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1. RESUMEN

Debido a que diversas especies de valeriana, sobre todo Valeriana officinalis L., han
mostrado actividad antimicrobiana, se decidié investigar la presencia equivalente de
actividad antimicrobiana en la especie nativa Valeriana prionophylla Standl., de cuya

actividad antimicdtica ya existen reportes en Guatemala.

Se utilizé una técnica de difusion en agar para evaluar la inhibicién del crecimiento
de 6 diferentes bacterias (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhi ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922, Pesudomona aeruginosa ATCC 27843,
Micobacterium smegmatis ATCC 607 y Bacillus subtilis) por 6 extractos de hojas y raices
de especimenes de V. prionophylla procedentes de 3 diferentes regiones del altiplano de
Guatemala (Nebaj, en Quiché, Concepcion Tutupa en San Marcos y Cerro Raxquin en

Totonicapan).

Todos los extractos mostraron actividad inhibitoria, en diversos grados, del
crecimiento de Bacillus subtilis y Micobacterium smegmatis. M. smegmatis tuvo los
mayores halos de inhibicion. No hubo ninguna actividad inhibitoria para las restantes
bacterias.

Entre los extractos de raiz, los procedentes de Concepcién Tutuapa fueron los mas
activos. Entre los de hoja, los més activos fueron los de Nebaj (region 1). En términos
generales, los extractos de rizoma fueron mas activos que los de hojas. Es la primera vez

que se demuestra actividad antimicrobiana en hojas de V. prionophylla.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas se encuentran entre las primeras causas de morbilidad y
mortalidad en nuestro pais (1). La multicausalidad de estas enfermedades es compleja y,
sobre la base de tradiciones milenarias, con frecuencia se recurre al uso de plantas

medicinales como una alternativa para su tratamiento.

En consecuencia con esta realidad, se considera conveniente fomentar el estudio de
las propiedades antimicrobianas de las plantas medicinales del pais, dando prioridad, por
razones obvias, a las nativas. Entre estas plantas se incluye a V. prionophylla, especie
nativa poco estudiada, sin tradicion de uso antimicrobiano pero que, segun los informes de
Gaitan y colaboradores y Cruz y colaboradores, tiene cierta actividad antifungica, que

podria ser similar a la de V. officinalis (2, 3).

En el presente trabajo se hizo un tamizaje de la actividad antibacteriana de V.
prionophylla, utilizando un procedimiento de difusion en agar para medir la presencia
cuali-cuantitativa de actividad inhibitoria contra diversas cepas de bacterias
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhi ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 25922, Pesudomona aeruginosa ATCC 27843, Micobacterium smegmatis ATCC
607 y Bacillus subtilis). Se utilizaron extractos etanélicos de la raiz y las hojas de V.
prionophylla procedente de tres &reas del altiplano guatemalteco (Nebaj, en Quiché,
Concepcion Tutupa en San Marcos y Cerro Raxquin en Totonicapan). Una caracteristica
especial de este estudio es que se incluyeron extractos etandélicos de la hoja, que no se ha

considerado de uso medicinal.

Los extractos de V. prionophyllla fueron proporcionados por el Laboratorio de
Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT) de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC). Los cultivos se hicieron
en el laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Escuela de

Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC.



En este estudio se encontré actividad antibacteriana en los extractos de hojas y
raices contra Micobacterium smegmatis y Bacillus subtilis. M. smegmatis tuvo los mayores

halos de inhibicién. No hubo ninguna actividad inhibitoria para las restantes bacterias.

Entre los extractos de raiz, los procedentes de Concepcién Tutuapa fueron los mas
activos. Entre los de hoja, los procedentes de Nebaj (regién 1) fueron los mas activos. En

términos generales, los extractos de rizoma fueron mas activos que los de hojas.

Sobre todo, es de resaltar que por primera vez se encuentra actividad
antimicrobiana en los extractos de raiz y hojas de V. prionophylla. No se puede descartar
que, en estudios futuros, dependiendo del genotipo y cultivar, asi como de la edad

fenoldgica y de la época de cosecha, pudiera variar el espectro de actividad antimicrobiana.



3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Las enfermedades infecciosas se encuentran entre las causas mas frecuentes de la
morbilidad y la mortalidad de Guatemala. Predominan las infecciones gastrointestinales, las
infecciones respiratorias y las infecciones superficiales de la piel. De hecho, las infecciones

respiratorias y gastrointestinales ocupan los primeros dos lugares como causa de morbilidad

). .

Los agentes etioldgicos mas frecuentes de estas infecciones incluyen, en el caso de la
piel, a bacterias como Staphylococcus aureus Yy en el caso de las infecciones entéricas a
bacterias como Escherichia coli, Salmonella typhi y Shigellas de diversas especies y
serotipos. Bacterias como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae son causa
frecuente de infecciones respiratorias superiores e inferiores. Como agente etioldgico
menos frecuente, Pseudomonas aeruginosa, puede producir infecciones cronicas de la piel
y el tejido 6seo en ciertas circunstancias, asi como enfermedades pulmonares y de otros
tejidos en ciertos subgrupos de pacientes. Otros agentes, comparativamente menos
frecuentes, pero no por ello menos importantes, y con grados de patogenicidad variables,
completan el cuadro de la morbimortalidad por procesos infecciosos en Guatemala (por

ejemplo, Micobacterium tuberculosis y Clostridium tetani).

Aunque generalmente las infecciones bacterianas mas comunes son leves a
moderadas, en ciertos casos, principalmente en los de infecciones entéricas y respiratorias
en nifios, se trata de cuadros severos que pueden complicarse y provocar inclusive la

muerte.

Estas enfermedades reconocen una multicausalidad compleja. Baste como ejemplo
(por demés esta mencionar el incuestionable papel del agente etiologico o de los
determinantes econdmicos) indicar la dificultad de acceso geografico de algunas regiones

del pais que imposibilita el acceso a multitud de servicios.



Las comunidades de estas regiones, por esto mismo y por otras razones, se
caracterizan por la falta de conocimiento sobre las causas de las infecciones y sobre las
medidas de higiene béasicas para su prevencion. Asi mismo, cuando los necesitan, no

tienen acceso a medicamentos de sintesis.

Ademas, el tratamiento de los procesos infecciosos con antibioticos, sobre todo en
las areas rurales, aunque esté disponible y sea posible comprarlo, no siempre es aceptado
como primera opcion y, siguiendo los usos tradicionales, se aplican preparaciones
obtenidas de plantas. Entre estas plantas se pueden mencionar Byrsonima crassifolia (L)
HBK (nance), Hamelia patens Jacq (chichipin), Senna alata (L) Roxb (barajillo) y otras
cuyas propiedades antimicrobianas, en muchos casos, ya han sido convenientemente
validadas (4).

Tomado en cuenta esta situacién, se considera pertinente continuar buscando o
validando propiedades antimicrobianas en diversas plantas. Entre éstas se debe mencionar
a V. prionophylla, valeriana nativa de nuestro pais, cuya raiz primariamente se usa por sus
propiedades ansioliticas e inductoras del suefio; pero que ademas, Gaitany Cruz, en 2005,
en forma independiente, reportaron que presentan cierta actividad antifngica (2, 3).

Actualmente, en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC, se lleva a
cabo un estudio extenso de V. prionophyllla. Como parte dicho estudio, en forma
complementaria, y en consecuencia con los argumentos enunciados, se plantea la

investigacion de la actividad antimicrobiana in vitro de sus hojas y raices.



4. JUSTIFICACION

Anteriormente se han estudiado las propiedades ansioliticas y sedantes de los
extractos de la raiz de V. prionophylla (propiedades medicinales primarias de las
valerianas) que son anélogas a las de otras valerianas (como V. officinalis); pero se han
investigado poco otras de sus posibles propiedades, entre ellas las antimicrobianas, que
también podrian ser analogas a las de V. officinalis y otras valerianas. Aunque V.
prionophylla no tiene tradicion de uso como antimicrobiana, contamos con algunos
estudios hechos en Guatemala que han demostrado que posee cierta actividad antimicética
(2-6).

Particularmente, seria interesante encontrarle alguna actividad a las hojas, porque a la
fecha, en contraste con la raiz (pasa lo mismo con otras valerianas), no parecieran tenerla y

se consideran un producto de desecho.

Para Guatemala es importante continuar la investigacion de las propiedades
antimicrobianas de V. prionophylla porque las enfermedades infecciosas se incluyen
entre sus principales causas de morbimortalidad (1).

Ademas, si se demuestra actividad antimicrobiana en las hojas o raices de V.
prionophylla, en el futuro se podria agregar un nuevo uso a esta planta y, por lo tanto, se
volveria mas valiosa (econémicamente, por ejemplo) para los habitantes de los lugares
donde crece, lo cual, tratdindose de una especie nativa, es muy conveniente porque seria un

estimulo mas para su conservacion mediante un uso racional y sostenible.



5. MARCO TEORICO

5.1. SITUACION GENERAL Y TENDENCIAS DE LA SALUD EN GUATEMALA

5.1.1. Mortalidad

En 1,999, se registraron 53,486 defunciones, correspondiendo a una tasa de
mortalidad de 4.8 por 1,000 hab. Las primeras causas de mortalidad general, para ambos
sexos, correspondieron a neumonias y diarreas. En 1,999 estas causas representaron 22.3%
y 6% del total de defunciones, respectivamente. En 1,997, segun datos de Instituto Nacional
de Estadistica (INE), la mortalidad proporcional por los 6 grandes grupos de causas fue:
enfermedades transmisibles 13%; tumores 7%; enfermedades del aparato circulatorio 12%;
ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 8%, causas externas 13% Yy todas las
demas causas 47%. Los médicos certificaron 59.8% de las defunciones. El subregistro de

mortalidad se estimo en 56% (1).

