I. RESUMEN
Las infecciones vaginales se encuentran entre los trastornos mas frecuentes por los cuales
las pacientes solicitan atencidn ginecoldgica; entre estas estan las vulvovaginitis (como la
candidiasis, vaginosis y la tricomoniasis), y las ocasionadas por virus, (como el papiloma

humano y el herpes genital).

En Guatemala la medicina natural ha sido utilizada desde generaciones antiguas,
principalmente en el area rural, en la cual la mayoria de pacientes recurren al uso de
plantas a las que se les atribuyen propiedades curativas, sin existir una base cientifica que
confirme su verdadera accién farmacoldgica. Con el presente estudio se pretendio
demostrar la actividad inhibitoria in vitro de los extractos diclorometanico y metandlico de
seis plantas de uso medicinal (Citrus aurantium L. “naranja agria”, Cornutia pyramidata L.
“jorocté”, Cecropia obtusifolia Bertoloi. “guarumo”, Wigandia urens var. caracasana
HBK. “chocon”, Punica granatum L. “granada” y Euophorbia lancifolia Schlecht.
“ixbut”), contra Gardnerella vaginalis y seis especies de Candida (C. albicans, C. krusei,
C. parapsiloides, C. tropicalis, C. stellatoidea y C. glabrata). Con el fin de determinar si
pueden ser usados como un tratamiento natural, o servir como modelos quimicos para la

elaboracion de nuevos medicamentos.

Todos los extractos (con excepcion de P. granatum con diclorometano) presentaron
actividad significativa en la fase del tamizaje contra las seis especies de Candida (p < 0.10).
A los extractos con actividad positiva de les determin6 la concentracién inhibitoria minima
(CIM), encontrando que C. parapsiloides fue inhibida por los extractos de, C. aurantium
en diclorometano a una concentracion de 0.5 mg/mL, C. pyramidata en metanol a una
concentracion de 1mg/mL y por P. granatum en metanol a una concentracion de 0.5
mg/mL. C. tropicalis fue inhibida por C. pyramidata en metanol a una concentracion de 1
mg/mL, y C. stellatoidea fue inhibida por W. urens var. caracasana en diclorometano a

una concentracion de 1 mg/mL.

En el estudio C. albicans, C. krusei y C. glabrata no fueron inhibidas por ninguno de los
extractos (p > 0.10). En la fase del tamizaje ningln extracto presentd efecto inhibitorio

significativo (p > 0.10) contra G. vaginalis.



Il. INTRODUCCION

La microbiota vaginal normal es predominantemente aerobia, con alrededor de seis
especies diferentes de bacterias, las més frecuentes de ellas son los lactobacilos productores
de perdxido de hidrogeno. La microbiologia de la vagina depende de factores que afectan
la capacidad de las bacterias para sobrevivir. (pH y concentracion de glucosa para el
metabolismo bacteriano). El pH de la vagina normal es menor de 4.5 y se conserva asi

gracias a la produccion de acido lactico (1,3).

Las infecciones de las vias genitourinarias se encuentran entre los trastornos mas frecuentes
por los cuales las pacientes solicitan atencidén ginecoldgica, pueden ser ocasionadas por

virus, bacterias, levaduras o parasitos (1,2).

Entre las inflamaciones mas frecuentes estan las vulvovaginitis (como la candidiasis, la
vaginosis y la tricomoniasis) y las ocasionadas por virus, (como el papiloma humano vy el
herpes genital). Generalmente ocurren cuando la microbiota normal de la vagina o el tracto
intestinal se reproducen de manera excesiva, tal es el caso de Gardnerella vaginalis o las

levaduras del género Candida. (1,2,3).

El diagndstico adecuado se realiza con la revision médica ginecologica, analisis de la
muestra de la secrecidn vaginal y algunas se corroboran con otro tipo de exdmenes, como la
prueba de olor y preparacion en fresco para determinar la presencia de estructuras micéticas
(1,2).

En Guatemala la medicina natural ha sido utilizada desde generaciones antiguas,
principalmente en el area rural, en la cual la mayoria de pacientes recurren al uso de
plantas a las que se les atribuyen propiedades curativas, sin existir una base cientifica que

confirme su verdadera accion farmacologica (4).

La fitoterapia en el tratamiento de la vaginitis y vaginosis supone la utilizacion de una serie
de plantas que tienen como finalidad, prevenir y eliminar las infecciones, prevenir la
inflamacidn, entre las plantas mas cominmente utilizadas se pueden mencionar, caléndula,

ajo, equinacea, menta, corteza de roble entre otras (4).
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Con el presente estudio se pretendié demostrar la actividad inhibitoria que poseen in vitro
los extractos diclorometanico y metandlico de seis plantas de uso medicinal, contra G.
vaginalis y especies de Candida, causantes de afecciones vaginales, (Citrus aurantium L
“paranja agria”, Cornutia pyramidata L “flor lila”, Cecropia outusifolia Bertoloi
“guarumo”, Wigandia urens var. caracasana HBK “chichicaste”, Punica granatum L
“granada” y Euophorbia lancifolia Schlecht “ixbut”), para poder determinar si pueden ser
usados como un tratamiento natural, o servir como modelos quimicos para la elaboracion

de nuevos medicamentos.



I11. ANTECEDENTES
A. INFECCIONES VAGINALES

La vaginosis y vaginitis son infecciones vaginales muy frecuentes en la poblacion, se
presentan en cerca de una quinta parte de las mujeres quienes acuden a consulta
ginecoldgica. La mayoria de las mujeres presentan al menos un episodio de vaginitis o de

vaginosis durante el periodo fértil de su vida (3).

La vaginosis es causada comunmente por G. vaginalis y la vaginitis por diferentes especies
de Candida. EI farmaco de eleccion para estas infecciones es el metronidazol que puede

causar efectos secundarios, como nausea, regusto metalico, diarrea y dolor de cabeza (3).

B. VAGINOSIS

La vaginosis es una infeccion bacteriana causada comUnmente por G. vaginalis. Se
produce cuando hay un trastorno de la flora normal de la vagina, que ocasiona pérdida de
los lactobacilos productores de peroxido de hidrégeno y produccion de bacterias
predominantemente anaerobias (se pueden encontrar bacterias anaerobias en menos del 1%
de la flora vaginal normal). G. vaginalis es responsable del 40 al 50% de los casos de
vaginosis reportadas. En las mujeres que experimentan vaginosis la concentracion de G.

vaginalis es 100 a 1,000 veces mas alta que en las mujeres normales (3).

No se conoce qué desencadena el trastorno de la flora vaginal normal. Se ha atribuido a la
alcalinizacién repetida de la vagina que se produce con el coito frecuente o con el uso de
duchas vaginales. Una vez que desaparecen los lactobacilos productores de peréxido de
hidrogeno es dificil restaurar la flora vaginal normal y es frecuente la recurrencia de la

vaginosis bacteriana (7,8).



1. Agente etiologico

G. vaginalis se ha considerado el principal agente causal de vaginosis, ya que presenta los
siguientes factores de patogenicidad: una hemolisina que actta sobre las células del amnio,
en la superficie celular presenta una glicoproteina que posee una elevada afinidad por la

lactoferrina humana presente en la mucosa vaginal (7).

Fue descrita por primera vez en 1,953, por Leopold Ritter von Sacher-Masoch, quien lo
aislo de 58 mujeres con cervicitis y de dos hombres con uretritis inespecifica,
denominandola Haemophilus vaginalis por la asociacion con los requerimientos
nutricionales de Heamophilus. Mas tarde se descartd este nombre y la relacionaron con
otros generos de bacilos Gram positivos como: Corynebacterium, Butyribacterium e
incluso Lactobacillus, para luego finalmente clasificarla en el nuevo género Gardnerella,
con una sola especie G. vaginalis. Este nombre se dio en honor de H.L. Gardner que en
1,980 observo que era la Unica bacteria encontrada en mujeres con sintomas de la infeccion
(15,18).

