fue la unidad experimental en tres diferentes dosis que fueron las
diluciones. Cada cepa de N. gororrhoeae representé un tratamiento el cual se efectué en
triplicado. Y por dltimo se determiné la CIM de los extractos que mostraron actividad
inhibitoria.

Los resultados se analizaron por medio de una prueba binomial.

Ho: El extracto si tiene efecto inhibitorio.

Ha: El extracto no tiene efecto inhibitorio.

Andlisis de Resultados:

Variable binomial:  Exito
Fracaso

inhibicién  (+ )
no inhibicién ( - )
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8 RESULTADOS

En base a la informacién bibliografica, de las 1901 plantas utilizadas popularmente
en el tratamiento de gonorres, se seleccionaron 6 aiin no estudiadas Yy se escogieron por su
amplio uso popular a nivel nacional e internacional para el tratamiento de gonorrea,
abundancia en el pais y posibilidad de obtencién y caracterizacién en la época del afio en
que se efectud el ensayo para demostrar su actividad anti-M gonorrhoeae. Se obtuvieron
tinturas etanélicas de las siguientes plantas: A guatemalensis, C. alata, C. cujete, G
jupuloides y Q. amara.  Se trabajé con extractos obtenidos fraccionadamente con
disolventes de diferente polaridad de S. cayennensis.

Para confirmar su actividad se incluyé, bajo el mismo método de dilucién en agar de
este trabajo, a la séptima planta B. orellana, que ya habia presentado actividad anti-N
gonorrhoeae. En ¢l presente trabajo se utilizaron los extractos obtenidos fraccionadamente.

El método de dilucion en agar utilizado en el presente estudio consistié en preparar el
medio de cultivo, TM, y agregarle la tintura o extracto (todo en diferentes volimenes segin
el ensayo a efectuar), mezclar bien y verterlo en el cuadrante que corresponde de la caja
cuadriplate. El objeto de adaptar este método fue Jjustificado porque las técnicas de
difissién son atiles Gnicamente cuande las moléculas bioactivas son solubles en agua y por
consiguiente difunden en el agar; un método de dilucién evidenciars tanto moléculas
solubles en agua como insolubles. Por otro lado, la consistencia de mie! de los extractos
obtemdos por fraccionamiento impide su adecuada impregnacién en fos discos de papel
secante. Esta miel al entrar en contacto con el medio de cultivo caliente y agitacién suave
por inversién, se dispersé homogéneamente lo que aseguré resultados confiables y
reproducibles. Esto se evidenci6 de la siguiente forma: se sembraron las cepas de N
gonorrhoeae en diferentes puntos de la caja de cultivo; en el caso de las plantas inlubidoras
no hubo crecimiento en ninguna de las siembras; por el contrario, los extractos no
inhibidores permitieron el crecimiento de N gonorrhoeae en todas las inoculaciones. Esto
dio la sequridad de haber obtenido una buena difusién del extracto vegetal en el medio.

Ya obtenidas las tinturas y extractos se procedié a la obtencién de las cepas de N
gonorrioceae a vtilizar. Todas las cepas se aislaron en el medio TM, se seleccionaron en
base 2 su sensibilidad a los antibiéticos. De m promedio de 25 cepas de N gororrhoeae
. obtenidas desde el inicio del trabajo, se determiné que un 80% fueron productoras de 8-
lactamasa como lo demostraron las pruebas confimmatorias API NH efectuadas, ya que
¢stas mvestigan también la presencia de penicilinasa. Se seleccionaron tres cepag por tener
patrones de antibiograma diferentes, cuyos resuitados se presentan en el cuadro siguiente.




ANTIBIOGRAMA DE LAS CEPAS USADAS DE &, gonorriioeae

Numero de Antibiéticos utilizados, diametro de inhibicién en milimetros
Cepa

g

Te CXM CAZ CRO NOR CTX

Cepa 1 0 2 35 34 37 30 38
Cepa 2 0 19 40 38 38 40 37
Cepa 3 4 26 42 36 38 34 36

P: Penicilina, Te: Tetraciclina, CXM: Cefuroxime, CAZ: Ceftazidima, CRO: Cefiriaxone,
NOR: Nortloxacina, CTX: Cefotaxime.