A continuacion se hace una descripcion de la mortalidad por grupos de poblacion.

5.1.1.1. Nifios (0-4 afios)

Para 1,997 y 1,999, la tasa registrada de mortalidad infantil fue 37.7 y 40.5 por 1,000
nacidos vivos (nv). Las tasas de mortalidad neonatal y posneonatal fueron de 15.4 y 22.3
por 1,000 nv, respectivamente. La Encuesta Nacional de Salud Materno Infantil de 1,998-
1,999 (ENSMI-98/99), estimo la tasa de mortalidad infantil (TMI) en 45 por mil nv. Para
1,999, las infecciones respiratorias agudas (IRA), la enfermedad diarreica aguda (EDA) y
las causas perinatales representaron 40%, 12% y 11 % respectivamente, de las muertes de
menores de un afio. La tasa de mortalidad de nifios de 1 a 4 afios fue 14 por mil; 9 por
1,000 en el area urbana y 20 por 1,000 en el area rural (1).

5.1.1.2. Escolares (5 a 9 afios)

Para 1,999, se registraron 1,027 defunciones para una tasa de 0.6 por 1,000. Los casos
de EDA incrementaron de 16,015 casos en 1,997 a 43,119 en 1,998 y 50,799 casos para
1,999 (1).



5.1.1.3. Adolescentes (10 a 19 afios)

En el 2,000, la poblacion de 10 a 19 afios se estimo en 2,752,924 personas, 24% de la
poblacién total. EI 51% de esta poblacion vivia en el area rural. La tasa de fecundidad en
las adolescentes (15 a 19 afios) fue de 123 por cada 1,000 mujeres. Para 1,998, segun datos
del INE, las principales causas de muerte en el grupo de 15 a 19 afios fueron: muertes por

arma de fuego, neumonia e influenza, y las infecciones intestinales (1).
5.1.1.4. Adultos (20 a 59 afios)

Para 1,999, la poblacion entre los 20 a 59 afios fue 4,116,147 habitantes (39.3% del
total). Segun la Encuesta Nacional de Salud Materno Infantil de 1,995 (ENSMI'95), la tasa
estimada de mortalidad materna para 1,990-1,995 fue de 190 por 100,000 nv. Datos del
Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social (MSPAS) de 1,997 a 1,999, indicaron tasas
de mortalidad materna de 98, 100,2 y 94,9 por 100.000 nv, respectivamente. La tendencia
en la utilizacion de métodos de planificacion aumento6 de 31.4% en 1,995 a 38.2% en 1,998
y 1,999 (1).

5.1.1.5. Adultos mayores (60 afios y mas)

Para 1,999 se estimd en 5.3% la proporcion de habitantes de 60 afios y mas. Las 10
primeras causas de consulta en adultos mayores en servicios del MSPAS, fueron por

enfermedades prevenibles, transmisibles e infecciosas (1).

5.1.2. Morbilidad

Se enfatiza en las enfermedades diarreicas y respiratorias por ser las primeras

causas de morbilidad en el pais.



5.1.2.1. Enfermedades infecciosas intestinales

En 1,999 se registraron 385,633 casos de EDA (tasa de 3,470 por 100,000 hab),
ademas de 3,244 muertes (29.2 por 100.000) por dicha causa. En el 2000, la morbilidad
presentd un incremento de 21.6% con relacion a 1,999, registrandose 468,981 casos (4,220
por 100,000). En 1,999, los menores de 5 afios fueron el grupo més afectado con 61.8% de
los casos. Se observd un incremento en los casos de colera entre 1,997 y 1,999, donde se
registraron 1,008 y 2,077 casos, respectivamente. En el 2,000 se registraron 790 casos. En
1,999 y 2,000 se presentaron 18 y 6 defunciones por colera (letalidad de 0.9 y 0.8
respectivamente) (1).

5.1.2.2. Infecciones respiratorias agudas

En 1,999 las infecciones respiratorias agudas (IRA) eran la primera causa de
morbilidad y mortalidad en el pais. Se registraron 1,019,247 casos de IRA y 228,762 casos
de neumonia que causaron 11,082 defunciones. La neumonia fue la primera causa de
mortalidad entre los nifios menores de 1 afio (10.6 por 1,000 menores de un afio); 63% de
los casos y 50% de las defunciones ocurrieron en los menores de cinco afos (1).

5.2. EL GENERO VALERIANA

Las especies de valeriana han sido usadas por muchos afios y cada vez se encuentran
mas pruebas cientificas para demostrar su efectividad. Luego de 20 siglos podemos apreciar
en su justa dimension las apreciaciones de Galeno acerca de las propiedades sedantes de
valeriana (5, 6).

5.2.1. Descripcion de familia Valerianaceae

Valeriana es el género mayor de Valerianaceae, una familia representada en

todas las temperaturas y areas subtropicales del mundo.
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Valerianaceae fue descrita por Bentham y Hooker en el afio 1954 (6). Es una hierba
con hojas opuestas y sin estipulas. Las flores se disponen en corimbos o paniculas
terminales y son, usualmente, pequefias y numerosas. El caliz se encuentra por debajo del
ovario y forma un pequefio, a veces dentado, borde que es poco notable en el momento de
la floracion. La corola es usualmente monopétala, tubular en la base, con cinco I6bulos
extendidos. Siempre hay menos estambres que I6bulos en la corola. El fruto es pequefio,

seco Yy de aspecto de semilla, con una tnica semilla suspendida del extremo (6).

5.2.2. Quimica de la familia Valerianaceae

5.2.2.1. Terpenoides

Son derivados de la via del mevalonato y consisten en unidades de 5 carbonos con
maltiples ramificaciones. Los monoterpenos Yy los sesquiterpenos, con comparativamente
poca oxigenacion y cadenas substituidas, se encuentran frecuentemente en plantas como
mezclas complejas conocidas como aceites volatiles.  Se almacenan en &rganos

especializados y juegan un papel importante en su estrategia de supervivencia (6).

Los aceites volatiles de Valeriana consisten en una mezcla de mono y
sesquiterpenoides, o casi completamente sesquiterpenoides, siendo estos de gran interés e
importancia en lo que concierne a su quemotaxonomia y para la definicién de su actividad
biolégica. La cantidad total, el tipo especifico de terpenoides y la proporcion de los
mismos, presentes en un aceite volatil especifico derivado de una particular especie variara
considerablemente de acuerdo con factores ambientales tales como el clima y el suelo.

Evidentemente, también habra variaciones segln la parte de la planta que se destile (6).

Los monoterpenoides incluyen principalmente al borneol y sus esteres isovaléricos y

acetilicos (6).
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Los sesquiterpenos pueden constituir casi la totalidad de los aceites volatiles. Estos
estan constituidos principalmente por dos anillos basicos: el de tipo valerano y el de tipo
kesano. También se encuentran otros anillos relativamente menos importantes. Todos los
derivados kesil tiene cierta actividad sedante. Dentro de los sesquiterpenos del aceite
esencial merece especial mencién el &cido valerénico y otros varios compuestos con la
misma estructura bésica de este. El acido valerénico sobre todo, ha mostrado contribuir
substancialmente a la actividad sedante y espasmolitica del aceite esencial. EIl &cido
valerénico fue aislado en 1957 en conjunto con el valerenal. Otros derivados del acido
valerénico incluyen al &cido hidroxivalerénico y al &cido acetoxivalerénico. Existen otros
compuestos sesquiterpenoides que forman parte del aceite esencial, pero tienen una

importancia relativamente menor (6).

5.2.3.2. Terpenoides no voldtiles: VValepotriatos

Fueron aislados por primera vez en 1,966 de Valeriana wallichi DC, y atrajeron la
atencion como posibles responsables de la actividad sedante de la planta (dada la frecuente
observacion de la discrepancia entre la cantidad de aceites volatiles presentes en un extracto
y su efecto sedante). El esqueleto terpénico de los valepotriatos es esencialmente el mismo
que el de los monoterpenos glucosidos conocidos como iridoides, los cuales son muy
comunes en las dicotiledoneas, pero que, en los valepotriatos en particular, presenta la
caracteristica de carecer de residuos de azucar y de presentar cadenas laterales de esteres.
Los tres primeros valepotriatos aislados fueron el valtrato, el isovaltrato y el didrovaltrato.

Muchos otros valepotriatos se conocen en la actualidad (6).
5.2.3.3. Alcaloides y fenilpropanoides
Otros compuestos presentes en la valeriana incluyen compuestos nitrogenados

(alcaloides y aminodcidos) y fenilpropanoides (constituyentes del aceite esencial, lignanos,

flavonoides y compuestos relacionados) (6).
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Alcaloides. Diversos alcaloides se encuentran presentes en pequefias cantidades en
Valeriana. Estos se encuentran biogenéticamente relacionados con los terpenoides y las
similitudes en el esqueleto de carbdn son evidentes. Se mencionan valeclorine, valtroxal,

valerianina, actinidina y otros (56).