Existen diferentes biotipos de G. vaginalis, los cuales en algunos casos estan asociados o
no a vaginosis bacteriana (1,3).

Los estudios de proteinas fundamentalmente de membrana han contribuido a una mejor
comprension de la patogenicidad de muchas bacterias. En G. vaginalis, poco se conoce
sobre la identidad de sus proteinas de superficie y su relacion con los diferentes perfiles

bioquimicos observados. Las proteinas de superficie son blanco para los anticuerpos y no

han sido caracterizadas en aislamientos de esta bacteria (15).

a. Caracteristicas de G. vaginalis

Es un microorganismo serologicamente distinto, aislado del aparato genitourinario
femenino normal, que desde el punto de vista morfoldgico tiene el aspecto de un bacilo
pleomérfico de aproximadamente 0.5 um de didmetro y 1.5 a 2.5 um de longitud. Es Gram

negativo a Gram variable, y la retencidén de esta tincion es mas fuerte en los cultivos
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jovenes de 8 a 12 horas de incubacion. G. vaginalis es vinculado con vaginosis,
denominada asi debido a que no se encuentran células inflamatorias. En los frotis en
fresco, se observan “células indicadoras”, que son células del epitelio vaginal cubiertas con
muchos bacilos Gram-variables. A menudo se observan bacterias con formas en palo de

golf y granulos metacromaticos (3,9,10).

El microorganismo es inmdvil, no produce esporas ni es encapsulado y la mayor parte de
las cepas del género Gardnerella son anaerobias facultativas y fermentativas con gran
produccién de &cido acético como uno de los productos finales, y es exigente en cuanto a

sus requerimientos nutricionales (9,10,11).

Este microorganismo da resultados negativos para las pruebas de catalasa, oxidasa,
reduccidén de nitratos, indol y ureasa. Produce dos hemdlisis en agar sangre humana y da

positiva la prueba de hidrdlisis de hipurato (12).

2. Patologia y sintomatologia

G. vaginalis es considerada como un patdgeno de transmision sexual, sin embargo su
hallazgo no siempre se relaciona al factor de actividad sexual pues se ha encontrado, en
mujeres sanas sin manifestaciones clinicas, por lo que también se le considera como un
habitante normal de la flora vaginal, que solo con la presencia de otras bacterias se
manifiesta clinicamente como responsable de la vaginitis inespecifica (13,18).

Los factores predisponentes para el desarrollo de la vaginosis son el pH de la vagina menos
acido de lo normal (mayor a 4.5), ausencia o disminucién de la microbiota normal,
principalmente bacilo de Ddderlein y deficiencia de estrogenos que disminuyen el

glicogeno de las células vaginales (13,18).

Clinicamente se caracteriza por un aumento en la secrecion vaginal, que es de color blanco-
grisaceo, es homogénea, con tendencia a adherirse a la pared vaginal, y presenta un olor
desagradable a pescado que aumenta cuando la secrecion se vuelve alcalina. Es comdn que
haya prurito o irritacion vulvar, no se presenta enrojecimiento ni edema de la vulva. En

numerosos estudios se ha demostrado una relacion entre la vaginosis y las secuelas
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adversas importantes. Las mujeres que experimentan vaginosis estan bajo riesgo
incrementado de sufrir enfermedad inflamatoria pélvica (PID). PID subsecuente al aborto,
infecciones postoperatorias del manguito vaginal después de histerectomia y citologia
cervical anormal. Las mujeres embarazadas con vaginosis estdn en peligro de ruptura
prematura de membranas, trabajo de parto y parto antes del término, corioamnionitis, y
endometritis subsecuente a cesarea. No se sabe si la investigacion de la vaginosis y el

tratamiento de la misma disminuiré el riesgo de estas secuelas adversas (3,14).

3. Diagnostico
La vaginosis bacteriana se diagnostica con base en los siguientes criterios:
a. Olor vaginal a pescado, particularmente notable después del coito y secrecidn vaginal.

b. Secreciones vaginales de color grisdceo y que cubren con una capa muy delgada las
paredes vaginales

c. Un pH de estas secreciones mayor de 4.5 por lo general de 4.7 a 5.7.

d. Microscopia de las secreciones vaginales que revela aumento del nimero de células
indicios y leucocitos notablemente ausentes. En los casos avanzados de vaginosis mas
de 20% de las células epiteliales son células indicios.

e. La afiadidura de hidroxido de potasio (KOH) a las secreciones vaginales (prueba del
olor) despide un olor de tipo aminico a pescado.

No se recomienda el cultivo de G. vaginalis como recurso diagndstico por su falta de
especificidad (3).

4. Tratamiento

De manera ideal el tratamiento de la vaginosis debe inhibir el crecimiento de las bacterias
anaerobias, pero no de los lactobacilos vaginales, son eficaces los siguientes tratamientos:

a. El metronidazol, antibiotico con actividad excelente contra los microorganismos
anaerobios pero con actividad deficiente contra los lactobacilos, es el farmaco mas
adecuado para tratar la vaginosis bacteriana, debe administrarse una dosis de 500 mg por

via oral dos veces al dia durante siete dias. Administracién intravaginal de metronidazol en
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gel al 0.75%, un aplicador lleno (5 g), dos veces al dia durante cinco dias. Un regimen
alternativo consiste en una sola dosis oral de 2 g de metronidazol.

b. La clindamicina en los siguientes esquemas también es eficaz: Un aplicador lleno (5 Q)
intravaginal de crema de clindamicina al 2% a la hora de acostarse durante siete dias.
Clindamicina via oral 300 mg por dos veces al dia durante siete dais. Un dvulo de

clindamicina de 100 mg por via vaginal al acostarse durante tres dias.

Muchos clinicos prefieren el tratamiento intravaginal por la ausencia de efectos adversos
generales, como malestar gastrointestinal leve o moderado y sabor desagradable. No se ha
demostrado que el tratamiento del compafiero sexual masculino mejore la reaccion

terapéutica por lo tanto no se recomienda (3).

C. VAGINITIS

Inflamacion de la vagina muy comun, caracterizada por flujo por el tracto genital. La
infeccion es comdn durante la nifiez y después de la menopausia cuando la mucosa vaginal
es delgada y carece de la resistencia normal. Los principales agentes causales son
Trichomonas vaginalis y C.albicans, sin embargo recientemente se han descrito casos de

vaginitis por otras especies de Candida (3,4).

1. Etiologia

Se estima que al menos un 75% de las mujeres experimenta por 1o menos una crisis de
vaginitis causada por Candida durante su vida. C. albicans es causante del 85 al 90% de las
infecciones vaginales por levaduras. Otras especies de Candida, como Candida glabrata y
Candida tropicalis, pueden ser causantes de afecciones vulvovaginales y tienden a ser

resistentes al tratamiento (2,7).

Las levaduras del género Candida son hongos dimorficos que existen como blastosporas,
gue son las encargadas de la transmision y la colonizacién asintomatica, y como micelios,
que son resultado de la germinacion de las blastosporas y que fomentan la colonizacion y

facilitan la invasion tisular. Las areas extensas de prurito e inflamacion que se relacionan a
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menudo con invasion minima de las células epiteliales de la parte baja de las vias genitales
sugieren la existencia de una toxina o una enzima extracelular que desempefia una funcion
en la patogenia de esta enfermedad. Puede haber ademéas un fenémeno de hipersensibilidad

productor de los sintomas irritantes que acomparian a la vaginitis (2,3).

Los factores que predisponen a las mujeres al desarrollo de vaginitis sintomatica son uso
de antibidticos, embarazo y diabetes. Mediante un mecanismo que se conoce como
resistencia a la colonizacion, los lactobacilos impiden la proliferacion de los hongos
oportunistas. La administracion de antibidticos trastorna la flora vaginal normal, pues
disminuye la concentracion de lactobacilos y otros miembros de la flora normal, y permite
por tanto la proliferacion de hongos. EI embarazo y la diabetes se acompafian de una
disminucion cualitativa de la inmunidad mediada por células, que ocasiona una incidencia

mas alta de vaginitis (2).