Para lograr el objetive de adaptar una metodologia de dilucién en agar para
demostrar la susceptibilidad n vitro de M. gonorrhoeae se procedi6 al establecimiento del
Bioensayo, se prepard el medio de TM, dejando un control sin antibidtico y los tres
cuadrantes restantes con su respectiva concentracion de 10, 5 y 2.5 pg/ml de penicilina y se
procedi6 a sembrar por estrias en triplicado las suspensiones bacterianas; log resultados
fueron los siguientes:

ESTABLECIMIENTO DEL BIOENSAYO ANTINEISSERIA

Inhibicion del crecimiento de N gonorrhoeae
por la Penicilina

Numero de Medio TM Medio TM Medio TM Medio T™
epa Control 10 pg/mi P S png/mtP 2.5 pg/mi P
Cepa 1 - - - .
tepa 2 - - - -
Cepa 3 - + + +

Hay inhibicion del crecimiento: + No hay inhibicién del crecimiento: -
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Seguidamente se procedié a efectuar el reto antibacteriano o sea la determinacién de
la accidn anti-N. gornorrhoeae de las tinturas Yy extractos, usando las concentraciones de
2.0, 1.0¥ 0.5 mg/ml de los extractos en el medio TM con tres repeticiones, tomando como
positivos los extractos que inhibieron completamente el crecimiento de M. gonorsioeae con |
relacién al control de crecimiento (medio TM sin extracto), los resultados se presentan en el
siguiente cuadro,

INHIBICION DEL CRECIMIENTOQ DE
N. gonorrhocae EN EL AGAR-PLANTA |

Inhibicién del crecimiento de ‘
N. gonorrhoeae en ol Agar-Planta |
|

Tintura o Parte  Disolvente de  Control  Agar-Pl Agar-Pl  Agar-P|
Extracto usada  extraccién 2mg/ml 1 mg/mt 0.5mg/ml

A guatemalensis Hoja  Etanol 35% - - . -

B. orellana Hoja  Etanol 35% -
Hexano -

Cloroformo -

Metanol -

Agua - - - -

+ o+ 4
+ o+ 4

C afara Hoja  Etanol 35% - - - -

C cujete Fruto  Etanol 35% - - - -
Cocimiento - - - -

C lupuioides  Hoja  Etanol 35% - - - -

{ wmnara Hoja  Etanol 35% - - - -

-+

cayennensis  Hoja Hexano -
Clorotormo -

Metanol -

Agua - - - -

+ +
+ 4+ +

Hay inhibicién del crecimiento: + No hay inhibicién del crecimiento: -




Como puede observarse. los resultados fueron los mismos en las tres repeticiones, los
extractos de 3. oreilana v S. cayennensis confirmaron y demostraron actividad anti-N,
gonorrioeae, respectivamente. En la Gltima fase del estudio se determiné la CIM de los
extractes positivos, disminuyéndose la concentracién hasta que el extracto no presentd
accion. Los resultados se observan en el cuadro sigujente:

. DETERMINACION DE LA CIM
DE LOS EXTRACTOS DE B. oreilana Y S. cayennensis

B. orellana S cayennensis
Concentracion Hexano Cloroformo Metanol Hexano Cloroformo Metanol
del extracto

mg/ml

01258 - - -

1,062 - - -

Hay inhibicién del crecimiento: + No hay inhibicién del crecimiento: -
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

La gonorrea es 2l prototipo de las ETS y aunque la situacién socioecondémica actual
pareciera favorecer el aumento de esta enfermedad, los informes de gonorrea han
disminuido principalmente & nivel de centros de salud y dispensarios municipales de Ia
ciudad capital y Escuintla Esto se observé durante el desarrollo del presente trabajo ya que
por este motivo fue dificil obtener las diferentes cepas de N gororrhoeae.