Fenilpropanoides. Constituyen importantes metabolitos secundarios de las plantas
con flores. En Valeriana, se habian encontrado 4 clases de fenilpropanoides como
constituyentes relativamente menores y, hasta hace algunos afios, no se habia demostrado

que jugaran un papel significativo en alguno de los efectos farmacoldgicos de extracto (6).

Glucosidos flavonoides. En 2,003, Marder y colaboradores reportaron la presencia
de la 6-metilapigenina y la hesperidina -glucosidos flavonoides-, en valeriana; estos

compuestos tendrian actividad depresora sobre el SNC (7).

En 2,004, Fernandez reportd haber encontrado linarina en los rizomas de ciertas
especies de valeriana (8). Esta molécula, al igual que la 2S-hesperidina, tendria actividad
hipnotico-sedante y, ambas, una importante interaccion sinérgica cuando fueron

combinadas con otros componentes de los extractos de que fueron obtenidas. (8).

Asi, los glucésidos flavonoides de valeriana forman un nuevo grupo dentro de la

creciente familia de flavonoides con actividad sobre el SNC.

Lignanos. En 2,004, Piccinelli aislé dos nuevos lignanos de la raiz de V.
prionophylla. Estos son 7,9°:7,9°diepoxilignano glucosidos. Su estructura se dilucidd por
medio de RMN 1D y 2D. Ya anteriormente se habian aislado otros lignanos de V.
officinalis. De ellos el 8-hidroxipinoresinol exhibi¢ afinidad por los receptores de 5-HT; a
bajas concentraciones micromolares y, el 4’-O-B-D-glucopiranosil-9-O-(6°’-deoxisacarosil)

olivil mostrd ser un potencial antagonista parcial de los receptores A; de adenosina (9).
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5.2.4. Farmacologia y Terapéutica de la familia Valerianaceae

Valeriana y sus extractos primariamente se usan como ansioliticos e inductores del
suefio. Se han hecho estudios electrofisiologicos, de union a receptor y otros, para
demostrar esta actividad. Se ha demostrado que el extracto acuoso de V. officinalis
disminuye la recaptacion del a&cido gamma amino butirico (GABA, por sus siglas en inglés)

en sinaptosdémas aislados (usando un GABA radiomarcado) (5).

Como ya se indic6, la actividad farmacoldgica de tipo ansiolitica y sedante de
valeriana se ha atribuido tanto a los valepotriatos como a los componentes del aceite
esencia (5). Mas recientemente se han descrito una serie de flavonoides que pudieran

también tener una participacion en la actividad farmacolégica de Valeriana.

Marder en 2003, encontré que muchos derivados flavonoides pueden ser ligandos
para el receptor GABA,, sitio de union benzodiazepinica, con sus resultantes acciones
depresoras en los ratones. No obstante la accion depresora no dependeria, por lo menos en
forma directa, de la unién a los cléasicos receptores GABAA, segun lo evidencia la
imposibilidad de la picrotoxina para bloguear la accién de los glucésidos flavonoides (7).

Fernandez en 2,004, describié propiedades hipnotico-sedantes para la linarina, un
flavonoide aislado de V. officinalis (8). También Fernandez, en 2,006, reportd una posible
accion depresora sobre el Sistema Nervioso Central (SNC) de un numero de glucésidos
flavonoides (2S-nehoesperidina, 2S-naringina, disemina, rutina y gosipina), en
comparacion con 2S-hesperidina y linarina. Estos glucosidos flavonoides incrementaron,
en diversos grados, el tiempo de suefio, redujeron los parametros exploratorios en la prueba
de la mesa agujereada y redujeron la actividad locomotora espontanea, en un grupo de ratas
a las que se les indujo un estado de suefio con tiopental. Pero la mayor actividad se

encontrd en las dos ultimas moléculas mencionadas, presentes en V. officinalis. (10).
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Houghton en 1,988, hizo una extensa revision de los constituyentes de valeriana
con énfasis en su actividad sedante. Se centr6 sobre todo en los sesquiterpenoides
(constituyentes del aceite esencial) y los iridoides (valepotriatos, monterpenos biciclicos).
Indicé varios modelos animales para probar la actividad farmacologica de valeriana.
Acerca de la actividad farmacologica sedante del extracto indico que solo un tercio de ella
se debe a los constituyentes del aceite esencial y pareciera haber una mejor correlacion
entre la presencia de valepotriatos y dicha actividad. También indicd que no siempre se
puede demostrar una correlacion perfecta entre actividad sedante y concentracion de
valepotriatos. También hizo un anélisis de la actividad farmacol6gica de los diferentes
constituyentes de valeriana. Por ultimo indico que los valepotriatos podrian tener cierta

actividad citotoxica (11).

Stevinson en 2,000, en una revision de 9 estudios aleatorizados, doble ciego, placebo
controlados, acerca de la utilidad de valeriana en el tratamiento del insomnio, concluye que
la evidencia sobre la utilidad de valeriana para esta indicacion es promisoria pero no
conclusiva. Indica que los resultados de algunos estudios sugieren que valeriana puede
tener efectos agudos y acumulativos sobre el suefio, pero no todos los estudios han
producido hallazgos positivos. Argumenta que esta discrepancia puede deberse a ciertas
inconsistencias entre estudios en cuanto al disefio experimental. Finalmente aboga por el
desarrollo de estudios rigurosos que puedan determinar la eficacia de valeriana como un
tratamiento para el insomnio. Aparentemente el principal problema radica en el pequefio

tamario de las muestras utilizadas (12).

Herrera-Arellano en 2,001, Hizo una evaluacién polisonmogréafica de los efectos
hipnoticos de un extracto estandarizado de la especie mexicana Valeriana edulis en
pacientes que padecian de insomnio. Este estudio es interesante porque hizo uso de una
medicion polisonmografica, la cual es considerada el estandar de oro para la evaluacion de
los trastornos del suefio. Segun este estudio, V. edulis mostrd ser util en disminuir los
episodios de despertar (produjo un suefio mas estable y con menos disrupciones) e
incremento, en la misma forma que V. officinalis, el tiempo de suefio REM. En cuanto a

seguridad, se concluy6 que V. edulis puede ser segura para un uso de corta duracion (13).
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Francis en 2,002, investigo el efecto de V. edulis sobre los trastornos del suefio en
nifios con deficiencias intelectuales. Este estudio arrojo datos indicadores de que V. edulis
podria ser util y segura en el largo plazo en nifios con trastornos del suefio que padecen de
deficiencias intelectuales. Se midieron pardmetros como la latencia del suefio, el tiempo
que tardd en despertar cada nifio, el tiempo total de suefio y la calidad del suefio. No se
hizo ninguna consideracién en cuanto a toxicidad a largo plazo. El estudio incluyd

solamente 5 pacientes (14).

Carlini en 2,003, mencion6 a V. officinalis como una planta con propiedades
ansioliticas. Carlini indico que, como se sabe, las substancias con propiedades ansioliticas,
sobre todo las de la familia de las benzodiazepinas, ocupan un lugar prominente en la
clasificacion de las mas utilizadas por el hombre para minimizar el estrés, la tension y la
ansiedad. Pero las drogas ansioliticas tienen una relacion riesgo/beneficio que es
desfavorable, sobre todo porque producen tolerancia y dependencia. No ocurre asi con

valeriana (15).

Carlini sefialé que esta planta ha mostrado beneficios en diversos estudios en relacion
con el tratamiento de los trastornos de suefio. Indicé reportes de la interaccion de diversos
constituyentes de valeriana con el sistema GABA en el cerebro: la inhibicién de la
transaminasa-GABA especifica, la interaccion con los receptores de GABA/benzodiazepina

y la interferencia con la recaptacion y liberacion de GABA en sinaptosémas (15).

Gutiérrez en 2,004, hizo un estudio para determinar si el extracto de V. officinalis
afecta las funciones cognitivas y psicomotoras. Para ello examiné el efecto del extracto de
valeriana (600, 1,200 y 1,800 mg) en comparacion con 10 mg de diazepam (control
positivo) y placebo (control negativo) en 10 voluntarios jovenes y sanos. Segun sus
resultados, valeriana no tendria efectos sobre el estado de humor o sobre las funciones

psicomotoras y cognitivas (16).
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Shinomiya en 2,005 hizo un estudio para investigar el efecto del extracto de valeriana
(V. officinalis) sobre el ciclo de suefio-vigilia usando un modelo de ratas. Se observo un
significativo acortamiento en la latencia del suefio a dosis de 1,000 a 3,000 mg/Kg. Por
otro lado el extracto de valeriana no tuvo un efecto significativo sobre el tiempo total de
vigilia, el tiempo de suefio no REM (ciclo del suefio sin movimiento rapido de los 0jos) o el
suefio REM. EIl extracto de valeriana a dosis de 1,000 a 3,000 mg/Kg mostré un
incremento significativo en la actividad delta durante el suefio no REM. Shinomiya
concluye que el extracto de valeriana puede ser Gtil como una medicina herbal con efectos

inductores del suefio y de mejoria en la calidad del mismo (17).