2. Patologia y sintomatologia

Los sintomas aparecen cuando el equilibrio entre los microorganismos que normalmente
habitan en la vagina se pierde y la poblacion de C. albicans aumenta en relacion con la de
los otros microorganismos. Estos consisten en prurito vulvar acompafiado de secrecion
vaginal, que se parece por sus caracteristicas a la leche cortada. Esto sucede cuando el
ambiente en la vagina presenta ciertas condiciones favorables que permiten que la C.
albicans crezca y se nutra. Un medio ambiente que dificulte la supervivencia de otros
microorganismos puede igualmente ocasionar un desequilibrio que conlleva a la infeccion

por levaduras (18).

Puede haber dolor vaginal, dispareunia, ardor vulvar e irritacion. Puede ocurrir disuria
externa cuando la miccion produce exposicion al epitelio vulvar y vestibular. EI exdmen
revela eritema y edema de los labios y la piel vulvares. Pueden encontrarse lesiones
pustulopapulosas periféricas definidas. La vagina se encuentra eritematosa y con una

secrecion blanquecina adherente. El cuello uterino tiene aspecto normal (3,18).
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La candidiasis vaginal no se considera una enfermedad de transmision sexual, sin embargo,
del 12 al 15% de los hombres que tienen contacto sexual con una persona infectada
desarrollan sintomas como prurito y erupcion en el pene. Se debe prestar bastante atencion
a los episodios de candidiasis vaginal. La aparicion repetitiva de infecciones
inmediatamente después de un tratamiento terapéutico o una infeccion por levadura
persistente que no responde al tratamiento puede ser el primer signo, o al menos un signo
temprano, de que la persona esta infectada con el virus de inmunodeficiencia adquirida
(VIH) (3).

3. Diagndstico

a) Secrecion acuosa a densa de manera homogénea.

b) pH vaginal normal.

c) Presencia de elementos micéticos, sin formas germinativas de levaduras o micelios.
Hasta en 80% de los casos los resultados de la preparacion en fresco (solucién salina) de
las secreciones vaginales suelen ser normales, aunque puede encontrarse un incremento
ligero en el numero de células inflamatorias en los casos graves.

d) La prueba de olor es negativa.

e) Se puede establecer el diagndstico supuesto en ausencia de elementos micéticos
comprobados al microscopio si el pH y los resultados de la preparacién en fresco son
normales.

f) El cultivo se recomienda para confirmar el diagnostico (3).

4. Tratamiento

a) Los agentes terapéuticos disponibles mas a menudo para tratar la vaginitis, y que

son mas eficaces que la nistatina, son los farmacos del grupo azoélico (butoconazol,
clotrimazol, miconazol, ticonazol) aplicados de manera topica. El tratamiento con azoles
proporciona alivio de los sintomas y cultivos negativos en una proporcion de 80 a 90% de
las pacientes que han terminado el tratamiento. Los sintomas suelen desaparecer en dos o
tres dias (3).


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003217.htm
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003220.htm
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b) Ha sido aprobado para el tratamiento de la vaginitis un antimicético oral, fluconazol,
que se administra en una sola dosis de 150 mg. Parece tener la misma eficacia cuando se
compara con los azoles tdopicos para tratar la vaginitis leve a moderada. Debe advertirse a
las pacientes que sus sintomas no desapareceran durante dos o tres dias de modo que no
esperen que se administre tratamiento adicional (3).

¢) El tratamiento con un coadyuvante con un esteroide topico débil, como crema de
hidrocortisona al 1%, puede ser de utilidad para aliviar algunos de los sintomas irritantes

externos (3).

D. USO DE MEDICINA NATURAL

Desde los tiempos antiguos la flora nativa ha proporcionado al hombre medios reales para
tratar enfermedades. En Guatemala es muy comdn el uso de plantas medicinales por las
comunidades indigenas, que cuentan con una admirable tradicion sobre conocimientos
populares de medicina vegetal. Los conocimientos han sido transmitidos de generacion en

generacion, sin tener una verdadera base cientifica que justifique su uso (16,17).

En Guatemala se han realizado estudios que demuestran la utilidad y efectividad
farmacoldgica de diversas plantas medicinales relacionadas con vaginitis y vaginosis. Giron
en 1,983, determind la inhibicion de C. albicans in vitro por preparaciones de plantas
usadas como medicina popular, encontrando que Allium sativum, Eugenia cariophyllata y
Solanum nigrescens inhiben el crecimiento de la levadura. En 1,993, Montes estudio la
actividad antibacteriana in vitro contra G. vaginalis de seis plantas de la flora guatemalteca,
de las cuales cinco presentaron propiedades antibacterianas a Img/ml. Samayoa y Palacios
en el 2004 realizaron el estudio de inhibicion de G. vaginalis por extractos etanolicos
vegetales, encontrando que siete de trece extractos estudiados tienen actividad inhibitoria

contra G. vaginalis (4-6).
E. DESCRIPCION DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO
1. Citrus aurantium L.

a) Nombre comun: Naranjo agrio, naranjo amargo
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b) Familia: Rutaceae

¢) Descripcion: Arbol perenne de la familia de las rutaceas de hasta 10 m de altura con la
copa muy redondeada y ramas con espinas largas no muy puntiagudas y flexibles. Hojas
coriaceas, elipticas o elipticolanceoladas, agudas y con el peciolo de alas estrechas. Flores
solitarias de color blanco, muy perfumadas que es el azahar y con 5 pétalos y numerosos
estambres. El fruto es carnoso con la corteza bastante lisa de color anaranjado y de sabor
amargo, se cultiva ampliamente como arbol ornamental. EI nombre especifico aurantium
hace referencia al color dorado de sus frutos y deriva del latin auratus que significa de
color de oro. (20,21,30).

d) Distribucion geogréafica: Originario del sudeste de Asia; ampliamente cultivado en forma
comercial en los trépicos y subtropicos de ambos hemisferios. En Guatemala se cultiva en
forma semicomercial en Baja Verapaz, Escuintla, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa
(30).

e) Usos medicinales: Para fines medicinales se utilizan las hojas, las flores y el epicarpio de
los frutos. Las hojas se recogen en primavera, directamente del &rbol, y se secan lo méas
rapidamente posible, guardandolas lejos de la luz y la humedad; las flores se colectan
cuando estan recién abiertas o todavia sin abrir y se secan con cuidado.
En cuanto al epicarpio del fruto, se obtiene pelando el mismo y desecandolo en lugar
ventilado. La naranja amarga tiene una accion antiespasmodica, ligeramente sedante e
hipnotica. Por todo ello esta indicada en casos de anorexia, malestar de estémago, ansiedad,
insomnio, tos nerviosa, varices, flebitis, fragilidad capilar y diarreas. Las méaximas
propiedades terapéuticas de la naranja se manifiestan cuando se utiliza en forma de zumo
exprimido. A las flores se les atribuye propiedad calmante, espasmolitica, estomaquica,
sedante y sudorifica (21-23, 30).

f) Composicion quimica: en las hojas encontramos la esencia llamada de "petitgrain™, que
abunda mas en las naranjas jovenes. En las flores encontramos otra esencia llamada
"neroli”, ademas de otros compuestos; y en el epicarpio aparecen flavonoides, otras
esencias, "curagao”, alcoholes varios, sales minerales, pectina, acido citrico y ascorbico.

Los flavonoides confieren una accion vitaminica C de proteccién de los capilares y
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preventiva de hemorragias. Por su parte, la presencia de un principio amargo, la limonina,
da a la naranja un efecto ténico, aperitivo y eupéptico; por ultimo, la pectina posee

propiedades antidiarreicas y reductoras del colesterol (23).