Con una visién optimista, lo anterior podria deberse a que efectivamente los casos de
gonorrea si han disminuido, a causa probablemente de las recomendaciones que
incansablemente se han dado por la enfermedad del SIDA v que por cambios en las -
practicas sexuales, otras son las enfermedades que han aumentado su incidencia como por

2jemplo herpes.

Es necesario aclarar que la obtencién de las muestras para este estudio se efectué en
2l Dispensario Municipal # 3 en donde la mayoria de pacientes con gonorrea son mujeres
trabajadoras del sexo. También se visité periédicamente otros Centros de Salud y el Centro
de Salud de Escuintla al cual acuden un promedio de 200 mujeres trabajadoras del sexo a la
semana para su examen obligatorio de profilaxia Basados en su trabajo, la opinién de
estos medicos es que las trabajadoras del sexo no acuden al médico para su tratamiento y se
automedican con la ayuda de los dependientes de farmacias. En el caso de las trabajadoras
del sexo que acuden a los centros de salud para obtener su permiso de trabajo, se sospecha
que antes del examen ellas se hacen duchas vaginales que dan resultados falsos negativos
20 los exdmenes. De allf se origina una dificultad en la obtencién de cepas de N
gonerrhoeae para estudio como sucedié en el presente frabajo.

En la busqueda de las cepas de diferentes sensibilidades se observé que en mayor
porcentaje se obtuvieron cepas productoras de B-lactamasa o sea resistentes a la penicilina,
lo que confirma que la resistencia antimicrobiana de N gororrhoeae ha mmentado
principalmente a la penicilina  Sin embargo, no se obtuvieron cepas resistentes a los
actuales tratamientos de eleccion como se evidenci6 en los antibiogramas realizados, lo que
confirma que ¢stos son altamente efectivos, seguros y practicos por su corta duracién.

Entre las observaciones que se efectuaron en el aislamiento v manejo de las cepas de
© V. gororrioeas, podemos mencionar que: ¢l medio de TM en tubo se conserva por més
tiempo que en caja, pero el aislamiento de la bacteria se favorece mds en caja ya que crece
mas abundante por condiciones de espacio. Hay cepas tan resistentes al ambiente que ain
sin incubar ]a muestra tomada en las primeras 24 horas, todavia crecieron al tercer dia de
incubacién. Sin embargo, también hay cepas que con todos los cuidados se aislan colonias
muy pequefias v no se logra su resiembra.

En los diferentes Agar-Planta de extractos no inhibidores, las cepas de N
goncrrhoeae crecieron en igual forma sin diferencia entre ellas, con respecto a su
sensibihidad particular a la penicilina y tetraciclina
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El método de dilucion en agar, demostré ser reproducible y confiable. Por tener los
extractos obtenidos con hexano, cloroformo y metanol consistencia de miel vy ser insolubles
en agua fue adecuada esta técnica; ya que esta miel, favorecida por la temperatura del
medio, se dispersé homogéneamente en el mismo y con mayor razén los extractos
etandlicos. La inhibicién o no del crecimiente de N gonorrhoeae, dependiendo del
2xtracto que se ensayd, es igual en cualquier punto de siembra.

Ninguno de los extractos etanblicos y acuosos de las plantas estudiadas (A
guaremalensis, B. oreilana, C. alata, C. cujete, G. iupuloides, (. amara y S. cayennensis)
presentaron actividad anti-N. gororrhoeae. Sugiriéndose que el uso de estas plantas en el
tratamiento de la gonorrea se deba a que puedan aliviar algunos sintomas de la enfermedad
por medio de otras propiedades atribuibles a dichas plantas, es decir, que pudieran ser
diuréticas o antinflamatorias.

Al preparar el Agar-Planta con los extractos obtenidos con hexano, cloroformo y
metanol se utilizé DMSO como un medio para solubilizar el extracto, va que estos tienen
consistencia de miel lo que dificulta su manejo. Para descartar cualquier influencia en el
crecimiento de N gonorrhoeae por parte del DMSO, se le agregd al medio del control. El
crecimiento de N gonorrhoeae eneste medio fue normal.