5.2.5. Actividad Antimicrobiana

Diez valepotriatos han mostrado actividad contra el hongo patégeno de las plantas
Cladosporium cucumerinum. El valtrato 3 fue activo a 1 ug y también mostro inhibicion
significativa a bajas dosis sobre otros hongos tales como Aspergillus fumigatus, Candida
albicans y Trichopyton mentagrophytes. El valtrato 3 y el dihidrovaltrato 5 también fueron
activos contra otros patdgenos de las plantas y los valepotriatos se mostraron promisorios

como un nuevo grupo de compuestos fungicidas (5).

En un estudio del Departamento de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad
de Nueva Jersey, se encontraron diferentes perfiles de actividad antimicrobiana en diversos
cultivares de V. officinalis. El aceite esencial del cultivar “Select” de Valeriana officinalis,
demostro actividad contra Aspergillus niger, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Saccharommyces cervisiae. Mientras tanto el cultivar “Anthose” tuvo baja o ninguna
actividad contra estos gérmenes incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Los autores del
estudio indican que probablemente estas diferencias radican en el tipo de cultivar y el

estado de desarrollo de las plantas utilizadas.
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Al analizar el perfil de componentes del aceite esencial en las variedades
antedichas, se pudo demostrar diferencias en relacion al cultivar, edad de la planta y tiempo
de cosecha. Los componentes encontrados en el cultivar “Select” fueron valerenal, bornil
acetato, 15-acetoxi valeranona, acido valerénico y camfeno. En el cultivar “Anthose” se
encontraron valerenal, (-)-bornil acetato, alfa-humuleno, camfeno, 15-acetoxi valeranona y
acido valerénico. El perfil de aceite esencial de estos cultivares no coincidia con los perfiles

de los quimiotipos propuestos en la literatura (18).

5.2.6. Toxicidad

El uso por siglos, respalda la seguridad de valeriana.  Numerosos estudios han
indicado que los extractos acuosos y alcohdlicos de V. officinalis tienen un alto valor de
DLso. Los principales sintomas de una sobredosis incluirian fatiga, dolor abdominal y
tremor, pero todos ellos desaparecen dentro de 24 horas (6).

Se ha descrito la presencia de citotoxicidad en los valepotriatos. Esto ha causado
preocupacion acerca de la seguridad de las preparaciones de Valeriana, particularmente en
el uso a largo plazo (6).

Gurley, en 2,005 utilizé las proporciones metabolicas fenotipicas de un Gnico punto
para determinar si la administracion a largo plazo del extracto de valeriana (V. officinalis)
y otras plantas podrian afectar la actividad del citocromo (especificamente CYP1A2,
CYP2D6, CYP2E1 O CYP3A4/5). EIl punto de partida de esta investigacién yace en el
hecho de que las interacciones de muchas drogas vegetales se relacionan directamente con
la modulaciéon, por medios fotoquimicos, del citocromo P450 (CYP). Los resultados del
estudio indican que no se producen cambios estadisticamente significativos en las
proporciones fenotipicas, es decir no se altera el citocromo P450. Por lo tanto, valeriana
pareceria ser menos probable que produzca interacciones hierba-droga mediadas por la
inhibicién del CYP (19).
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Markowitz en 2,004, informd sobre los resultados de una investigacion en que estudio
la influencia del extracto de V. officinalis sobre las enzimas del citocromo P450 2D6
(CYP2D6), conocidas por ser enzimas metabolizantes de drogas. Markoowitz administro,
como drogas de prueba, dextromertorfano (actividad sobre el citocromo CYP2D6) y
alprazolam (actividad sobre el citocromo CYP3A4). Estas drogas fueron administradas en
la linea base y luego otra vez después de la exposicion a dos tabletas de 500 mg de
valeriana. El experimento dur6 14 dias. Al final se midieron las concentraciones séricas de
los medicamentos de prueba. Markiwitz concluy6 que es improbable que las dosis tipicas
de valeriana puedan producir un efecto clinicamente significativo sobre el metabolismo de
medicamentos dependientes de las vias CYP2D6 o CYP3A4 del citocromo (20).

Yao en 2007, evalu6 la toxicidad de V. officinalis en ratas embarazadas y
embriones de 10.5 dias de gestacion. En este estudio no se observaron signos de toxicidad
materna y los resultados indican que no produce efectos sobre la fertilidad ni sobre el
crecimiento fetal. Los resultados de este estudio mostraron que el consumo de 65 veces la
dosis humana usual (de la forma farmacéutica de valeriana utilizada en el estudio) no tienen
resultados reproductivos adversos en ratas. Se indica que esta falta de toxicidad podria
estar relacionada con que el bajo pH del extracto removio las potencialmente citotoxicas

moléculas de epdxido (21).
5.3. VALERIANA EN GUATEMALA
5.3.1. Géneros de Valeriana en Guatemala
La familia de las valerianas consta de alrededor de 11 géneros, con mas de 300
especies que crecen principalmente en climas templados y regiones tropicales; en los

tropicos americanos se encuentran sobre todo en las altas montafias, excepto por algunas

especies herbaceas (22).
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De esta familia solo un género se ha descrito en Guatemala: Valeriana Linnaeus. Se
trata de un género con quizd 200 especies, que se encuentra en todos los continentes,
excepto en Australia. De este género 12 especies se han descrito en Guatemala: Valeriana
clematitis HBK, Valeriana cucurbitifolia Standl, Valeriana deltoidea F. G. Meyer,
Valeriana densiflora Benth, Valeriana palmatiloba F.G. Meyer, Valeriana palmeri Gray,
Valeriana prionophylla Standl, Valeriana pulchella Mart. & Gal., Valeriana robertianifolia

Brig., Valeriana scandens L., Valeriana sorbifolia HBK, Valeriana urticaefolia HBK (22).

Otras especies de plantas que no pertenecen a esta familia también se conocen en
Guatemala como valerianas, entre ellas Perezia nudicaulis Gray. (Asteraceae), Vetiveria
zizanioides L. (Poaceae) y chaptalia nutans (L.) Polak (Astereaceae). Su contenido de

valepotriatos y su actividad antimicrobiana fueron evaluados recientemente por Cruz (3).

5.3.2. Valeriana prionophylla Standl.

5.3.2.1. Ubicacion geografica

También se registra con el nombre comin de pericon de monte en la flora de
Guatemala. Es propia de bosques de pinos, himedos, abiertos o prados humedos alpinos o
antes bien de hendiduras de acantilados rocosos en alturas que van de los 2,100 a los 4,200
m. Crece en Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, Sacatepéquez,
San Marcos, Solold y Totonicapan. También crece en México y Costa Rica (22).

5.3.2.2. Filogenia

Las especies de Valerianaceae son componentes comunes de la flora alpina a través
del hemisferio norte asi como también en los Andes de Sur América. Bell en 2,004 publico
una clasificaciéon de Valerianaceae utilizando la muestra de valerianas mas grande

reportada hasta la fecha.
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Haciendo un analisis en conjunto con los resultados de otros estudios obtuvo las
siguientes conclusiones: 1) La dos principales divergencias basales en Valerianaceae las
conforman Patrnia y Nardostacys. 2) Valerianilla y Fedia forman una bien fundamentada
clase. 3) Valeriana no es monofilética. 4) Valerinaceae se origin6 en Asia y colonizé el
Nuevo Mundo en varias ocasiones. 5) Un gran grupo de valerianas exclusivas del Nuevo
Mundo son una clase muy bien fundamentada. Dentro de esta clase se encuentra V.

prionophylla (23).

No se cuenta a la fecha con estudios de cariotipo acerca de V. prionophylla,
pero serian de gran interés dada la considerable complejidad genética y taxondmica de
Valerianaceae, como lo demuestran los estudios de Corsi publicados en 1,984 acerca de los

aspectos fotoquimicos y biologicos de V. officinalis (24).

5.3.2.3. Descripcion

Se trata de una planta erecta, perenne. Raiz. Principal larga, a menudo ramificada.
Tallo. De 10 a 80 centimetros, dispersamente piloso o casi glabroso con los nodos pilosos.
Hojas. Predominantemente basales, usualmente numerosas y de aspecto algo cespitoso; los
bordes no divididos, oblongolineares a espatulados, principalmente de 3 a 30 cm de largo y
de 0.5 a 3 cm de ancho, obtusas, atenuadas en la base subpeciolar, los margenes son
serrados, serrado-dentados, undulado-dentados, crenados o raramente enteros, usualmente
ciliados, glabrosos a pilosos; hojas caulinares, en pares de 2 o 3, principalmente de 2 a 20
cm de largo, usualmente sesiles, algunas veces corto-pecioladas. Inflorescencias. Largo-
pedunculadas; las numerosas flores se disponen en un agregado dicasio, denso o difuso,
bracteas lineares, caliz limbo con 9 a 11 segmentos, corola rotada, de 1.5 a 3 mm de largo.
Blanco, rosado, o violeta palido, glabroso. Los estambres dirigidos hacia afuera, las anteras
apareciendo 4 lobadas, la teca sulcada, el estilo dirigido hacia afuera, aquenios de 2 — 3 cm
de largo, lisos o transversalmente rugosos, glabrosos o pilosos, las costillas adaxiales

usualmente son conspicuas (22).
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5.3.3. Estudio de V. prionophylla en Guatemala

Cruz y colaboradores en 2005, indica que el extracto de V. prionophylla presenta una
concentracion inhibitoria minima de 0.25 mg/dL contra Cryptococcus neoformans (3).
Gaitan, también en 2005, indica que V. prionophylla tiene actividad contra Sporothrix
schenckii, habiendo tenido una actividad inhibitoria contra la fase levaduriforme a una
concentracion de 0.5 mg/mL y contra la fase micelial a una concentracion de 0.025
mg/dL.(2).