2. Cornutia pyramidata L.

a) Nombre comun: Jorocté (Alta Verapaz), Flor lila (Guatemala), hoja de zope (lzabal);

lat-che (Peten); bwa kasav (Republica Dominicana); tzultesnuk y matasano en Honduras
b) Familia: Verbenaceae

c) Sinonimos: C. grandifolia var. Intermedia Moldenke, C. latifolia Moldenke, C. lilacina
Moldenke, C. pyramidata var. isthmica Moldenke, Hosta latifolia HBK, H. pyramidata.

d) Descripcion: es considerada como arbusto o arbol de 12 m de alto, algunas veces de 15
cm de didmetro con ramas cuadrangulares, hojas pubescentes, ovaladas o elipticas, de color
verde claro de 8 a 28 cm de largo, 4 a 14 cm de ancho, verde grisaceo en el haz, base y
apice agudas o acuminadas usualmente atenuadas en la base y decurrentes. Las flores se
dan en grupos muy abundantes vistosas en toda la planta de 11 a 25 cm incluso de hasta 40
cm de largo. Las flores son de color morado, en forma de tubo de unos 2 cm cada una;
florece de enero a agosto y fructifica de julio a noviembre (24-26).

La planta es comUn encontrarla en sitios alternados de vegetacion, normalmente en los
limites de los bosques. Por la belleza de su flor, esta planta se puede utilizar como
ornamental y también para la produccion de miel (27).

e) Distribucion geografica: Se encuentra naturalmente en la cuenca del caribe México,
Honduras, El Salvador, Nicaragua y Guatemala. Crece como maleza en bosques densos a
150 a 1,300 msnm. En Guatemala se encuentra en Alta Verapaz, Chimaltenango,
Chiquimula, El Progreso, Escuintla, Guatemala; lIzabal, Petén, Santa Rosa, Solol4,

Suchitepéquez, Zacapa (24-26).
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f) Usos medicinales: Se utiliza la decoccion de la raiz en crisis nerviosas. La decoccion de
las hojas se utiliza para dolores de cuerpo, inflamacion del bazo, diabetes y flujos vaginales
(28, 29, 32).

g) Composicion quimica: Las hojas y tallos contienen alcaloides (32).

3. Euphorbia lancifolia Schlecht
a) Nombre comun: Ixbut (en lengua maya) isbut, sapillo, hierba lechera (en Guatemala)
b) Familia: Euphorbiaceae

c) Descripcion: Ixbut, de la lengua Pokom quiere decir “que aumenta el volumen del
liquido de la mujer”. Es una interesante planta silvestre que al trozarse los tallos dejan
escapar un jugo lechoso, como sucede en casi todas las Euforbiaceas. Es una hierba
subtrepadora o rastrera, de tallos rollizos, cilindricos algo carnosos, lisos y articulados, de
color verde palido, hojas alternas, romboideo lanceoladas, anchas en la base y con las
extremidades agudas, de 5 a 9 cm. De ancho en la base, con las nervaduras laterales
invisibles; flores pequefias y blanquizcas, con el céliz de cuatro segmentos y el ovario
velloso. Se dice que las semillas son venenosas para el ganado. En Guatemala se encuentra
en el Petén, y se le ha dado el uso desde tiempos remotos como galactogogo y solo
recientemente ha despertado interés en Meéxico esa propiedad. El doctor Pedro Molina
Flores la introdujo a la ciudad de Guatemala, donde una vez aclimatada, el doctor Salvador
Sarabia prepar6 un extracto fluido que experimentd en varios casos comprobando
plenamente su propiedad de producir y aumentar la secrecion lactea, usando hasta 8 g del
extracto (33,41).

d) Distribucion geografica: nativa de bosquecillos secos, en Guatemala se ha descrito en
Alta Verapaz, Guatemala, Huehuetenango, lzabal, Petén, Quetzaltenango, Quiche,

Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez (32).

e) Usos medicinales atribuidos: Los tallos huecos con escasas hojas se venden en los

mercados locales, combate la impotencia sexual, fiebre puerperal, dolor de cuerpo y colico
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estomacal, topicamente se usa la decoccion en bafios de la planta completa para llagas y

dolor de cuerpo, se le atribuye propiedad galactogoga antiséptica y tonico estimulante

(32,35).

f) Composicion quimica: Los componentes de esta planta fueron determinados por el

laboratorio de la estacion experimental agrondémica de Santiago de las Vegas y dio los

siguientes resultados:

MUESTRA FRESCA (%) SECA A40°C SECA A 100°C
(%) (%)

Humedad 83.712 4.5 -

Proteinas 2.20 12.95 13.51
Extracto etéreo 1.00 7.80 8.13
Fibra cruda 3.93 23.10 24.10
Cenizas 1.69 9.95 10.17
Carbohidratos 7.47 42.25 44.09

(35).

4. Cecropia obtusifolia Bertol

a) Nombre comun: Choop. Guarumo, Igarata, Ix-coch.

b) Familia: Moraceae

¢) Sinénimos: C. mexicana Hemsl.
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d) Descripcion: Arbol de rapido crecimiento de hasta 22 m de altura que tiene sabia lechosa
y presenta pocas ramificaciones en la parte superior, tronco hueco hasta 30 cm de diametro,
hojas con tallos peludos, cuando jovenes cubiertas de pelusa gris-rojiza al madurar
arregladas en espirales circulares, 25 a 50 cm de ancho profundamente divididas de 8 a 13
I6bulos espatulados. Flores pequefias agrupadas pendientes espinosas, las masculinas de 8 a
10 cm de largo, 3 a 4 mm de ancho, las femeninas de 20 a 40 cm de largo, 6 a 7 mm de
ancho, muy carnosas al madurar, las espigas femeninas forman un agregado de frutas

consistente de numerosas y verdaderas frutas pequefias con una semilla Unica (32,34,39).

e) Distribucion geogréfica: Comunes en la mayoria de tierras bajas, bosquecillos himedos
y pantanos, frecuentes a la orilla de prados, nativa y abundante en el Sur de México y
Centro America, hasta 1,300 msnm. En Guatemala se ha descrito en: Escuintla,

Suchitepéquez, Santa. Rosa, El Progreso, Zacapa, Chiquimula, Petén e Izabal (32,38).

f) Usos medicinales atribuidos: En Mesoamérica como hojas de guarumo se usan
indistintamente las especies de Cecropia mexicana, Cecropia obtusifolia y Cecropia
peltata. Su uso popular es para tratar el asma, bronquitis, diabetes, dolor de muelas y de
garganta, para calmar los nervios, como enema para la gonorrea, leucorrea, edema vy
diversas molestias hepaticas, en Guatemala la decoccién de los vastagos tiernos es tomada
como diurético, febrifugo, sudorifico, emenagogo y tonico cardiaco, asi como para tratar la
hinchazén, tos, tos ferina, reumatismo y aliviar el parto, para las infecciones
gastrointestinales se usa para el tratamiento de la diarrea y como tonico aperitivo. En
Meéxico la infusion de las hojas es comUnmente administrada oralmente durante periodos de
5 a 8 dias en el tratamiento de la diabetes mellitus. La sabia se aplica topicamente contra

hemorragias, verrugas, callosidades, cancer y diversas infecciones veterinarias (32,36,42).

g) Composicion quimica: Contiene una saponina, la ambaina que es soluble en agua y
etanol e insoluble en éter y cloroformo; a pesar de ser una saponina, carece del efecto
toxico de estas substancias, como es la actividad litica de los eritrocitos. La raiz y corteza
contienen el glucosido, cecropina. El tamizaje fotoquimico de las hojas y tallos demuestra
cardenolicos, bufadienolicos, flavonoides, leucoantocianinas, triterpenos, taninos y
polifenoles (34, 35, 40).
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5. Wigandia urens var. caracasana HBK
a) Familia: Hydrophylaceae

b) Nombre comin: Chocén, cichicaste de caballo, mata pulga, ortiga de montafia, chocén,
tabaquillo.