Los extractos hexdnicos tanto de B. orellana como de S cayennensis fueron los que
demostraron mayor achvidad anti-N. gororrhoece.. La CIM para B. orellana fue de 0.25
mg/ml ¥ 0.7 mg/mi para S. cayennensis.

El extracto cloroférmico fue el segundo con mayor actividad para ambas plantas,
stendo 1a CIM de 0.5 mg/ml pare B. orellara y 0.8 mg/m!l para S cayennensis.

Por ultimo, el extracto con metanol tuvo la menor actividad, con una CIM de 1.0
mg/ml para las dos plantas.

De lo anterior se deduce que las moléculas bioactivas son solubles en disolventes
polares lo que indica que ésta es su naturaleza quimica. Dada la mayor actividad en los
disolventes polares, podria concluirse que los principios activos son aceites esenciales,
grasas U otros compuestos insolubles en agua

La actividad anti-N. gonorrhoeae de las plantas' B. orellana y S. cayennersis
demuestran que pueden tener un espectro de inhibici6n amplio, ya que mostraron actividad
contra cepas tanto sensibles a la pemicilina y tetraciclina como resistentes a estos
antibidticos.

Los resultados de la presente investigacién confirmaron la hip6tesis y objetivos
planteados en vista que dos plantas demostraron actividad anti-N. gonorrhoeae. Estos
| hallazgos preliminares son estimulantes para continuar con un fraccionamiento bioguiado
de los extractos que demostraron actividad, con el fin de elucidar la estructurs molecular
del compuesto responsable de ia actividad anti-N. gonorrioeae.



Ll
[}

Los resultados permiten demostrar que el uso popular de algunas de estas plantas en
el tratamiento de gonorrea, realmente tienen una actividad inhibitoria que podria justificar
su uso v eventualimente propiciar la biisqueda de nuevos medicamentos para combatir este
flagelo de la humanidad
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CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de A guatemalensis, C. alata, C. cujete. G. lupuloides, Q.
dmara y S. cdyennensis no presentaron actividad anti-N. gonorrhoeae en ninguna de las
dosis, 2.0, 1.0 ¥ 0.5 mg/ml.

Se confirmé la actividad anti-N. gonorriveae de las hojas de B. orellana para los
extractos obtenidos con hexano, cloroformo y metanol y la CIM obtenida fue de 0.25,
0.5 y 1.0 mg/ml respectivamente. Con los extractos etanélicos y acuosos no se obtuvo
actividad.

Los extractos obtenidos con hexano, cloroformo y metanol de hojas de S. cayennensis
demostraron actividad enti-N. gonorrhoeae y la CIM obtenida fue de 0.7, 0.8 y 1.0
mg/ml respectivamente. El extracto acuoso no presenté actividad.

El 100 % de cepas de N gonorrhoeae utilizadas fueron sensibles a los extractos activos
de hojas de B. orellana y S. cayennensis.

Los resnitados obtenidos proporcionan validez cientifica al uso popular de B. orellana
(achiote) y S. cayennensis (verbena) contra la gonorrea, pero afin hacen falta mds
estudios.
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RECOMENDACIONES

Efectuar estudios epidemiolégicos para determinar la verdadera incidencia de gonorrea
en Guatemala.

Determinar el grado de resistencia a los antibiéticos adquirida por las cepas de N
genorrhcece en Guatemala

En vista de la labilidad de las cepas de N gororriceae, se recomienda perfeccionar los
métodos de conservacién de esas cepas.

Al resembrar un cultive puro de M. gonorrhoeae se recomienda el medio TM pero solo
con el suplemento II {enriquecedor)

Utilizar el método de dilucién en agar para evaluar la actividad anti-N. gonorrhoeae de
ias plantas pendientes de estudio.

Realizar fraccionamiento biogwiado para elucidar el principio activo anti-N.
gonorrhoeae de los extractos de B. oreflana v S. cavennensis.

Efectuar ensayos pre-clinicos de los extractos que mostraron actividad anti-M
gonorrhoeae en el presente estudio, para evaluar la toxicidad, efectos secundarios,
teratogénicos, duweticos y otros.
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