En 2,005, Cruz publicé un ensayo clinico en el que evalu6 la efectividad de V.
prionophylla como inductora del suefio. Entre sus conclusiones indica que V. prionophylla
disminuyd significativamente la latencia del suefio, disminuyo el nimero de veces que los

pacientes despertaron durante la noche y mejoro significativamente la calidad del suefio (5).

Por otro lado, Piccinelli y colaboradores, en 2,004 publicaron sus hallazgos acerca
de la presencia de ciertos lignanos con actividad antioxidante y relajante vascular en V.

prionophylla de Guatemala (9).

Finalmente, en 2006 Calderon estudid la actividad citotoxica de extractos de V.
prionophylla de Quiché en cultivos de lineas celulares de cancer de mama, pulmén y

sistema nervioso central (25).
5.4. ELABORACION DE EXTRACTOS
5.4.1. Generalidades
Para la utilizacion de las plantas medicinales, la poblacion hace uso de técnicas
sencillas, pero para la validacion y ampliacion de sus indicaciones terapéutica, se deben

elaborar extractos que cumplan con criterio de reproducibilidad, eficiencia, estabilidad y

cuantificacion (26).
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Con un buen extracto se pueden hacer el tamizaje fotoquimico, la investigacion de la
actividad biocida o los ensayos in vitro, in vivo o de indole propiamente clinica (ensayos
en humanos) que permitan hacer la investigacion y validacion de la actividad (26). De
aqui que “antes de empezar un proceso extractivo. . . se debe definir la selectividad del
disolvente a ser usado en el proceso...” (27). Un extracto elaborado con los disolventes
adecuados, y procesado en la forma conveniente, es un punto critico para la investigacion

de las plantas medicinales.

Los disolventes mas utilizados en la industria de productos fitoterapéuticos son el
agua, en alcohol etilico, la glicerina, el propilenglicol y mezclas de estos liquidos (27).

Igualmente ocurre en la investigacion de laboratorio de las plantas medicinales.

En general, antes de ser usados, los extractos se procesan para obtener consistencias
que van desde liquidas hasta sélidas (27).

5.4.2. Extractos

La materia prima vegetal en la industria de fitofarmacos esta representada, en la
mayoria de la ocasiones, por la droga seca (26). La extraccion de los principios activos es
el paso inicial en la preparacion del material vegetal. Al material resultante del proceso de
extraccion se le conoce como un extracto. El extracto se obtiene por agotamiento con
disolventes (27).

Los extractos se pueden utilizar como productos intermedios que posteriormente se
utilizaran en diversas formas (27, 28). En la industria fitofarmacéutica daran origen a
diversas formas farmacéuticas terminadas. En el campo de la investigacion, que es el que
nos interesa en este documento, seran la base para los estudios de diversa indole que se

lleven a cabo.
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5.4.3. Métodos de extraccion

5.4.3.1. Clasificacién

En general, se pueden clasificar asi: expresion, destilacion o extraccion con
disolventes. En diversas farmacopeas se podran encontrar diversos métodos para la
elaboracion de extractos, en la Farmacopea Brasilefia, por ejemplo, se describen cuatro
métodos generales para la preparacion de extractos. Cada método de extraccion sirve a un
proposito en particular, la expresion, por ejemplo, es el método ideal para la obtencion de
aceites esenciales a partir de citricos. Por destilacion se obtienen aguas aromaéticas,

alcoholados (o espiritus) y aceites esenciales (26 - 28).

5.4.3.2. Extraccion con disolventes y sus fundamentos

Es un proceso que incorpora las sustancias activas de una droga cruda a un
determinado disolvente 0 menstruo en forma de disolucion. Puede desarrollarse en frio o
en caliente, pero a menos que la extraccion mejore sustancialmente con la elevacion de la
temperatura, siempre se hace a la temperatura ambiente, para disminuir los costos y la

peligrosidad en el proceso productivo (28).

La extraccion puede desarrollarse con una gran variedad de disolventes, empezando
por el agua (disolvente polar) hasta los disolventes organicos de naturaleza altamente no
polar como el hexano. La seleccion del disolvente esta determinada por los siguientes
factores: Naturaleza de los componentes a ser extraidos, precio y disponibilidad del
disolvente, operaciones unitarias del proceso, toxicidad del disolvente, aspectos
ambientales. El proceso extractivo es un proceso complejo donde se distinguen

fundamentalmente dos fases: la de lavado y la de difusion (28).
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En la fase de lavado, las células rotas por las operaciones de trituracion, entran en
contacto directo con el menstruo. Los componentes celulares existentes podran ser
facilmente disueltos o arrastrados por el disolvente, por lo que parte de las sustancias
activas pasan casi instantaneamente al disolvente en esta primer fase del proceso extractivo.
Cuanto mas fino es el polvo de la droga cruda, tanto mas importante es este proceso de
lavado celular (28).

La fase de difusion celular, también llamada de extraccion, transcurre en forma méas
compleja. Las membranas celulares arrugadas y secas de la droga cruda deben pasar a un
estado tal que permita el paso del menstruo al interior de las células. Esto se consigue por
esponjamiento de la estructura celuldsica de la membrana mediante la incorporacién de
moléculas del disolvente que provoca un aumento de volumen, lo cual permite el paso del
menstruo al interior de la célula. Este fendmeno es favorecido por el agua, no asi por
alcoholes de alta graduacion. El proceso que sigue combina fendmenos de disolucion,

difusion, 6smosis, dialisis, desorcion (28).

En la disolucion se distribuyen uniformemente uno o varios solutos en las moléculas
del disolvente. Este se va concentrando mediante el mecanismo de difusion, que es el flujo
de soluto desde donde hay mas concentraciéon hacia donde hay menos. Con el transcurso
del tiempo este gradiente se equilibra impidiendo una mayor extraccién del principio.
Mediante la 6smosis el disolvente puede viajar a través de la membrana, no asi el soluto
disuelto, por lo cual podemos hablar de la difusion libre del disolvente en este caso; es decir

el paso del disolvente de la solucién menos concentrada a la mas concentrada (28).

En el fendmeno de la dialisis ocurre lo contrario, las moléculas de soluto viajan de
la solucion mas concentrada a la menos concentrada o al disolvente puro a través de una
membrana. Cabe sefialar que en este proceso pasan solo las sustancias disueltas
molecularmente y aun asi solo aquellas menores que los poros del tabique representado por
la membrana celular. Ya establecido el equilibrio se establece el mecanismo de adsorcién-

desorcion sobre la superficie del tejido celular (28).
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5.4.3.3. Percolacion

Consiste en hacer pasar el menstruo a través de la droga cruda hasta su extraccion
exhaustiva. La percolacién se lleva a cabo en un percolador, aparato de cuerpo cilindrico o
cémico provisto de una llave de salida en la parte inferior, donde se coloca la droga cruda
previamente humedecida con el disolvente. La percolacidn simple consiste en la extraccion
completa de la droga con el disolvente simple o renovado. Tiene como desventaja el alto
consumo de disolvente. La repercolacion consiste en hacer recircular el disolvente a traves

de distintas fracciones de la droga, utilizando una bateria de percoladores (28).

Para mejorar el flujo del disolvente a través de materiales vegetales que tienden a la
compactacién se recurre a la adicidn de cascarilla de granos de arroz hasta un 10% del peso

de la materia prima vegetal (28).

5.4.4. Métodos de Concentracion

Los extractos se concentran evaporando el disolvente (sobre todo si es toxico) a
presion reducida y temperatura controlada, por medio de un rotavapor, hasta alcanzar un
estado de miel. Los extractos acuosos se suelen concentrar por medio de liofilizacién. En
esta forma los extractos son mas estables y faciles de almacenar y dosificar (26, 27, 28).

El proceso de concentracion busca aumentar el contenido de solidos totales en el
extracto con la finalidad de alcanzar un determinado contenido del residuo seco, producir
extractos blandos o como etapa preliminar en la produccion de extractos duros. Los
extractos también pueden ser concentrados para la extraccion en contracorriente con
disolventes no miscibles, con miras a la fabricacion de extractos purificados o al

aislamiento de substancias puras (27, 28).
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Los principios de funcionamiento de un evaporador rotatorio (rotavapor) son los
siguientes: 1) Un bal6n de evaporacion, a 40°C, rota a una velocidad constante produciendo
una pelicula que aumenta la superficie de evaporacion. 2) Con la ayuda de una bomba se
genera un vacio entre 30 y 300 mbar que facilita la evaporacion sin necesidad de aumentar
la temperatura. 3) El vapor del disolvente es condensado en el refrigerante que esta
conectado a un sistema de enfriamiento que luego se colecta en un bal6n colector (27).

5.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
5.5.1 Cultivos microbianos

Los cultivos microbianos se hacen con diversos propoésitos, por ejemplo para la
identificacion microbiana o para medir la susceptibilidad de las bacterias a los

antimicrobianos (29).

En lo que toca a las plantas medicinales, los cultivos para medir la susceptibilidad

microbiana forman parte de la etapa inicial del proceso de investigacion. Permiten definir:

o la actividad inhibitoria de una planta o sus derivados,

o la potencia de un compuesto (fitocomplejo, por ejemplo),

o la susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones conocidas de una droga
vegetal,

o el espectro de microorganismos inhibidos y

o la concentracion de la droga en el organismo humano.