c) Descripcion: Planta muy desarrollada, de 2-5 m de alto, sublefiosa tallos herbéceos, con
pelusillas blancas, hojas alternas, tallo acanalado, 5-50 cm de largo, indentado en la base,
agujas en el peciolo. Flores sésiles, moradas acampanadas de 1 a 2 cm de ancho, 5
estambres, caliz persistente, hispido, estigma en clava; ovarios ovoides sedosos, que se
encuentra en los sitios aridos, en los barrancos asoleados de la tierra templada, aunque
algunas veces llega cerca de la costa. Sus frutos son una capsula de dos valvas con

numerosas semillas. Esta planta no es urticante por lo cual no es realmente una ortiga (41).

d) Distribucion geografica: Se encuentra en los sitios aridos, en los barrancos asoleados de
la tierra templada, aunque algunas veces llega hasta cerca de la costa. Nativo de México a
Per( a 70-3,000 msnm. En Guatemala se encuentra en Alta Verapaz, Chimaltenango,
Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, Quiché, Sacatepéquez, San Marcos y Santa
Rosa (41).

e) Usos medicinales: La infusién de hojas y flores se usa para diarrea y pujos, inapetencia,
indigestion, retencion urinaria, reumatismo, nerviosismo y tos ferina. A la raiz se le
atribuyen propiedades diuréticas, febrifugas y sudorificas. El extracto de las hojas se a
usado contra la sarna y otras infecciones de la piel. El tamizaje antibacteriano demuestra
que la tintura de hojas tiene actividad contra Salmonella. typhi. Se confirma la actividad
contra S. typhi, Streptococcus pneumoniae y S. pyogenes, los mejores disolventes son

etanol y acetona (41, 42).

f) Composicion quimicas: En la revision realizada no se encontré informacion sobre la

composicion quimica de esta especie (42).



18

6. Punica granatum L.
a) Familia: Punicacea
b) Nombres comunes: Granada, granada enana, granado, granado agrio, mata de granada.

c¢) Descripcién: Arbusto ramificado, de hasta 6 m de altura. Tallo de corteza rugosa, de
color gris. Hojas opuestas cortamente pecioladas, coriaceas, enteras, ovales, elipticas u
oblongas, de 1-8 cm de largo, cortamente pecioladas, con tonos rojizos. Flores solitarias o
agrupadas en los extremos de las ramas, Fruto de 5 a 10 cm de didmetro, pulpa blanca o
rosada, coronado por el caliz persistente, subgloboso, semillas angulares, envueltas en un
arillo carnoso, rojizo con la testa coriacea. Cualquier época del afio puede trasplantarse,
siempre que se cuente con riego durante las primeras semanas de establecida la plantacion
(24,42).

d) Distribucion geogréafica: Se cultiva ampliamente en todas las regiones templadas y
calidas de ambos hemisferios, especialmente en los paises mediterraneos, dada su poca
resistencia a los frios intensos. Nativo del sur de Asia (Irdn y Afganistan), ampliamente
cultivado en Asia y en la region Mediterranea, naturalizado en las partes aridas de Norte
América y en regiones tropicales y subtropicales de América Latina hasta 1,800 msnm. En

Guatemala se cultiva casi en todo el pais excepto en regiones muy altas (24, 41, 42).

e) Usos medicinales: Las partes utilizables son, raiz y corteza del fruto, popularmente se
utiliza como, antidiarreico, antihelmintico y tenifugo. La decoccidn de la corteza del tronco
0 raiz se usan para expulsar Tenia. La decoccion de céscara del fruto, se usa para tratar
afecciones gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastralgia, parasitosis), enfermedades
respiratorias, metrorragia, y blenorragia, a esta se le atribuye propiedad astringente,
emenagoga Yy vermifuga . El jugo del arilo circundante de las semillas es aplicado para
limpieza de los ojos, en conjuntivitis. El jugo del fruto en jarabe se usa para expulsar
parasitos, hipertension, artritis, enfermedades urinarias, ictericia, diabetes. Topicamente se
usa en lavados vaginales para leucorrea, en gargarismos para amigdalitis, en enema para

enteritis y en lavados para hemorroides y evitar abortos. La decoccion de las semillas se usa
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en el tratamiento de sifilis. A las flores se les atribuye propiedad astringente y ténica. En

Cuba es usada para tratar ulceras, gripe y enfermedades pulmonares (32, 40-42).

f) Composicion quimica: Peleterina y derivados de la piridina, presentes en la corteza del
tronco. Acido pirogalico, acido granatotanico, resinas, colorantes, oxalato de calcio,
mucilagos. El fruto contiene, glucosa, fructosa, sucrosa y maltosa. Las hojas contienen 2-
(2-propenil)A’piperideina) (42,32).

IV. JUSTIFICACION

La vaginosis y vaginitis son infecciones vaginales muy frecuentes en la poblacion, se
presentan en cerca de una quinta parte de las mujeres que acuden a consulta ginecoldgica.
La mayoria de las mujeres presentan al menos un episodio de vaginitis o de vaginosis

durante el periodo fértil de su vida (1).
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La vaginosis es causada por G. vaginalis y la vaginitis por especies de Candida. El
farmaco de eleccion para estas infecciones es el metronidazol que puede causar efectos
secundarios, como nausea y dolor de cabeza. Ademaés en el interior del pais el tratamiento
farmacoldgico no es accesible para las pacientes por su alto costo. Por tal motivo es

importante conocer otras alternativas de tratamiento.

Con el presente estudio se pretendié conocer experimentalmente la accion farmacoldgica
sobre dichos microorganismos, de los extractos diclorometanico y metandlico de seis
plantas nativas de Guatemala, utilizadas popularmente para el tratamiento de vaginitis y
vaginosis (Citrus aurantium, Cornutia pyramidata, Cecropia obtusifolia, Wigandia urens
var. caracasana, Punica granatum y Euphorbia lancifolia), para poder determinar si
pueden ser usados como un tratamiento natural por parte de la poblacién, o servir como

modelos quimicos para la elaboracion de nuevos medicamentos.

V. OBJETIVOS
A. GENERAL

Demostrar la actividad inhibitoria in vitro que poseen los extractos
diclorometanico y metanodlico de seis plantas medicinales contra G. vaginalis y

especies de Candida, causantes de afecciones vaginales.
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B. ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad in vitro de C. aurantium, C. pyramidata, C. obtusifolia, W.
urens var. caracasana, P. granatum y E. lancifolia contra una cepa de G.
vaginalis y seis especies de Candida.

2. Determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CIM) de los extractos con

actividad positiva.

VI. HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos diclorometanicos o metandlicos de las seis plantas a

evaluar posee actividad contra G. vaginales o especies de Candida.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO

Plantas medicinales nativas de Guatemala utilizadas en el tratamiento de enfermedades

vaginales:
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. MUESTRA

Citrus aurantium L. (naranja agria)
Cecropia outusifolia Bertoloi (guarumo)
Cornutia pyramidata L. (flor lila)
Euophorbia lancifolia Schlecht (ixbut)
Punica granatum L. (granada)

Wigandia urens var. Caracasana HBK (chichicaste)

. CEPAS

Candida albicans
Candida glabrata
Candida kruseii
Candida parapsilosis
Candida stellatoidea
Candida tropicalis

Gardnerella vaginalis

D. RECURSOS

1

a.

b

2

. Humanos

Tesista

Andrea Azucena Salazar Cruz

. Asesores
Licda. Isabel Cristina Gaitan Fernandez
Lic. Armando Céceres Estrada

. Institucionales

23
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Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Laboratorio de Productos Naturales Farmaya, S.A.

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT)
. Fisicos
. Equipo

Balanza analitica Mettler AE 200 y Mettler PM 600

Autoclave OMRON Miny Manual Timer STMW Y222

Campana de flujo laminar bacteriolégica Labconco Purifies Class 1l Biosafety
Cabinet

Incubadora Fisher Scientific Isotemp Incubador 37 °C

Refrigeradora de 4-8°C ADMIRAL dualtemp y Fisher Scientific isotemp, de -80°C
Vortex Thermolyne Maxi Mix Il 27600

Asas bacteriologicas en argolla

Equipo de Rotavapor BUCHI Flawil 461 Brinkmann Precision
. Reactivos

Agar Base Columbia Marca Oxoid (CNA)
Agar Muller Hinton

Agar tripticasa soya

Agua desmineralizada estéril

Caldo Tripticasa soya

Diclorometano

Dimetil sulfoxido (DMSO)

Etanol 50 %

Etanol 95 %

Metronidazol (disco de 50pQ)

Sangre de carnero



Solucioén salina 0.85%

. Materiales

Algodon

Bata blanca de manga larga
Beackers de 250 y 1000 mL
Cajas de Petri descartables, simples y cuadriplate
Cinta adhesiva

Cinta testigo

Erlenmeyer de 1000 mL

Espatula pequefia

Fosforos

Guantes de latex

Jabon desinfectante

Marcador permanentes

Papel mayordomo

Papel filtro

Pipetas automaticas de 2-1000 pL
Probetas de 25 mL y 100 mL
Tips amarillos de 10 a 200 pL

Tijeras

Tubos de vidrio de fondo plano y con tapadera de rosca de 15 mL

Vaso de precipitar de 100 mL

Viales o frascos pequefios para almacenar el extracto

G. PROCEDIMIENTO

1. Elaboracién de extractos

25

Se elaboraron extractos metandlicos y diclorometandlicos de seis plantas nativas de

Guatemala, utilizadas popularmente para el tratamiento de vaginitis y vaginosis, tomando
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en cuenta que fueran utilizadas con frecuencia y ademas que no hubieran sido ni estuvieran

siendo estudiadas.

2

. Extraccion continua por percolacion para obtener el extracto

La materia seca vegetal se seco, triturd, molio y rotulo.

En un percolador previamente limpio y seco se colocd un pedazo de algodon no muy
grande, para usar como filtro en la parte inferior y se colocé papel filtro cortado en
forma de embudo de acuerdo al didmetro del percolador.

Se peso la cantidad de material vegetal a utilizar.

El percolador fue debidamente rotulado con el nombre cientifico de la planta, nombre
comun, fecha, peso, parte de la planta a utilizar y disolvente utilizado.

El material vegetal se humedecié con diclorometano y metanol adecuado para la
extraccion, utilizando un vaso de precipitar.

Se transfirié todo el material al percolador y se agrego etanol al 95% hasta cubrir el
material vegetal. Se observé que no se formaran burbujas.

Dependiendo del material vegetal, se dejo reposar el tiempo necesario para llevar a
cabo la extraccion.

Pasado el tiempo de reposo, se abrid la llave de la parte inferior, y se dejo gotear el
liquido a una velocidad adecuada.

El liquido se recogidé en un erlenmeyer, se afiadié suficiente disolvente extra, segun se
requirid, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

Luego se presiond el material solido que quedd, y se afadié el liquido obtenido al
percolador.

. Concentracién utilizando el rotavapor

Fue necesario engrasar todas las bocas esmeriladas y armar el rotavapor. Colocar el
baldn colector y fijarlo con la llave respectiva.
Se reviso el nivel del agua del bafio de calentamiento.

Se encendio el bafio de Maria y se mantuvo a una temperatura de 40+1°C.
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— El bafio con la muestra se colocé y se sujetd el vastago con la llave correspondiente.

— Luego se encendié la bomba de vacio durante el tiempo necesario para iniciar la
destilacion.

— Se inicio la destilacion del extracto con recuperacion del disolvente hasta obtener una
consistencia semisolida.

— EIl extracto concentrado se vertid en una caja de Pietri de vidrio debidamente tarada y
rotulada.

— Durante 7 a 15 dias se colocd el extracto en una desecadora, dependiendo del estado en
que se encontraba la planta.

— Cuando el extracto tuvo consistencia solida se transfirio a viales tarados y rotulados.

— Se calculd el rendimiento del extracto y se guardo en viales a 4°C.

4. Bioensayo para G. vaginalis

El bioensayo se llevé a cabo por una evaluacion de la actividad de los distintos extractos en
presencia de G. vaginalis, obtenida del cepario del Laboratorio de Bioensayos del
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, y para ello fue necesario preparar agar CNA, en cajas de petri e
impregnar taxos con 50 pL de cada uno de los extractos

a. Preparacion de los extractos de las plantas:

— Se pes6 50 mg de cada extracto y se disolvieron en 1 mL de DMSO para obtener una
concentracion final de 10 mg/mL.

— Se mezclaron 800 pL de los extractos con DMSO y 3,200 puL de etanol al 50%.
(Img/mL).

— Se impregnaron cuatro discos por cada extracto con 50 pL de la solucion, cuatro
discos con la solucion de metronidazol (50 pg) como control positivo y cuatro discos

con etanol al 70%, como control negativo, lo que hizo un total de 32 discos.

b. Preparacion de agar CNA en bicapa

— Se afadieron 39 g de agar Columbia a 1000 mL de agua destilada
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— Se llevo a ebullicién hasta lograr una disolucion completa.

— Se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

— Seenfrio a 50°C y se agrego6 un 5% de sangre de carnero.

— Se rehidraté un vial de suplemento selectivo Gardnerella SRO070E, Marca Oxoid con 5
ml de etanol al 95%.

— Se agreg6 5 mL de suplemento rehidratado en 500 mL del agar Columbia previamente
preparado.

— En cajas de petri estériles se agregoé una fina capa del agar sin sangre y cuando se
solidifico se le agregd encima una capa de agar con sangre y suplemento. Se dejo
solidificar y se refriger6 hasta su uso.

c. Preparacion del indculo

Se prepard una suspension de colonias frescas con solucion salina estéril, (comparandolo

con el estdndar de Mac Farland 0.5).
d. Inoculacion de las placas

— Se inocul6 el agar con un hisopo de algodon estéril, previamente sumergido en el
inoculo estandarizado y se retird el exceso rotdndolo contra las paredes internas.
— Se estriaron las placas en tres direcciones, rotando la caja en un angulo de 60° después

de cada aplicacidn, se dejaron secar por 5 a 10 minutos antes de colocar los discos.

e. Colocacion de los discos

— Con pinzas estériles, se colocaron totalmente al azar seis discos en cada caja, en forma
equidistante.

— Las cajas se incubaron a 36°C en presencia de CO, por 48 horas.

f. Medicién de las zonas de inhibicion
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Se midieron los halos de inhibicion alrededor de cada disco con una regla calibrada.
g. Interpretacion de resultados

Actividad negativa: halos menores de 6 mm alrededor del disco.
Actividad positiva: halos mayores de 6 mm alrededor del disco.

5. Bioensayo para Candida

a. Preparacion de cajas con agar extracto.

— Se prepar0 una solucion de cada extracto con una concentracion de 10 mg/mL,
disolviendo 50 mg de extracto en 1 mL de DMSO

— Se tomaron 800 pl de extracto con DMSO y 3,200 pL de etanol al 50%.

— Luego se prepard 13.5 mL de agar sabouraud en tubo.

— En una caja de petri se agregd 1.5 mL del extracto preparado (1:10), y 13.5 mL de agar
sabouraud, se homogenizé y dejé solidificar el medio. Se refrigerd hasta su uso.

b. Preparacion del indculo

— Las especies de Candida a ensayar fueron purificadas e inoculadas en cajas de agar
sabouraud.

— Se incubaron por 24 horas. Luego se inoculé una asada del cultivo en 5 mL de caldo
sabouraud, se incub6 a 36°C por 48 horas.