Es preciso conocer el modelo microbiano y tenerlo controlado en condiciones de
laboratorio, ya sea por procedimientos in vitro o in vivo. La medicion de esta actividad

puede hacerse por métodos de difusion o dilucion (28).
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Otros métodos se basan en la evaluacion del crecimiento de bacterias inoculadas en
la superficie de medios conteniendo moléculas bioactivas (en el caso de plantas
medicinales, del extracto) (3, 29). Los resultados son reportados como crecimiento positivo
(no inhibido) o negativo (inhibido) (3). Inversamente otros métodos consisten en la
inoculacién de los microorganismos en el medio de cultivo y la perforacién de pozos que
son llenados con el extracto para luego de la incubacién medir los halos de inhibicion de

crecimiento (30).

5.5.1.1. Método de difusién

El método de difusion en agar, utilizando discos impregnados con los extractos de
las plantas, ha sido ampliamente validado y se utiliza con mucha frecuencia para la
evaluacion de la actividad antimicrobiana en plantas y antibioticos de sintesis (29, 31, 32,
33, 34, 35). Se ha utilizado en forma comparativa en conjunto con otros métodos de
medicion de actividad antimicrobiana y en diferentes investigaciones de actividad
antimicrobiana en medicamentos de sintesis (33, 36). También se han hecho
investigaciones acerca del rendimiento de este tipo de pruebas de susceptibilidad
microbiana en diferentes circunstancias (por ejemplo la prevalencia de susceptibilidad)
(37).

Las técnicas de difusion en agar proveen resultados razonablemente exactos y
precisos. Se usan como un procedimiento cualitativo, semicuantitativo y a veces
cuantitativo. Generalmente los microorganismos son categorizados como resistentes,
intermedios o susceptibles para cada agente antimicrobiano. Los antimicrobianos son
aplicados en forma de discos de papel filtro (método de Bauer-Kirby). El crecimiento
exponencial de bacterias en el medio de cultivo adecuado es inhibido por las moléculas
bioactivas que difunden del papel al agar (32).
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Cuando los discos son aplicados a la superficie inoculada, varios eventos suceden
simultaneamente. Primero, el disco seco absorbe agua del agar y de esta forma se disuelve
la droga. EIl agente antimicrobiano se encuentra de este modo libre para difundir por el
agar adyacente. El resultado es un gradiente cambiante en forma gradual de concentracion
en el agar que rodea a cada disco. Conforme progresa la difusién del antimicrobiano,
también ocurre la multiplicacion microbiana. Luego de una fase de demora, se inicia una
fase de crecimiento logaritmico. Finalmente se formara una capa de crecimiento bacteriano
en derredor del disco. Esta capa de crecimiento en derredor del disco se continuara con una
zona de inhibicién que sera mayor tanto cuanto mayor sea la concentracion inhibitoria que

se alcance del antibidtico (32).

5.5.1.2. Método de dilucién

Se utiliza para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) que se
requiere del agente antimicrobiano para inhibir o matar al microorganismo. Esta basado
principalmente en la técnica desarrollada por Mitscher y colaboradores en 1972. Se
recomienda para el tamizaje de productos naturales, es reproducible, sensible vy
relativamente facil de estandarizar y procesar gran cantidad de muestras. La CIM es la
concentracion mas baja en la que no hay crecimiento visible, esta prueba puede ser en caldo
(tubo) y en agar (placa). En el caso de hongos, existen técnicas similares (Brancato &
Golding) que han sido estandarizadas en Guatemala y han permitido evaluar la actividad de
una cantidad de especies vegetales usadas medicinalmente (29).

La prueba de microdilucion en caldo de CIM se realiza en una placa de poli-estireno
que contiene aproximadamente 96 celdillas. Una placa puede contener de 7 a 8 diluciones
de 12 diferentes agentes antimicrobianos. Una celdilla sirve como control positivo (caldo
mas inoculo), y otro sirve como control negativo (s6lo caldo). La mayoria de los sistemas
tienen un volumen de 0.1 mL en cada celdilla. Para facilitar el uso de agentes
antimicrobianos apropiados contra cepas especificas, un laboratorio por lo general tiene un

tipo de placa para bacterias gram positivas y otro para bacterias gram-negativas.



29

Para probar cepas aisladas de orina, algunos laboratorios tienen un tipo diferente de
placa que contiene medicamentos apropiados para tratar infecciones de las vias urinarias

bajas. Para probar bacterias fastidiosas se requieren paneles con medios especiales (32).

5.5.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo deber ser elegidos segun los requerimientos de crecimiento
del organismo en cuestion. Cada medio de cultivo debe ser preparado segin las
instrucciones especificas del fabricante. Las especificaciones sobre los cuidados en la
preparacion y conservacion de los medios de cultivo se detallan en la literatura consultada
(32).

5.5.3. Sensidiscos

La potencia de los discos debe ser estandarizada. Evidentemente los cambios en el
contenido de los discos produciran cambios en los diametros de las zonas de inhibicién
(32).

Los discos para probar medicamentos de sintesis deben ser almacenados como
sigue:
-Refrigerar los viales a 8°C o menos, o congelar a -14°C o0 maés bajo, en un congelador no
formador de escarcha.
-Viales de discos sellados que contienen drogas de la clase R-lactamicos deben ser
almacenados congelados, excepto pequefias cantidades para trabajo inmediato, las que
pueden ser refrigeradas s6lo para una semana. Algunos agentes como por ejemplo,
combinaciones de imipenem, cefaclor, clavulanato pueden conservar mayor estabilidad si
se almacenan congelados hasta el dia de uso.
-Los viales de discos que no han sido abiertos deben ser sacados del refrigerador o
congelador, 1 o0 2 horas antes de usar para que igualen su temperatura a la del ambiente
antes de abrir. Este procedimiento minimiza la cantidad de condensado que se forma

cuando aire caliente toca los discos frios.
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-Una vez que un vial de discos se ha sacado de su paquete sellado, debe ser puesto en un
desecador bien sellado. Cuando se usa un dispensador de discos, éste debe ser puesto con
una cubierta ajustada y con un adecuado agente desecante. El dispensador debe alcanzar la
temperatura ambiente antes de abrir. La excesiva humedad se debe evitar remplazando el
desecante cuando el indicador cambia de color.

Sélo aquellos discos con fecha de expiracion del fabricante dentro del plazo pueden ser
usados (32).

5.5.4. Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

(1) Cada placa es examinada después de 18 a 24 horas de incubacion. Las zonas de
inhibicidn resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa homogénea de
crecimiento. Si aparecen colonias individuales, el indculo estaba muy diluido y la prueba
debe ser repetida. Los diametros de la zona de inhibicion completa, a ojo desnudo, son
medidos en mm pasando por el centro del disco. La caja de Petri se mantiene a una
distancia de pocos centimetros sobre un fondo negro no reflactante y se ilumina con luz

reflejada.

(2) El margen de las zonas debe ser tomado como el area donde no se observa crecimiento
visible. Un crecimiento pobre de pequefias colonias, las que se detectan con lente de
aumento al borde de la zona de crecimiento inhibido, son ignoradas. Sin embargo, colonias
discretas creciendo dentro de la zona clara de inhibicion deben ser identificadas y probadas

nuevamente.

(3) Los tamafios de las zonas de inhibicién, cuando se trata de medicamentos de sintesis,
son interpretados en las Tablas NCCLS para ser informado como susceptible, intermedio, o
resistente a los antimicrobianos que se han probado (32).
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5.6. MICROORGANISMOS PATOGENOS

5.6.1. Stapylococcus aureus

Coco Gram positivo, positivo a la coagulasa, crece con facilidad en muchos medios
y es activo desde el punto de vista metabdlico. Forma colonias de color gris a amarillo
dorado intenso y suele estar distribuido en grupos irregulares a manera de racimos de uva.
Es un patégeno de gran importancia para el ser humano (38). Produce infecciones de la
piel como la erisipela y el impétigo, pero tiene el potencial de producir infecciones en otros
tejidos las cuales pueden ser mortales (neumonia y meningitis por ejemplo). El tratamiento
generalmente consiste en penicilinas o cefalosporinas a las cuales sea sensible. Una
variedad de estafilococo metilcilina resistente puede ser en realidad multirresistente e

inclusive se han aislado algunas cepas resistentes a vancomicina (36).

5.6.2. Escherichia coli

Bacilo Gram negativo, entérico. Produce de manera tipica pruebas positivas a indol,
descarboxilasa de la lisina y glucosa. Aislado de la orina se puede identificar con rapidez
porque produce hemdlisis en agar sangre, morfologia tipica de las colonias con un
“resplandor” iridiscente en los medios diferenciales como agar EAM y prueba de marca del
indol positiva (35). Diferentes serotipos de E coli producen, por mecanismos especificos,
cuadros de diarrea aguda. Es agente causal importante de infecciones de las vias urinarias.
Algunas cepas (por ejemplo O157:H7, productor de verotoxinas), pueden producir cuadros
severos de sepsis con fallo renal agudo asociado. EI tratamiento generalmente incluye el

uso de sulfas, fluoroquinolonas o cefalosporinas de tercera generacion. (39)

5.6.3. Salmonella typhi

Bacilo Gram negativo, motil, entérico. De manera caracteristica fermenta la glucosa

y la manosa sin producir gas, pero no fermenta la lactosa ni la sacarosa (38).
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Agente causal de la fiebre tifoidea, produce alta mortalidad cuando no se trata. Se
distinguen varias etapas en la evolucién del cuadro clinico y cursa con fiebres altas
caracteristicas asociadas a bradicardia relativa. Anteriormente el tratamiento se hacia con
cloramfenicol pero, actualmente, con el surgimiento de las quinolonas el tratamiento con

ciprofloxacina ha pasado a ser de primera eleccion (39).