— Se diluyeron 50uL de la suspension anterior en 4.5 mL de solucidn salina estéril (1:100).

c. Demostracion de la actividad antibacteriana

— En las cajas con agar planta, se inoculé una asada de cada uno de los microorganismos
siguiendo el patron de la plantilla, se hicieron cuatro repeticiones por microorganismo, y
se incubaron a 37°C por 48 horas.

— Como control negativo, se utilizo, 13.5 mL de agar sabouraud, mezclandolo con 1mL de

etanol al 50%.
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d. Interpretacion de resultados

Depende del crecimiento a lo largo del indculo.

Actividad negativa: Si hubo crecimiento homogeéneo a lo largo del in6culo.

Actividad positiva: Si no hubo crecimiento homogeéneo a lo largo del indculo.
Contaminacion: Presencia de microorganismos fuera del inoculo.

A los extractos que presentaron efecto inhibitorio en el bioensayo, se les determind su
concentracion inhibitoria minima (CIM), a diferentes valores de concentracion para evaluar
el efecto inhibitorio que causa cada uno de los extractos sobre el crecimiento de especies de

Candida y el valor de sus CIM, para ello:
Se prepararon las cajas cuadriplate con las siguientes diluciones del extracto:

Concentracién

1.0 mg/mL = 3.6 mL de agar + 0.4 mL de solucion del extracto
0.5mg/mL = 3.8 mL de agar + 0.2 mL de solucion del extracto
0.25 mg/mL = 3.9 mL de agar + 0.1 mL de solucion del extracto
Control (-) = 4.0 mL de agar.

Se inocularon tres estrias de cada microorganismo con un asa bacterioldgica en cada uno de
los cuadrantes. Se incub6 a 36°C durante 48 horas. Se realizd la lectura y se interpretan los

resultados de acuerdo a su actividad.

H. Disefo estadistico

1. Tipo de Estudio

Experimental. Disefio completamente al azar. Con un total de cuatro réplicas por cada
microorganismo analizado, para un nivel a = 0.10. La determinacion de la actividad
bactericida se basé en la inhibicién del crecimiento a partir de una concentracion de 1

mg/mL.
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2. Variables

a. Variable dependiente. Actividad bactericida de los extractos etandlicos y
diclorometandlicos de las plantas seleccionadas, en el crecimiento de G. vaginalis y seis

especies de Candida.

b. Variable independiente. Plantas nativas de Guatemala utilizadas empiricamente para el

tratamiento de vaginitis y vaginosis.
3. Validez del método

Actividad bactericida de los extractos. En el bioensayo para G. vaginalis se utilizaron como
control positivo cuatro discos impregnados con solucién de metronidazol (50 pg), los que
presentaron un 100% de inhibicién de la bacteria; y como control negativo se utilizaron
cuatro discos impregnados con etanol al 50% los cuales no presentaron inhibicion. En el
bioensayo para las especies de Candida solo fue necesario un control negativo para lo que
se utilizo 13.5 mL de agar sabouraud con 1 mL de etanol al 50% donde hubo crecimiento

Optimo de las especies de Candida ensayadas.

4. Andlisis de datos

Los datos fueron tabulados y posteriormente analizados de acuerdo a los pardmetros
anteriormente descritos. Se realizo una prueba de hipotesis binomial donde:

Ho. P<0.5 (el extracto no tiene efecto)

Ha. P> 0.5 (el extracto si tiene efecto)

Se espera que para rechazar Ho se obtengan cuatro repeticiones exitosas de los extractos

probados
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VIIl. RESULTADOS
A. SELECCION DE PLANTAS

Las plantas utilizadas en el estudio se seleccionaron por ser plantas nativas de Guatemala,
utilizadas popularmente para el tratamiento de vaginitis y vaginosis. Tomando en cuenta la
frecuencia de su uso y gque no hubieran sido estudiadas para estas afecciones. En la tabla 1
se describe cada una de ellas, mencionando la familia, nombre cientifico, nombre comun,
namero de herbario y parte utilizada en el estudio para la elaboracion de los extractos

metanolico y diclorometanico.
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Tabla 1. Descripcion de las plantas en estudio

Familia Nombre cientifico Nombre comin *No. Herbario Parte utilizada
Rutacea Citrus aurantium L. Naranja agria 977 Pericarpio
Verbenacea Cornutia pyramidata L.  Flor lila 991 Hojas y flores
Euphorbiacea Euphorbia lancifolia Ixbut 995 Hojas y tallo
Schlecht.
Moraceae Cecropia obtusifolia Guarumo 979 Hoja
Bertoloi
Hidrophylaceae  Wigandia urens var. Chichicaste 1,066 Flores

caracasana HBK.

Punicacea Punica granatum L. Granada 990 Pericarpio

Fuente: Experimental Banco de datos listado de extractos Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia Depto. de Citohistologia USAC,
* NUmero de herbario proporcionado por FARMAY A

B. ACTIVIDAD CONTRA ESPECIES DE Candida

El tamizaje de actividad contra las distintas especies de Candida (C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. stellaoidea y C. glabrata) presenté que C. albicans y C.
krusei no son inhibidas por ningun extracto ensayado, C. parapsilosis es inhibida por los
extractos en diclorometano de C. aurantum, C. obtucifolia y por los extractos en metanol
de C. pyramidata, P. granatum y E. lancifolia.

En el caso de C. tropicalis el extracto diclorometanico de P. granatum es el Unico que no
inhibe su crecimiento, C. stellatoidea es inhibida por la mayoria de los extractos ensayados,
excepto por los extractos metandlico de C. aurantium y extracto diclorometanico de P.
granatum, por ultimo, C. glabrata es inhibida unicamente por el extracto metandlico de P.
granatum (tabla 2).

Tabla 2 Tamizaje de los extractos contra seis especies de Candida
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Plantas Parte utilizada  Disolvente A B C D E
Citrus aurantium Pericarpio Diclorometano - - + +
Citrus aurantium Pericarpio Metanol - - - -

Cornutia pyramidata Hojas y flores Diclorometano - - - +
Cornutia pyramidata Hojas y flores Metanol - - + +
Cecropia outusifolia Hojas Diclorometano - - + +
Cecropia outusifolia Hojas Metanol - - - +
Wigandia urens var. Flores Diclorometano - - - +
caracasana

Wigandia urens var. Flores Metanol - - - +
caracasana

Punica granatum Pericarpio Diclorometano - - - -

Punica granatum Pericarpio Metanol - - + +
Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Diclorometano - - - +
Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Metanol - - + +
Fuente: datos obtenidos en el estudio

A: C. albicans C: C. parapsilosis E: C. stellatoidea

B: C. krusei D: C. tropicalis F: C. glabrata

(+): Actividad positiva a una concentracion < 1 mg/mL (-): Actividad negativa a una concentracion > 1 mg/mL

A los extractos que en el tamizaje demostraron tener actividad positiva contra las especies
de Candida (p < 0.10) se les determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) siendo
de 0.5 mg/mL para C. aurantium en diclorometano y P. granatum en metanol, y de 1
mg/mL para C. piramidata en metanol, que inhiben el crecimiento de C. parapsilosis.

De 0.5 mg/mL para P. granatum en metanol que inhibe a C. tropicalis y de 1mg/mL para
Wigandia urens var. caracasana en diclorometano que inhibe a C. stellatoidea (tabla 3).

Tabla 3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de los extractos (mg/mL)
Disolvente C D E

Planta Parte utilizada

Citrus aurantium Pericarpio Diclorometano 0.5 - -



Citrus aurantium

Cornutia pyramidata

Pericarpio

Hojas y flores

Metanol

Diclorometano

Cornutia pyramidata Hojas y flores  Metanol 1 - -
Cecropia outusifolia Hojas Diclorometano - - -
Cecropia outusifolia Hojas Metanol - - -
Wigandia urens var. caracasana Flores Diclorometano - -1
Wigandia urens var. caracasana Flores Metanol - - -
Punica granatum Pericarpio Diclorometano - - -
Punica granatum Pericarpio Metanol 05 05 -
Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Diclorometano - - -
Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Metanol - - -
Fuente: datos obtenidos en el estudio

C: C. parapsilosis D: C. tropicalis E: C. stellatoidea

(-): Actividad negativa a una concentracién >1 mg/mL
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C. Actividad contra G. vaginalis

Latabla 4 presenta los resultados del tamizaje contra G. vaginalis; donde se observa que

ninguno de los extractos ensayados presenta actividad positiva contra la bacteria (p > 0.10).

Tabla 4. Tamizaje de la actividad in vitro contra Gardnerella vaginalis

Planta Parte utilizada  Disolvente  Actividad
Citrus aurantium Pericarpio Diclorometano -
Citrus aurantium Pericarpio Metanol -

Cornutia pyramidata
Cornutia pyramidata

Hojas y flores
Hojas y flores

Diclorometano

Metanol

Cecropia outusifolia Hojas Diclorometano -
Cecropia outusifolia Hojas Metanol -
Wigandia urens var. caracasana Flores Diclorometano -
Wigandia urens var. caracasana Flores Metanol -
Punica granatum Pericarpio Diclorometano -

Punica granatum

Pericarpio

Metanol
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Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Diclorometano -

Euphorbia lancifolia Hojas y tallo Metanol -

Fuente: datos obtenidos en el estudio

(-): actividad negativa

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las plantas seleccionadas para el estudio (tabla 1) son usadas comdnmente con la finalidad
de prevenir y eliminar la inflamacion e infecciones vaginales. Por lo tanto se esperaba que
presentaran actividad inhibitoria contra Gardnerella vaginalis y especies del género
Candida, con el objetivo de obtener diversas fracciones se emplearon los solventes metanol

y diclorometano.

En la tabla 2, se muestran los resultados del tamizaje de actividad contra las distintas
especies de Candida, tomando como punto de corte una concentracion de 1mg/mL
Se puede observar que C. albicans y C. krusei no son inhibidas por ningun extracto

ensayado, entre tanto que C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicalis y C. glabrata son
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inhibidas aunque no por todos los extractos. Estas inhibiciones demuestran que en las
partes de las plantas utilizadas, existe algin metabolito responsable de la inhibicion, es
probable que en alguna otra parte de la planta (corteza, hojas, raices, etc.) estén presentes a

mayor o menor concentracion.

A los extractos que presentaron actividad bioldgica en el bioensayo se les determin6 la CIM
(tabla 3) haciendo varias diluciones del extracto (1.0, 0.5 y 0.25 mg/mL) para evaluar el
efecto inhibitorio que causa cada uno sobre el crecimiento de las especies de Candida. El
extracto metandlico de pericarpio de P. granatum presentd actividad bioldgica (p < 0.10)
contra C. parapsilosis y C. tropicalis a una concentracion de 0.5 mg/mL, segun estudios
hechos por Vasconcelos (43), el extracto acuoso de P. granatum posee efectos antifingicos
similares al miconazol, esto se confirma con el resultado anterior, aunque no se conoce el
mecanismo de accion, ni cual es el metabolito responsable de la inhibicién, sin embargo
puede deberse a la presencia de la peleterina que es un alcaloide que se le atribuyen
propiedades tenicidas y desinflamatorias (11). El extracto diclorometénico de pericarpio de
C. aurauntum present6 actividad biologica (p < 0.10) contra C. parapsilosis a una
concentracion de 0.5 mg/mL. Esta actividad puede atribuirse a que los principales
metabolitos con actividad bioldgica que presenta C. aurantium son los flavonoides, que
poseen propiedades muy apreciadas en medicina, como antimicrobianos (44).

El extracto metandlico de hojas y flores de C. pyramidata presenté actividad bioldgica (p <
0.10) contra C. parapsilosis a una concentracion de 1 mg/mL. No se ha encontrado ningdn
estudio relacionado, pero es importante indicar que la decoccion de las hojas se utiliza para
flujos vaginales (26). El extracto diclorometanico de flores de W. urens var. caracasana
presentd actividad bioldgica (p < 0.10) contra C. stellatoidea a una concentraciéon de 1
mg/mL. Se han realizado otros estudios donde se encontrd que la tintura de hojas tiene
actividad contra Salmonella typhi, Streptococcus pneumoniae y S. pyogenes, esta actividad
se atribuye a la fibetina (fibidenolon) un flavonol acidico y a la naringenina, una flavona
acidia soluble en etanol que presenta actividad contra bacterias y virus (36). C. albicans, C.
krusei y C. glabrata no fueron inhibidas (p > 0.10) por ninguno de los extractos ensayados,

lo que indica que ninguno posee metabolitos inhibidores de estas especies de Candida.
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En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos del tamizaje realizado con los extractos
en diclorometano y metanol, de las plantas en estudio contra G. vaginalis, de los cuales
ninguno presento actividad (p < 0.10). Esto puede deberse a que la parte de la planta que se
utiliz6 no posee los metabolitos inhibitorios o estan presentes en concentraciones bajas, no

efectivas contra la bacteria.

X. CONCLUSIONES

1. EIl extracto metandlico de pericarpio de P. granatum present6 actividad bioldgica
significativa (p < 0.10) contra C. parapsilosis y C. tropicalis a una concentracion de
0.5 mg/mL.

2. El extracto diclorometanico de pericarpio de C. aurantium presentd actividad
bioldgica significativa (p < 0.10) contra C. parapsilodes a una concentracion de 0.5

mg/mL

3. El extracto metanodlico de hojas y flores de C. pyramidata presenté actividad

significativa (p < 0.10) contra C. parapsilosis a una concentracion de 1 mg/mL
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El extracto diclorometanico de flores de W. urens var. caracasana presento actividad

significativa (p < 0.10) contra C. stellatoidea a una concentracion de 1mg/mL.

C. albicans, C. krusei y C. glabrata no fueron inhibidas por ninguno de los extractos
del estudio (p > 0.10).

De las plantas estudiadas, la que presenta mayor efecto inhibitorio contra las
especies de Candida en estudio es el extracto metandlico de pericarpio de P.

granatum a una concentracion de 0.5mg/mL.

G. vaginalis no fue inhibida (p > 0.10) por ninguno de los extractos con

diclorometano y metanol evaluados.

XI. RECOMENDACIONES

Continuar las investigaciones con las plantas que demostraron actividad al tamizaje
in vitro, pero usando otras partes de la planta para conocer donde esta la mayor

actividad contra los microorganismos de interés.

Investigar la actividad de los extractos positivos (C. aurantum, C.pyramidata, W.
urens var. caracasana y P. granatum) contra otros microorganismos causales de

afecciones vaginales como Tricomonas vaginalis.



3.

Realizar estudios que permitan, el uso de los extractos con actividad, para la

preparacion de productos fitoterapeuticos.

XIl. ANEXOS

Citrus aurantium L.

41
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Nombre comun: Naranjo agrio, Naranjo amargo

Fotografia tomada por A.C. Estrada

Cornutia pyramidata L.

Nombre comun: Flor lila (Guatemala), hoja de zope (lzabal); lat-che (Peten); bwa kasav

(Republica Dominicana); tzultesnuk y matasano en Honduras.
Fotografia tomada por A.C. Estrada

Euphorbia lancifolia Schlecht.

Nombre comun: Ixbut, sapillo, hierba lechera
Fotografia tomada por A.C. Estrada
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Cecropia obtusifolia

Bertoloi

Nombre comun: Choop. Guarumo, lgarata, Ix-coch.

Fotografia tomada por J.F Yoder

Wigandia urens var. caracasana

HBK




. Cauce S. et al.
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Nombres comunes: Chichicaste, chichicaste de caballo, mata pulga, ortiga de

montarfia, chocon, tabaquillo
Fotografia tomada por G.A Cooper

Punica granatum L

Nombres comunes: Granada, granada enana,granado, granado agrio, mata de granada.
Fotografia tomada por J.A Yoder
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