5.6.4. Pseudomonas aeruginosa

Bacilo Gram negativo, no propiamente entérico, motil, Puede permanecer aislada o
formar parejas e inclusive cadenas cortas. En cultivo produce colonias facilmente
reconocibles por su olor y color caracteristicos. Pueden producir pigmentos fluorescentes.
Se encuentra distribuida con amplitud en la naturaleza, y es frecuente descubrirla en los
ambientes himedos de los hospitales. Puede colonizar al ser humano normal, en el cual es
un microorganismo saprofito (38). Produce enfermedad en la persona que tiene defensas
anormales. Infecta con frecuencia ulceras y heridas operatorias en pacientes hospitalizados.
Causa frecuente de sepsis en pacientes de cuidado intensivo (con catéteres subclavios, por
ejemplo). EIl tratamiento debe administrarse sobre la base de la sensibilidad reportada
debido a que desarrolla resistencia con gran facilidad. En general se recomienda el uso de
doble droga. (39).

5.6.5. Mycobacterium smegmatis

Fue la primera especie de micobacteria reconocida después de Mycobacterium
tuberculosis. Aunque M. smegmatis fue aislada inicialmente de exudados de chancros
luéticos en 1884, y de secreciones genitales en 1885, posteriormente no ha sido nunca
recuperada a partir de esas mismas fuentes. Se ha aislado del suelo y del agua,
considerandose un microorganismo ambiental, por lo que, durante muchos afios, ha sido
considerada como una micobacteria no patégena. Para algunos autores es un organismo
saprofito y ambiental de escaso potencial patdgeno. Esta clasificada en el grupo IV de la
clasificacion de Runyon, como micobacteria de rapido crecimiento, aunque Casal la incluye

en el Grupo V de micobacterias escotocromadgenas de crecimiento rapido (40).
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Brown en 1999, tras estudiar 71 aislamientos clinicos establece tres grupos con
idénticas caracteristicas bioquimicas y de crecimiento, pero con distintos perfiles de acidos
micolicos mediante HPLC, diferentes patrones de restriccion del gen hsp-65 y diferentes
patrones de sensibilidad antimicrobiana; proponiendo la separacién en tres especies. El
grupo 1, con 35 cepas idénticas a las cepas de referencia, que corresponden a M.smegmatis
sensu strictu, M. goodii para el grupo 2 y M. wolinsky para el grupo 3 (40).

Su importancia radica en que puede utilizarse como un predictor de actividad contra

micobacterias patdgenas (30).

5.6.6. Bacillus subtilis

Bacilo Gram positivo, aerobio, formador de esporas, grande, tiende a agruparse
formando cadenas. Microorganismo saproéfito. Generalmente no patégena, pero
importante por su estrecha relacién con Bacillus anthracis y Bacillu. cereus, patdgenos
importantes para el ser humano. Causantes de cuadros dermatolégicos y pulmonares
(conocidos con el nombre de Anatrax) en el caso de B. anthracis y gastrointestinales en el
caso de B. cereus (40).
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6. OBJETIVOS

6.1. GENERAL

6.1.1. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la raiz y hojas
de V. prionophylla.

6.2. ESPECIFICOS

6.2.1. Tamizar mediante el método de difusién en disco, la actividad antibacteriana del

extracto etanolico de la raiz y hojas de V. prionophylla.

6.2.2. Cuantificar la concentracion inhibitoria minima del extracto etandlico de la raiz y
hoja de V. prionophylla.

6.2.3. Comparar la actividad antibacteriana de diferentes poblaciones de V. prionophylla

del altiplano de Guatemala.
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7. HIPOTESIS

V. prionophylla presenta actividad antimicrobiana in vitro al menos contra una de las cepas

de bacterias investigadas.
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8. METODOLOGIA

8.1 UNIVERSO

Especies de Valeriana prionophylla colectados en el altiplano de Guatemala.

8.2 MUESTRA

5 especimenes de V. prionophylla procedentes de los siguientes departamentos: El
Quiché, San Marcos, Totonicapan.

8.3 RECURSOS

8.3.1 Humanos

Dr. Edwin Can M.

Asesor: Lic. Armando Caceres

Revisores: Lic M.A. Margarita Paz, Lic M.A. Maria Eugenia Paredes, Ing. M.Sc. Vicente
Martinez.

Colaboradores: Br. Vinicio Garcia. Laboratorio de Bioensayos, Escuela de

Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC

8.3.2 Institucionales

= Laboratorio de Bioensayos, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia de la USAC

= Centro de documentacion y Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la USAC.

= Centro de documentacion y Biblioteca del Laboratorio Fitofarmacéutico Farmaya S.A.



37

8.3.3. Equipo

e  Autoclave

o Balanza analitica

e  Cajas de Petri de 9 cm de diametro

e  Campana bacterioldgica

e  Campana de Flujo Laminar

e  Centrifuga

o Incubadora a 36 y 42 grados centigrados
o Mechero Bunsen

o Microscopio de Luz Blanca

o Refrigerador a 4 grados centigrados

) Sonicador

° Viales
° Vortex
. Beakers

o Erlenmeyers

. Percolador de vidrio o acero inoxidable

8.3.4. Materiales y Reactivos

e Algoddn

e Agua desionizada

e Solucion salina al 0.85%

e Alcohol etilico al 50%

e Alcohol etilico a 35%

e Caldo Tripticasa Soya

e Agar Mueller-Hinton

e Agar Sabouraud

e Estandar de MacFarland 0.5



Gentamicina, ampolla de 2 ml.
Discos estériles
Cinta adhesiva
Cinta testigo

Asas de Nicromo
Bata

Espatulas

Gradilla

Guantes

Hisopos

Marcador indeleble

Pinzas

Pipetas automaticas de 10 a 100uL y de 100 a 1000 uL

Tubos pequefios con tapdn de rosca estériles

Papel filtro

8.3.5. Cepas

Staphylococcus aureus 25923

Salmonella typhi ATCC 14028

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843
Mycobacterium smegmatis ATCC 607

Bacillus subtilis

8.3.6. Material vegetal

38

Se trabajé con material vegetal recolectado de Nebaj en Quiché, Concepcidn

Tutuapa en San Marcos y Cerro Raxquin en Totonicapan.
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8.4. PROCEDIMIENTOS

Se trabajo con extractos preparados con material vegetal recolectado y preparado
por el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT) de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC. Los numerales 8.4.1. a 8.4.3. se describen
segun las técnicas descritas en el Manual de Operaciones de dicho laboratorio.

8.4.1. Recoleccion y preparacion del material vegetal

Se seleccionaron los especimenes con mejores caracteristicas de crecimiento y
desarrollo. Luego de extraer las raices se introdujeron en una bolsa plastica gruesa,
atandolas a nivel de tallo, formando un empaque hermético; acondicionadas en esta forma

se trasladaron hacia el lugar en que se procesaron.

Se seleccionaron las hojas de mejor aspecto y constitucion, se lavaron tres veces con
agua destilada y una vez mas con agua conteniendo hipoclorito de sodio (10 gotas de
hipoclorito por litro de agua). Se colocaron en bandejas plasticas de secado, una hoja
contigua a la otra sin apilarlas.

El procesamiento de las raices fue similar. Se seleccionaron y cortaron las raices de
mejor aspecto. Se lavaron vigorosamente con agua destilada y un cepillo fino, eliminando
tierra, impurezas y materiales extrafios. Se lavardn una vez mas con agua conteniendo
hipoclorito de sodio (10 gotas por litro de agua). Con un cuchillo grueso se contaron las
raices en hojuelas lo mas delgadas posibles. Se colocaron las hojuelas en bandejas plasticas

de secado una contigua a la otra, sin apilar.
8.4.2. Extraccion por percolacion
= En un percolador previamente limpio y seco, se coloco un poco de algodén en la parte

Inferior y papel filtro cortado de acuerdo al diametro del percolador.

= Se peso la cantidad de material vegetal a utilizar de acuerdo al tamafio del percolador.
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Se Humedecio el material vegetal con el disolvente adecuado para la extraccion,
utilizando un vaso de precipitar.

Se transfirio el material al percolador; Se agregd disolvente hasta cubrir el material
Vegetal.

Se dejo reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion (18 — 24 horas).

Se abrid la llave de la parte inferior y se dejé gotear el liquido a una velocidad
adecuada.

Se Recogio el liquido en un erlenmeyer, se afiadio suficiente disolvente extra, segun
fuera necesario, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

El material sélido que quedo, se presioné fuertemente y el liquido obtenido se

afiadié al percolado obtenido anteriormente.

8.4.3. Concentracion usando un rotavapor

Se verifico que estuvieran conectadas todas las conexiones eléctricas.

Se coloco el balon colector, fijandolo con la llave respectiva.

Se reviso el nivel de agua del bafio de calentamiento.

Se encendio el bafio (temperatura entre 50 y 60°C).

Se Reviso que la llave de alimentacion del refrigerante estuviera cerrada.

Se coloco el balon con la muestra 'y se sujet6 al vastago con la llave correspondiente.
Se encendié el botdon que permite girar el balon que contiene la muestra a una
revolucion adecuada.

Se conectd un sistema de enfriamiento o por lo menos de circulacion de agua del
chorro.

Se encendio la bomba de vacié durante el tiempo necesario para iniciar la destilacion.
Cuando se inicio la destilacion, se apago la bomba de vacio.

Se encendié la bomba de vacid cuantas veces fue necesario hasta que se agoté el
disolvente del balon de evaporacion o ya no destilaba ningun liquido.

Cuando el extracto tenia aspecto de miel, se pasé a una cristalizadora y se coloc6 en una

desecadora hasta que estuviera completamente seco.
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8.4.4. Método de difusion aplicado al cultivo de bacterias

« Se pesaron 200 mg del extracto seco (5:1) de cada muestra y se diluyeron con 2 mL de
alcohol al 50%, dando una concentracion final de 100 mg/ml.

« Cada extracto fue disuelto utilizando un sonicador.

« Los extractos asi preparados fueron esterilizados en autoclave.

« Se impregnaron discos de papel secante de 6 mm de didmetro y 0.6 mm de grosor con
50 uL de extracto (aplicando 10 pL por 5 veces, y secando después de cada aplicacion
en una campana de flujo laminar).

e Se efectu6 un cultivo de 24 h en agar Muller-Hinton (AMH) de cada una de las
bacterias a estudio.

e Para prepara un indculo estandarizado se tomaron las asadas necesarias de cada cultivo,
disolviéndolas sucesivamente en un tubo de ensayo conteniendo 10 ml de agua
desionizada estéril, hasta alcanza la misma turbidez que la del tubo No. 5 del
nefelometro de MacFarland.

e Este inoculo estandarizado se aplicd con un asa previamente esterilizada en la
superficie de cajas de AMH, siguiendo 4 direcciones y se dejo reposar por 3 a5 min.

e A continuacion, se aplicaron los discos impregnados en triplicado.

e Seincub6 a 35°C por 24 h y se midieron los halos de inhibicion en mm,

La actividad se determind por el diametro del halo de inhibicion: menos de 6 mm se
tomo como negativo, 6-9 mm como intermedio y >9 mm como positivo. Se compararon
con discos impregnados con alcohol al 50% (control negativo) y con antibidtico de

referencia (control positivo: gentamicina).
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Los resultados de los halos de inhibicion se presentan en el cuadro siguiente.

Tabla 1. Halos de inhibicion en mm presentados por cada Extracto de V. prionophylla,

segln la parte utilizada y procedencia, para cada una de las bacterias probadas (*)

Espécimen S. aureus | P. aeruginosa | E. coli | S. thypi | B. subtilis | M. smegmatis
Rizoma/Tutuapa 0.0 0.0 0.0 0.0 13.3 13.3
Rizoma/C. Raxquin 0.0 0.0 0.0 0.0 12.0 13.0
Rizoma/Nebajl 0.0 0.0 0.0 0.0 10.7 11.0
Hoja/Tutuapa 0.0 0.0 0.0 0.0 8.0 8.3
Hoja/Nebaj2 0.0 0.0 0.0. 0.0 7.0 7.7
Hoja/Nebajl 0.0 0.0 0.0 0.0 9.7 11.3
Gentamicina 35. 35.0 34.7 36.7 35.3 37.7
Alcohol al 50% 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

(*) Cada prueba para cada bacteria se hizo por triplicado y cada valor presentado

corresponde al promedio aritmético de los tres resultados obtenidos.

Se puede observar que no hubo actividad inhibitoria de ningln de los extracto para

S. aureus, P. aeruginosa, E. coli 0 S. typhi.

Todos los extractos de rizoma, sin distincién de procedencia, tuvieron un halo de

inhibicion superior a 9 mm tanto para B. subtilis como para M. smegmatis, lo cual se

interpreta como una inhibicién positiva. EI rizoma procedente de Concepcion Tutuapa fue

mas activo que el de Cerro Raxquin y éste a su vez mas activo que el de Nebaj 1.

El extracto de las hojas procedentes de Nebaj 1 tuvo un halo de inhibicion

superior a 9 mm tanto para B. subtilis como para M. smegmatis, es decir, inhibicion

positiva. Los extractos de las hojas procedentes de de Nebaj 2 y Concepcion Tutuapa

tuvieron halos de inhibicion entre 6 y 9 mm para estas mismas bacterias, lo que se debe

interpretar como una actividad intermedia.
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En términos generales, el extracto preparado a partir del rizoma procedente de
Concepcion Tutuapa fue el mas activo contra B. subtilis y M. smegmatis, pero los
extractos de las hojas procedentes de esta misma regién solo tuvieron una actividad
intermedia. Por otro lado, solo la valeriana de Nebaj 1 tuvo actividad, aunque baja, tanto en

rizoma como en hojas, contra estos mismos gérmenes.

M. smegmatis fue el microorganismo mas sensible a todos los extractos.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Se encontro actividad de los extractos de las hojas y la raiz contra B. subtilis y M.
smegmatis. Debe resaltarse que, aungue la actividad no fue muy superior a los 9 mm en

ninguno de los cultivos, anteriormente no se habia demostrado (3).

También debe resaltarse que es la primera vez que se hace el estudio de la actividad
antimicrobiana de las hojas que son una parte de la planta considerada como no Util hasta la
fecha, pero que segun los resultados de este estudio por lo menos tienen actividad contra B.
subtilis y M. semgmatis.

La actividad antimicrobiana de las hojas y raiz, en forma independiente de la
conocida actividad ansiolitica del rizoma, agrega una nueva potencial utilidad a esta planta.
Esta potencial utilidad le agregaria interés econdmico a esta especie y, en consecuencia,
estimularia el interés por su conservacion, lo cual es importante dado que es una planta

nativa.

Merece especial atencion el hecho de que, en contraste con los resultados del
presente estudio, Cruz no demostro actividad contra B. subtilis o M. smegmatis en 2005

(3). Para hacer dicho estudio se utilizaron un método de dilucién y extractos de raiz.

Las diferencias entre dicho estudio y el presente podrian radicar, ademas de las
relacionadas con el método y los materiales, en las variaciones de los metabolitos
secundarios de las plantas relacionadas con las condiciones de colecta del material vegetal
(época del afio, estado fenoldgico de los especimenes, tiempo transcurrido antes del
procesamiento) y, posiblemente, con alguna variacion genotipica. Estos mismos aspectos
parecieran tener suma importancia en la variacion de la actividad de V. officinalis (18, 23,
24).
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No se pudo demostrar actividad antibacteriana de los extractos de hojas y raiz de V.
prionophylla contra E. coli, S. typhi, S. aureus o contra P. aeruginosa. Esto difiere del
hallazgo reportado sobre la actividad de ciertas variedades de V. officinalis sobre S. aureus
y E. coli. Pero, igualmente, se considera que para descartar en forma concluyente la falta
de actividad de la V. prionophyllla, de las regiones que se incluyeron en este estudio,
contra dichas bacterias, en futuros estudios se deben tomar en cuenta los cambios que
pudieran presentarse en la actividad de las plantas investigadas en funcion de posibles
variaciones en los metabolitos secundarios relacionadas con los aspectos ya mencionados
(18).

También se debe indicar que resulta interesante que la mayor actividad demostrada
haya sido contra M. smegmatis, microorganismo de facil cultivo y predictor de actividad
contra otras micobacterias (como Mycobacterium tuberculosis) patégenas para el hombre.
Esto es importante, sobre todo en nuestro pais, porque la tuberculosis es una enfermedad
reemergente, de alta prevalencia y, con mayor frecuencia de la que se quisiera,

farmacorresistente.

En cuanto a B. subtilis, bacteria formadora de espora, sabemos que es un saprofito
muy cercano a bacterias tan letales como Clostridium tetani, agente causal del tétanos y B.
antracis, agente causal del antrax y que actualmente se considera como un arma bioldgica.
No se puede descartar que dichos microorganismos puedan ser sensibles a los extractos de

hojas o raices de V. prionophylla.
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11. CONCLUSIONES

Se demostrd actividad de los extractos de rizoma de V. prionophylla contra B.
subtilis y M. smegmatis.

Se pudo demostrar actividad de los extractos de hoja de V. prionophylla contra B.
subtilis y M. smegmatis.

.V .prionophylla podria tener actividad contra micobacterias patégenas para el
hombre, causantes de enfermedades de suma importancia en nuestro pais.

.V .prionophylla podria tener actividad contra bacterias tales como B. antracis y C.
tetani.

No se demostro actividad contra S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, o S. typhi.

Es necesario hacer estudios en los que se tome en cuenta la época de cosecha, el
estado fendlogico, el tiempo transcurrido entre la cosecha y el procesamiento y, la
posible presencia de variaciones fenotipicas, puesto que son variables que pudieran

influir sobre la actividad antibacteriana de V. prionophylla.
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ANEXO

Patrones de inhibicién de B. subtilis y M. Smegmatis

B. subtilis.

M. smegmatis
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